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1 Einletung

1.1 Aquatische Hyphomyceten

Der Ascomycet Heliscus lugdunensis (Teleomorph: Nectria lugdunensis) gehért zur Gruppe der
aquatischen Hyphomyceten (AQH). Die AQH sedlen keine einheitliche Gruppe verwandter
Pilzarten dar, sondern représentieren PFilze, die sich morphologisch und physiologisch an das
aguatische Okosystem angepasst haben (Dix und Webster, 1995). Sie sporulieren nur unter
Wasser und besiedeln submers zersetzende Blétter in Flissen und Seen (Bérlocher, 1992). In der
Nahrungskette des aguatischen Okosystems kommt ihnen as Destruenten von organischem
Materia eine primé&re Bedeutung zu. Sie konditionieren einerseits organisches Materia fir
andere heterotrophe Organismen, stehen gleichzeitig aber auch selbst as Nahrungsquelle fir
Makroinvertebraten zur Verfugung (Gessner et a., 2003). Jede Anderung der Pilzgemeinschaft,
Z B. durch Schwermetdleintrag auf Grund anthropogener Einfliisse kann die Inkorporation von
Blattmaterid in die Nahrungskette entweder durch Verédnderung der Abbaurate oder der
Nutzbarkeit fir Makroinvertebraten nachhatig beeinflussen (Bermingham, 1996). In ihrem
vorwiegendem Lebensraum, den gut durchlifteten, sauberen Gewdéssern, konnen bis zu 90 % der
Biomasse-zersetzenden Organismen aguatische Hyphomyceten sein (Gessner und Chauvet,
1997). In Abhéngigkeit von der Substratverflgbarkeit sowie der Temperatur unterliegt das
Auftreten von AQH jedoch starken periodischen Schwankungen (Bérlocher, 2004).

In extrem belasteten Standorten des Mansfelder Landes (Abb. 5), einem Gebiet, das seit
Jahrhunderten vom Kupferschieferbergbau gepragt wurde und mit den Folgen der Beastung zu
kémpfen hat, existiert Uberaschenderweise ene grofe Vidfdt dieser aguatischen
Hyphomyceten. In Oberflachengewdassern, wie beispilsweise Haldensickerwdasser oder kleinere
Husdaufe, die durch Metdle und Metdloide (sehe Tab. 2 und Tab. 3) unterschiedlich belastet
sind, konnten etwa 30 verschiedene Arten nachgewiesen werden (Krauss et al., 1998; Krauss et
a., 2001; Sridhar, 2000; Sridhar et d., 2001). Dennoch weisen AQH eine hohe Senstivitét
gegeniiber Umweltbelastungen auf (Bermingham et d., 1998; Webgter, 1981). So wurde in dem
am dérksten belasteten Untersuchungsstandort H4 (25 uM Cd, 208 uyM Cu, 93 uM Pb, 40 mM
Zn) im Gegensatz zu anderen moderat bis wenig belasteten Standorten im Mansfelder Land die
geringste Artenvidfat (17 Spezies) gefunden (Krauss et al., 2003a; Sridhar, 2000).

Doch nicht nur in diesen teilweise stark belasteten Oberflachengewdssern, sondern auch in
Grundwassern des Mansfelder Landes wurde erstmas das Vorkommen von aguatischen
Hyphomyceten nachgewiesen (Krauss et a., 2003Db).

Die Fahigkeit von AQH in diesen zum Tell stark belasteten Gewassern zu Uberleben, erfordert
eine Reihe biochemischer und struktureler Eigenschaften sowie physiologische und/oder
genetische Adaptationen, die bisher nur sehr wenig auf geklart sind.
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1.2 Schwermetalle und ihre Wirkung auf Pilze und Mikroorganismen

Alle Organismen, so auch Hefen und Pilze bendtigen neben Stickstoff- und Kohlenstoffquellen
(Makronahrstoffe) Spurent oder Mikrondhrstoffe fur ihre Entwicklung. Zu den Spurendementen
gehort eine Reihe von Metdlen, die aufgrund ihrer Dichte von ca 5g/cm® und héher zu den
Schwermetallen gezédhlt werden (Hollemann und Wiberg, 1985). Die meisten Schwermetalle
snd Ubergangsmetalle mit unvollstandig aufgefilliten d-Orbitalen. Diese d-Orbitae sind die
Ursache, dass Schwermetall-lonen eine Reihe von Komplexen bilden konnen, die teilweise
redoxaktive Fdhigkeiten besitzen (Nies, 1999). Die Schwermetalle mit der grofen Bedeutung
fur die meisten Organismen im Stoffwechsel sind Eisen, Kupfer, Mangan, Kobat und Zink (Van
Ho et a., 2002). Zink spielt neben der Funktion as Cofaktor in Uber 300 Enzymen (z. B.
Carboanhydrasen, Alkoholdehydrogenase, verschiedenen Isomerasen, RNA- und DNA-
Polymerasen) vor dlem as Strukturelement in Proteinen wie z. B. Zinkfingerproteinen eine
entscheidende Rolle (Eide, 2000; Gaither und Eide, 2001; Van Ho et d., 2002).

Die Quellen der Schwermetdlemisson sind teils natlrlichen (Vulkane, Verwitterung), tels
anthropogenen Ursprungs (Rauchgase, Fabrikabwésser, Bergbau, Sondermill, Autoabgase). Das
nichtessentielle Element Cadmium findet in der Elektroindustrie und Gavanik, ads Farbpigment
in Farben und in Batterien eine weite Anwendung und tritt als Beiprodukt der Zink- und
Eisengewinnung auf (Avery, 2001). Wie auch Zink z&hlt Cadmium nicht zu den redoxaktiven
Metallen.

Neben der Funktion als Biokatalysatoren wirken sowohl essentielle as auch nichtessentielle
Schwermetalle in Abhéngigkeit von ihrer Konzentration as Zellgifte. So kann ein Uberschuss an
Eisen oder Kupfer die Bildung von resktiven Sauerstoffspezies Uber die Fenton-Reaktion
verursachen, die dazu fihren, dass biologische Makromolekiile wie DNA, Proteine oder Lipide
durch Oxidationen zerstért werden (Avery, 2001; Eide, 2000). Weiterhin konnen Metdle wie
Cadmium, Ble oder Quecksilber an wichtige Doménen innerhab der Enzyme binden, deren
Funktion inhibieren und infolge dessen den gesamten Stoffwechsel beeinflussen. Diese
Inaktivierung wird hdufig durch die hohe Affinitdée zu Thiol-, Amino- und Carboxylgruppen
verursacht.

Um dem entgegen zu wirken, haben Mikroorganismen eine Reihe von Mechanismen entwickelt,
um dsich vor ener Schwermetdltoxizitdt zu schitzen. Eine Zusammenfassung dieser
Interaktionen zeigt Abb. 1.

Die Medlbindung an der Zdlwand und extrazelluldre Prézipitate dtellen erste Schutz-
mechanismen nach aul3en hin dar. Die as Biosorption bezeichnete Bindung der Metale an der
Oberfléche resultiert aus den Wechselwirkungen der Metalle mit pilzlichen Zelwandbestand-
tellen, wie drukturdlen Komponenten, Melaninen, anderen Pigmenten, zellwandassoziierten
Enzymen und deren funktionellen Gruppen (Badrian, 2003; Gadd, 1993; Singleton und Tobin,
1996). Diese Interaktionen schlieffen lonenaustausch, Adsorption, Komplexierung und
Prézipitierung an der Zelloberflache mit ein.
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. Biosorption: Bindung an
Akkumulation Zellwandbestandteile
(strukturelle Komponenten,

Freisetzung/Produktion
J Melanine, assoziierte Enzyme)

metallmobilisierender Substanzen
(z. B: organ. Sauren, Siderophore)

mobil

S(IV)
M Cytosol .
Komplexierung durch MT, PC Metallreduktion
GSH, Aminosauren, Se
Transformation (Reduktion,
Fe(ll Methylierung)
Metallreduktion Vakuole
Fe(lIl) Kompar.ti menti erung
Préz pitierung
Polyphosphathindung
M etallefflux Freisetzung/Produktion
metallimmobilisierender Substanzen
(Oxalat, Citrat, Polysaccharide,
M-org. ) Siderophore, H,S)
Methylierung

Bioabbau von metallorganischen
Verbindungen (z.B. Deakylatierung)

Abb. 1 Interaktion von Metallen mit Pilzen (nach Gadd, 1993; 2001; L edin, 2000)

Hefen und Pilze sind aufferdem in der Lage, extrazdluldre Substanzen zur Metallprézipitierung
Zu synthetiseren. So hbilden vor dlem Weilfaulepilze Oxadate und prazipitieren dadurch
Cdcium, Cadmium, Kobdt, Kupfer, Mangan, Strontium und Zink (Bddrian, 2003; Jarosz-
Wilkolazka und Gadd, 2003). Aber auch Polysaccharide (Bddrian, 2003; Brelerova et a., 2002)
und andere Verbindungen wie H,S, Médanine Citraa oder Sderophore konnen zur
Metdlprézipitierung fuhren (Gadd, 1993; 2001).

Neben den extrazelluléren gibt es eine Rethe weiterer Schutzmechanismen wie der verringerte
Trangport durch die Zdlmembran, verbunden mit einer verringerten Akkumulation, ein aktiver
Efflux sowie die Komplexierung der Metalle durch unterschiedlichste Verbindungen, z.B.
Glutathion, Phytochelatine, Metallothioneine, Aminosduren und Kompartimentierung in  der
Vakuole (Gadd, 2001; Gadd und Sayer, 2000; Mgare und Bulow, 2001).

Alle diese Reaktionen haben im Laufe der Entwicklung zu Schwermetallresistenzen, genetisch
fixierte Eigenschaften, in Organismen gefihrt. Dabel ig die Resstenz im Gegensatz zur
Toleranz eine direkte biochemische Reaktion auf eine Metalspezies. Die Toleranz hingegen
wird durch intringsche Eigenschaften bestimmt. Dabel fUhren beispielsweise pigmentierte,
undurchldssige Zellwénde, extrazellulare Polysaccharide oder andere Metabolite, die zur
Metalbindung beitragen, zu einer Toleranz (Gadd, 1993).
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1.3 Diepilzliche Zellwand

Die pilzliche Zelwand beinhdtet eine Reihe unterschiedlichster Strukturen, die von der dinnen
mehr oder weniger unstrukturierten Zellwand in der Wachstumszone bis zur zum Tel sehr
dicken, festen Zellwand in aten Hyphen reicht (Burgstaler, 1997).

Sie hat eine Reihe verschiedener Funktionen zu erfillen. Sie ist der erste Kontakt einer Zelle mit
deren Umgebung und schiitzt se vor chemischen und physikalischen Einwirkungen. Sie fungiert
as kontrollierte Diffusionsbarriere fir z.B. Metale und kontrolliert zu einem gewissen Grad den
Stoffaustausch mit der Umgebung (Gadd, 1993). Weiterhin ist sie fur die Formgebung der Zellen
verantwortlich und kann ads Kohlenstoffreserve genutzt werden. In Hinscht auf diese
Funktionen ist es nicht verwunderlich, dass die Zellwand eine sehr komplexe und dynamische
Struktur aufweist (Kuhn und Trinci, 1990; Peberdy, 1990).

Se enthdt Chitin-Mikrofibrillen, die von einer amorphen Schicht aus Proteinen und Poly-
sacchariden (Mannan, Glucan, Gaaktane) umgeben ist. Eine Zusammenfassung algemeiner
plzlicher Zelwandbestandteile zeigt Tab. 1. Die Zedlwandbestandteile konnen zwischen den
verschiedener Pilzgruppen, as auch innerhdb ener Gruppe, sogar innerhab derselben Art
deutlich variieren, was haufig fur phylogenetische Analysen herangezogen wird (Ahrazem et al.,
2001, Prillinger et d., 1993).

Die Zellwande der meisten Hefen bestehen hauptséchlich aus Mannoproteinen, die mit b-1,3-
Glucankomponenten verknipft sind (Peberdy, 1990).

Tab. 1 Bestandteileder pilzlichen Zellwand (nach Gadd, 1993; Peberdy, 1990)

Stutzsubstanzen
Chitin; b-14-verknlpftes Homopolymer aus N-acetyl-D-Glucosamin
b-Glucane: Homopolymer aus Glucoseeinheiten mit b-1,3- und b-1,6-glycosidischer Bindung
Celulose: b-14-verknlpftes Homopolymer aus D-Glucose

Matrixkomponenten

a-Glucan: a-1,3-verknipftes Homopolymer aus D-Glucose
Glycoproteine, Mannoproteine

Weiter e Bestandteile

Chitosan: b-14-verknlpftes Polymer aus D-Glucosamin

D-Galaktosaminpolymere, Polyuronsauren, Melanine, Lipide

Die Zdlwand mit ihrer unterschiedlichen Struktur bietet eine Reihe von Bindungsstellen fir
Metdlionen. Zu den bevorzugten Bindungstelen in der pilzlichen Zelwand gehéren Amino-
Phosphoryl-, Sulfhydryl-, Carboxyl- oder Hydroxylgruppen. Carboxylgruppen werden dabel als
eine Hauptkomponente der Metalbindung in der pilzlichen Zdlwand postuliert. Fourest et al.
(1996) zeigten in Mucor miehei, Rhizopus arrhizus, Penicillium crysogenumund Trichoderma
reesei, dass der Carboxyl-Gehdt mit 30% - 70% an der Zn(I1)-Bindung beteligt ist. Diese
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Bindekapazitéten, die eine wichtige Rolle bei Biosorptionuntersuchungen spidlen, sind Metdl-
und Organismus-abhangig (Volesky und Holan, 1995).

Umweltfaktoren wie die Anwesenheit verschiedener Metalionen konnen die Zelwand-
zusammensetzung beeinflussen. So zeigte die Zellwand von Fusarium oxysporum-Kulturen, die
in Gegenwart von Kupfer kultiviert wurden, Unterschiede in der Zusammensetzung der Gesamt-
zuckerkomponenten (Angtieg) und ene Zelwandverdickung (Hefnawy und Razak, 1998).
Dagegen wurde in Cunninghamella blakesleeana eine Verringerung des Zuckeranteils unter
Kupferstress beobachtet (Venkateswerlu und Stotzky, 1986). Somit konnte die Modifikation der
Zdlwand in verschiedener Weise ein wichtiger Mechanismus sein, mit dem Pilze auf Stress-
bedingungen reagieren.

1.4 Metallaufnahme

Fur physiologische Untersuchungen des Metabolismus ist der intrazellulére Metallgehalt von
Bedeutung. Bel biotechnologischen Fragestellungen hingegen wird selten zwischen extra und
intrazellul&r gebundenem Metall unterschieden, obwohl auch hier von der Metallaufnahme
gesprochen wird. Oft wird in diesem Zusammenhang von einer Metabolismus-unabhdngigen
(Biosorption) und Metabolismus-abhéngigen Aufnahme  (Akkumulation)  gesprochen
(Blackwell et d., 1995).

Im weiteren soll nur auf die energieabhéngige Metdlaufnahme (intrazelluldre Akkumulation)
eingegangen werden. Sie ist gegentber der Biosorption ein langsamerer Prozess und in erster
Linie vom pH-Wert, der Temperatur, dem Vorhandensein anderer lonen im Medium und dem
Organismus (hier Hefen) selbst abhéngig (Blackwell et al., 1995).

Der Transport von mono- und bivaenten Kationen in filamentdsen Pilzen wird vor alem durch
das Membranpotentiad (Df) und den Protonengradienten (DpH) an der Plasmamembran
getricben. Dabei scheint die H'-ATPase-Aktivitdt nicht nur in der Aufrechterhatung des
Protonengradienten eine wichtige Rolle zu spiden, sondern auch in der Regulierung der
Aufnahme potentiell toxischer Metdlionen (Burgstdler, 1997; Gadd, 1993).

Fur essentidle Metalle wie Eisen, Kupfer, Mangan oder Zink existieren zwel oder mehr
spezifische Transporter im Modellobjekt  Saccharomyces cerevisiae (Eide, 2000; Van Ho et d.,
2002). Bespidsweise wurden in diesem Organismus bisher 2 Zinkaufnahme-Systeme
identifiziet. Dabel codiet das ZRT1-Gen fir den Transporter des hoch affinen
Aufnahmesystems und ZRT2 fir den Transporter des niedrig affinen Aufnahmesystems (Zhao
und Eide, 1996a, b). Doch muss es noch mindestens ein weiteres Transportsystem geben, da
zrtlzrt2 Deletionsmutanten Uberlebensfahig sind (Gaither und Eide, 2001).

Wie flr Zink konnten in S. cerevisiae auch fur Kupfer, Eisen und Mangan hoch und niedrig
affine Transportsysteme, deren Regulation von einer Viezahl auf}erer Faktoren abhangig i,
identifiziert werden (Eide, 2000; Radisky und Kaplan, 1999; Van Ho et d., 2002).



Einlatung

Teillweise baserend auf dem Wissen aus S. cerevisiae wurden bisher mehr as 80 Zink-
Transporter aus verschiedenen Eukaryonten identifiziert (Gaither und Eide, 2001). Im Gegensatz
zum prokaryontischen System, wo Zink-Transporter zur Familie der ABC-Transporter (ATP-
binding casette) und P-Typ-ATPasen gehtrend identifiziert wurden (Nies, 1999), spielen diese
im eukaryontischen System keine grof}e Rolle. Hier wurden Transporter nachgewiesen, die zur
Familie der ZIP- (ZRT-, IRT-like Proteins) und CDF (Cation Difusson Facilitator) Transporter
gehtren (Gaither und Eide, 2001). Letztere stellen im Gegensatiz zu den ZIP-Transportern
Efflux-Systeme dar.

Die Aufnahme der meisten fur pilzliche Organismen nicht essentidlen Schwermetallionen
efolgt Uber Transporter, lonenkandle-pumpen oder Carrier essentiller lonen, z.B. Calcium,
Eisen, Zink (Clemens und Simm, 2003; Gadd, 2001; Gomes et d., 2002). Fir Cadmium ist
bisher kein eigenes Transportsystem bekannt. Es wird angenommen, dass vor dlem der
Cdcium-Transporter LCT1 eine wichtige Rolle in der Cadmiumaufnahme in Schizo-
saccharomyces pombe spidt (Clemens et d., 1998). In S. cerevisiae konnte weiterhin eine
Asoziaion des Cadmium-Transports mit den Nramp-Transportern (atura resistence associated
mecrophage protein) Smflp und Smf2p nachgewiesen werden, die eigentlich fir den Transport
von Mangan und Kobat verantwortlich sind (Liu et a., 1997; Portnoy et a., 2000). Blaudez et
al. (2000) fanden fur den Ektomycorrhiza-Pilz P. involutus heraus, dass die Cd(Il)-Aufnahme
sowohl vom Membranpotential, vom Carrier-vermittelten Transport as auch vom Calcium-
Transport abhangig ist.

1.5 Thiolhaltige Peptide und Proteinein der Schwer metallstr essantwort
bel Pilzen

1.5.1 Sulfatassmilation und Cystein-Biosynthese

Schwefel in Form von Sulfat ist eines der sechs Makrondhrstoffe in Pflanzen und Pilzen und
wird in den Aminosauren Cystein, Methionin und einer Reihe weiterer Metabolite gefunden
(Leustek und Saito, 1999). In Folge des Schwefelstoffwechsels kommt es durch Sulfat-
assmilaion (Abb. 2) und weiteren Resktionen zur Synthese verschiedener Metabolite (Sulfid,
Cydein, gGlutamylcystein, Glutathion), die in der Schwermetaldetoxifikation eine essentielle
Rolle spidlen. Dabei erfolgt die Reduktion des Sulfats Uber Adenosin-5 -phosphosulfat (APS)
und Phosphoadenosin-5 -phosphosulfat (PAPS) zu Sulfit und weiter zu Sulfid. Die Reduktion
zum Cystein erfolgt fur die Ascomyceten Aspergillus nidulans und Neurospora crassa wie in
Abb. 2 gezeigt. Dabel kann Cystein auch aus Homocystein und Cystathionin regeneriert werden.
Die Hefe S. pombe zeigt diesen letzten Schritt nicht. In S cerevisiae hingegen efolgt die
Cysteinsynthese nur Uber Homocystein und Cystathionin und nicht aus O-Acetyl-Serin und
Sulfid (Brzywcezy et a., 2002; Marzluf, 1997).
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S04% (extrazellulér)

J( Sulfat- Transporter O-Acetyl-Serin
SO, (intrazelluar) —> APS—> PAPS—> S03% —> s=\ Cystein
ATP- APS PAPS- ulfit- O-Actyl-Serin-Thiol-Lyase
Sulfurylase  Kinase Reduktase  Reduktase (Cystein-Synthase)

Abb. 2 Schwefelassimilation biszum Cystein in A. nidulansund N. crassa (hach Mar zluf, 1997)

Die Aufnahme von Sulfate in S, cerevisiae efolgt dnlich wie in Pflanzen (Hawkesford et d.,
1993; Leustek und Sato, 1999) as Protonensymport im Verhdlitnis 1.3 (Burgdtaler, 1997). In
N. crassa werden Sulfatpermeasen fur den Transport verantwortlich gemacht (Marzluf, 1997).
Die Regulierung und Aufrechterhaltung des Schwefdstoffwechsds in Pilzen ist noch nicht
vollgandig geklart. Erschwerend zeigt sich dabei, dass die Erkenntnisse zur Regulierung von
einem pilzlichen Organismus nicht ohne Weiteres auf einen anderen Ubertragen werden konnen,
wie die Beispiele A. nidulans und N. crassa zeigen (Marzluf, 1997).

1.5.2 Glutathion

Glutathion (GSH; L-gGlutamyl-L-Cygeinylglycin) ist das am haufiggen in pflanzlichen,
tierischen und pilzlichen Zdlen vorkommende niedermolekulare Thiol mit einer Konzentration
von bis zu 10 mM (Leustek und Saito, 1999; Penninckx, 2002). Die Synthese erfolgt in zwel
ATP-abhangigen Schritten, wobel die g EC-Synthetase (EC 6.3.2.2), codiert durch das GSH1-
Gen, Cysein und Glutamat durch eine Isopeptidbindung verknipft und die GSH-Synthetase (EC
6.3.2.1), codiert durch das GSH2-Gen, Glycin addiert (Abb. 3). Dabe unterliegt die g EC-
Synthetase einer feedback-Inhibierung durch GSH und wird transkriptiond, wie auch die GSH-
Synthetase, kontrolliert (Meister, 1989; Noctor e a., 2002; Penninckx und Elskens, 1993;
Wheder et d., 2002; Xiang und Oliver, 1998). Die ungewohnliche Bindung des gC-Atoms des
Glutamats mit der Aminogruppe des Cydein sdlt moglicherweise einen  aulergewohnlichen
Schutz gegen proteolytischen Abbau des Glutathions dar (Grant et d., 1996).

¢EC-Synhtetase GSH-Synthetase
Cydein + Glutamat s g-Glutamylcystein l—» Glutathion
Glycin
ATP ADP+P ATP ADP+PR

Abb. 3 Biosynthese von Glutathion (nach Meister, 1989)

Aufgrund der nukleophilen Eigenschaften der Thiolgruppe des Cysteins Abb. 4), agiert GSH in
erster Linie as Schutzmechanismus gegen reaktive Sauerstoffspezies und andere eektrophile
Verbindungen wie Toxine, Xenobiotika oder Schwermetale. Sein niedriges Redoxpotential
(EEo=-240mV fir die Thiolgruppe) gibt diesem Tripeptid die Eigenschaft eines zdluldren
Redoxpuffers (Penninckx, 2002). Doch Glutathion hat im Stoffwechsel eine weitaus komplexere
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Funktion. In verschiedenen Organismen dient es der Speicherung und des Transports von
Cystein, Glutamat und Glycin, ads Cofaktor verschiedenster Enzyme (Glyoxylase | und I,
Formaldehyd-Dehydrogenase), im Syntheseweg der Desoxyribonucleotide, Prostaglandine und
Leukotring, as Schutz von Proteinen und Zellmembranen gegen Peroxide und der Entgiftung
von Xenobiotika (Griffith und Mulcahy, 1999).

Unterliegt ein Organismus einer Schwefemangeversorgung kann Glutathion auch als Schwefek-
quelle genutzt werden. Dazu kann in S. cerevisiae GSH Uber zwei Transportsysteme, GSH-P1
und GSH-P2, aufgenommen werden und durch gGlutamyltranspeptidase, gefolgt von
Cydeinylglycin-Dipeptidase  umgesetzt werden (Mehdi et a., 2001; Miyske e d. 1999,
Penninckx, 2002; Penninckx und Elskens, 1993).

— g-Glutamylcystein —

o o SH .
no e N OH
NH2 @)
L _In
Glu Cys Gly

Abb. 4 Thiolpeptide (n = 1. Glutathion,n=2: PC2, n = 3: PC3, n = 4: PC4)

Glutathion as haufigstes intrazelluléres Thiol in aerdben Organismen steht mit dem Disulfid
GSSG im Glechgewicht. GSSG ds Oxidationsprodukt kann entweder durch katalytische
Wirkung ener Glutathion-Peroxidase, unter Reduktion von Peroxiden, durch Dehydroascorbat-
Reduktase unter Reduktion von Dehydroascorbat, in einer Transhydrogenierung oder
extrazellul&r durch spontane Oxidation unter Bildung von H,O, gebildet werden. Durch die
NADPH-abhdngige GSSG-Reduktase wird die Rickresktion katalysiert und Glutathion in seiner
reduzierten Thiolform gehdten (Anderson, 1998). Dadurch wird der GSSG-Spiegd einer Zelle
normalerweise auf unter 10 % gegeniber der reduzierten Form reguliert. Oxidativer Stress,
Umweltgifte, sowie der normale Alterungsprozess lassen den GSSG-Spiegel ansteigen. Deshdb
wird be dem GSH:GSSG-Verhdtnis auch vom oxidativen Status einer Zelle gesprochen. In der
Literatur werden verschiedene Werte fur das Verhdtnis in Pilzen angefiihrt. So geben Penninckx
und Elskens (1993) fur Mikroorganismen algemein einen Wert von ca. 50 an, fir S cerevisiae
wurden Verhdtnisse von 45 (Penninckx, 2000) bis 150 (Grant et al., 1998), fur P. chrysogenum
von 13 (Emri e d., 1997), und in Mucor racemosus von 33559 (Miersch et d., 2001)
besimmt. Dabal it das GSH:GSSG-Verhdtnis nicht nur von den duleren Einflissen, sondern
auch von der Art des Organismus abhéngig.

Ein Ungleichgewicht zwischen Oxidantien und Antioxidantien verschiebt nicht nur den
Glutathion-Redox-Kreidauf, sondern auch den  Glutathion-Ascorbat-Kreidauf, in  dem
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Glutathion fir die Regenerierung von Dehydroascorbat zu Ascorbat, einem weiteren Anti-
oxidans, verantwortlich ist (Noctor und Foyer, 1998).

GSH gidt ene Schiissdrolle in der zdlularen Abwehr gegen resktive, dektrophile
Verbindungen. Vide Xenobiotika kénnen entweder spontan oder Uber die GSH-S-Transferase
mit der Thiolgruppe des Glutathions reagieren. Diese GSH-X-Konjugate konnen dann durch den
YCF1-Transporter (Li et a., 1996) oder durch V-Typ-ATPasen as Anion-Uniport in die
Vakuole transportiert und somit entgiftet werden. Aber auch ein Transport der GSH-X-
Konjugate mittels ATP-getriebenen System nach aullen scheint moglich (Penninckx, 2002).

Unter dem Einfluss von Schwermetdlen kommt GSH welterhin die Funktionen eines Komplex-
bildners zu. Auf Grund der chemischen Reaktivitdt sollte GSH in der Lage sein auch mit
Schwermetallen Komplexe einzugehen. In Candida glabrata konnte die Bindung von GSH an
Cadmium gezeigt werden, wobei GSH mit zunehmender Kulturdauer durch Phytochelatine,
einem Kondensationsprodukt (sehe 1.5.3) aus Glutathioneinheiten, ersetzt wurde (Barbas et al.,
1992). Auch CdS-Partikel, umgeben von GSH, wurden unter bestimmten Kulturbedingungen in
dieser Hefe gefunden (Dameron et d., 1989b). In S. cerevisiae hingegen wird dlein dem Bis-
(glutathionato)-cadmiumkomplex  [Cd(GSH);] die Funktion der  Cadmiumkomplexierung
zugeschrieben (Li et d., 1997). Inwieweit GSH dleniger Chelator fir Schwermetalle sein kann
ist bisjetzt noch vdllig unklar.

Eine weitere wichtige Bedeutung des GBH liegt in der Prékursorfunktion fur Phytochelatine, die
eine Hauptfunktion in der Schwermetallkomplexierung in vielen Organismen tbernehmen.

1.5.3 Phytochdatine

Phytochelatine (PC) dellen eine Gruppe Schwermetal-bindender Peptide in hdheren Pflanzen
und enigen Pilzen dar. Sie wurden erstmals von Murasugi et a. (1981) in S. pombe ds
cadmiumbindende Peptide beschrieben und spéter von Kondo et a. (1984) ads Cadystine
bezeichnet. Kurz darauf wurden Peptide der gleichen Struktur auch in Pflanzen gefunden und as
Phytochel atine bezeichnet (Grill et d., 1985).

Das Vorkommen der PC beschrénkt sich nicht mehr ausschliefdich auf das Pflanzen und
Pilzreich. Infolge von Klonierungsexperimenten konnten auch Homologe des Phytochdatin-
synthase-Gens in Caenorhabditis elegans (Nematode) und Dictyostelium discoideum
(Schleimpilz) nachgewiesen werden (Clemens et d., 2001; Cobbett und Goldsbrough, 2002
Vaamaniuk et d., 2001, 2002)

Phytochelatine sind Polymere der Struktur @Glu-Cys),-X (Abb. 4). Neben @GluCys),-Gly, der
am haufigsten auftretende Form sind folgende weltere Strukturen bekannt: (g-GluCys),-Glu aus
Mas, (gGluCys), aus Mas und enigen Hefen, (gGluCys),-b-Ala in Leguminosen,
(gGluCys),-Ser in Reis sowie @GluCys),-Gln aus Meearettich (Chassaigne et al., 2001; Rauser,
1999; Schat et d., 2002).
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Unter Schwermetallexposition werden PC durch die Ubertragung einer g-Glu-Cys-Einheit aus
Glutathion auf ein weiteres Glutathion- oder PC-Molekil durch das kongtitutive Enzym
Phytochelatinsynthase (EC 2.3.2.15) nichtribosomal synthetisiert (Grill et d., 1989). Kinetische
Studien haben gezeigt, dass die Biosynthese innerhdb von Minuten erfolgt und unabhéngig von
der de novo Proteinsynthese ist (Cobbett, 2000a). Der Zusammenhang zwischen PC- und GSH-
Biosynthese wird auch dadurch deutlich, dass ein Defekt im GSH-Metabolismus zu enem
Verlust der PC-Synthese in der Hefe S. pombe fihrte (Mutoh und Hayashi, 1988).

Die Regulation der PC-Synthaseaktivitét ist bisher noch nicht vollsténdig aufgeklart. Es scheint,
dass sowohl Cadmium oder andere Metallionen (Kupfer, Silber, Quecksilber, Zink, Ble, Arsen,
Gold) in freler Form (Oven et a., 2002b) as auch Schwermetall-Glutathion-Thiolate bzw. GSH-
Derivate mit blockierten Thiolgruppen darin involviet snd (Cobbett und Goldsbrough, 2002;
Vatamaniuk et a., 2000).

Aber auch andere Faktoren, wie die Verletzung der Zellwand oder Chitosanbehandlung (Hayashi
e d., 1992) oder die Expostion mit den Fungiziden Tetramethylthiuramdisulfid (TMTD) und
Dimethyldithiocarbamat (DMDTC) fuhrten in der Hefe S. pombe zu einer PC-Induktion (Mutoh
eta., 1991).

Die Chdatierung der Schwermetdle durch Phytochelatine erfolgt cytosolisch und die Komplexe
(LMW: low nolecular weight in Bezug auf das Elutionsverhalten in der Ausschlusschromato-
graphie) werden, dhnlich wie die GSH-Cd-Komplexe, Uber einen ABC-Transporter, lokaisiert
im Tonoplasten, in die Vakuole transportiert (GSH-Cd = YCF1: Li et d., 1997; PC-Cd = HMTL:
Ortiz e d., 1995). In den Vakuolen kann es durch Einlagerung von Sulfid zur Bildung
sogenannter HMW- (high molecular weight) Komplexe kommen. Dabel Ubernimmt Sulfid eine
wichtige Rolle in der Stabilisierung (Cobbett und Goldsbrough, 2002).

In C.glabrata wurden CdS-Komplexe auch im Cytosol detektiert, die erst mit zunehmender
Kulturdauer in die Vakuole transportiert wurden (Mehra et d., 1994).

Die Art der Aushbildung der verschiedenen Komplexe ist von den Wachstumsbedingungen
abhangig. S. pombe und C. glabrata, kultiviert in Vollmedium und exponiert mit Cadmium,
formen CdS-Partikd, die mit GSH und gEC umgeben sind. Die gleichen Bedingungen im
Minimamedium fihrten zur Bildung eines Cadmiumadduktes, das von Peptiden der Struktur
(g Glu-Cys),-Gly umgeben war (Dameron et al., 1989b).

Neben einigen Hefe- bzw. Pilz-Arten, die in der Lage sind hohermolekulare PC  zu
gynthetiseren, z. B. S. pombe, M. racemosus (Kondo et a., 1984; Miersch et d., 2001) konntein
anderen Vertretern nur PC der Struktur (@GluCys),-Gly, wie es auch in H. lugdunensis der Fall
i, identifiziert werden. So wurde in C. glabrata (Mehra et a., 1988) S. cerevisiae und N. crassa
(Kneer et d., 1992) sowie Saccharomyces exiguus, Pichia farinosa, Torulaspora delbrueckii,
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Kluyveromyces lactis und Saccharomyces carlsbergensis nur die Fahigkeit zur PC 2-Synthese
beobachtet, jedoch keine PC-Synthase-Aktivitét nachgewiesen (Inouhe et d., 1996).

Neben dem bereits beschriebenen Syntheseweg konnte ein zweiter Syntheseweg in S. pombe
nachgewiesen werden. Dabei ist der erste Schritt eine Polymerisation, bei dem g-EC von (G-EC),
auf GSH durch entweder GSH-Synthetase, eine Carboxypeptidase oder ein bisher unbekanntes
weiteres Enzym Ubertragen wird. Anschlieffend wird durch die GSH-Synthetase ein Glycin
addiert (Hayashi et d., 1991). Eine S. pombe Mutante, defizient in der PC-Synthese, konnte
durch den Einbau des gsh2 Gens fur die Glutathionsynthetase wieder die Fahigkeit zur PC-
Synthese erlangen (Al-Lahham et al., 1999). Dies lasst den Schluss zu, dass der Glutathion-
synthetase moglicherweise eine Nebenrolle in der PC-Synthese zukommen konnte.

Eine weitere Moglichkeit ist die Neusynthese von PC durch Carboxypeptidasen (CPasen). Neben
einem Abbau des Glutathions fanden Imai et d. (1996) und Tsuchisska et a. (1999) die
Synthese von PC2. Ein in E. coli transformiertes Carboxypeptidase-Gen aus Reis bewirkte
ebenfals eine PC 2-Syntheseaktivitét. Auch CPase-transformierte Tabakzellkulturen zeigten bei
Zusatz von GSH zum zdlfrelen Extrakt und nach Inkubation unter 100 uM Cadmium eine PC 2-
Syntheseaktivitét. Aulerdem waren diese Kulturen Cadmium-toleranter (Tsuchisska et d.,
2000).

Nach der Entdeckung und Aufklérung der Struktur von Phytochelatinen in Pflanzen wurde
vermutet, dass sie das funktionde Aquivalent zu den Metdlothioneinen im tierischen
Organismus sind. Doch nach der Entdeckung verschiedener Metallothionein-Gene in Pflanzen
ist diese Aussage nicht mehr haltbar (Cobbett und Goldsbrough, 2002).

1.5.4 Metallothioneine(MT)

Metdlothioneine sind Kkleine, gencodierte, cysteinreiche, keine aromatischen Aminosiuren
enthatende, ubiquitdr im Tierreich vorkommende Polypeptide von denen lange bekannt i, dass
se dne Reihe von d'-Metalionen wie Cadmium, Zink and Kupfer binden. Sie spidlen sowohl
in der Metalhomoostase der Zedle ds auch in der Schwermetaldetoxifikation eine
entscheidende Rolle (Hamer, 1986).

Mittlerweile wurden MT-Gene weit verbreitet im Pflanzenr und Pilzreich, und sogar bel
Prokaryonten (Synechococcus) gefunden (Cobbett und Goldsbrough, 2002).

In enigen pilzlichen Systemen z. B. in Beauveria bassiana (Kameo et a., 2000) oder Pichia
farinosa und Torulaspora delbrueckii (Inoune e da., 1996) wird von Metdlothioneinen
gesprochen, obwohl nur die Bindefdhigkeit zu Metalionen nachgewiesen wurde und keine
Aminosiure- oder Gensequenz bekannt sind.

Die Synthese der MT wird auf transkriptionalem Level durch verschiedene Faktoren wie
Metdle, oxidativen Stress (Liu und Thiele, 1997) aber auch Alterungsprozesse (Averbeck et a.,
2001) oder Apressorienbildung (Hwang und Kolattukudy, 1995) reguliert bzw. induziert.

11



Einlatung

Der haufigste Induktor der MT-Synthese in Tieren und Hefen ist Kupfer(ll), wobei auch Zink
und Cadmium zur Induktion beitragen kdnnen.

In S pombe wurde kirzlich ein Metalothionein-Gen (zyml) identifiziert, dass in der Zink-
Homdostase eine Rolle zu spielen scheint, aber auch durch Cadmium, jedoch nicht durch Kupfer
beeinflusst werden kann (Borrelly et a., 2002). Ob es eine Rolle in der Cadmiumtoleranz spielt
it ungewiss, denn Dzyml-Mutanten zeigten kein verandertes Verhaten gegeniber dem Wildtyp
unter Cadmium-Belastung (Clemens und Simm, 2003). In C.albicans (Oh e d., 1999),
C.glabrata (Mehra et d., 1988), Agaricus bisporus (Minger und Lerch, 1985), N. crassa
(Lerch, 1980) und S. cerevisiae (Prinz und Weser, 1975) wurden Proteine (MT) isoliert, die vor
alem durch Kupfer induzierbar waren. S. cerevisiae, welches sehr haufig as Modelobjekt
eingesetzt wird, zeigte weiterhin eine Induzierbarkeit des MT durch Cadmium (Inouhe et 4.,
1989).

Das Metdlothionein-Gen CUP1 welches in S. cerevisiae jedoch nicht in S. pombe gefunden
wurde, vermittet die Kupfer- und Cadmiumresistenz. Das CUPI1-Protein chelatiert dabei die
Metalionen, wie es auch fur die tierischen und enige pilzZliche Metdlothioneine beschrieben
wird. Wird dieses Gen auf normalem Level exprimiert, so vermittelt es nur die Kupferresistenz.
Wird es Uberexprimiert, so kann es auch gegen Cadmium schiitzen. Es ist jedoch nicht in der
Lage Nickel-, Kobdt- oder Zink-Resistenz zu vermitteln (Perego und Howell, 1997).

Ein weiteres Kupfer-Resistenz-Gen in S. cerevisiae i CRSb (copper resistance suppressor),
dessen Produkt Homologien zum tierischen Metalothionein zeigt (Culotta et d., 1994). Im
Gegensatz zu CRS5 it CUPL jedoch potenter in der Kupferresistenz. Eine mdgliche Ursache
dafir ist, dass jedes CUP1-Gen vier UASRegionen (upstream activation sequence) enthdlt,
CRS5 hingegen nur eine solche Promotorsequenz (Perego und Howell, 1997). Der Einfluss von
Cadmium auf CRS5 bleibt momentan noch offen.

Die Expresson der Metdlothionein-Gene wird durch eine Reihe von Transkriptions-Faktoren
gereget. In S. cerevisiae wird CUP1 und mdglicherweise auch CRS5 durch das CUP2/ACEL-
Gen, welches ein 225 Aminosduren langes Protein codiert, reguliert. Dabel verursacht Kupfer
eine Verdnderung im ACE1-Polypeptid, was eine Bindung dessen an den vier Bindestellen in der
CUP1-Gen-Promotor-Region férdert (Culotta et a., 1994; Perego und Howdl, 1997). Die
unterschiedliche Regulierung durch die Transkriptionsfaktoren mag dafir verantwortlich sein,
dass das CUP1-Gen zum enen Kupfer- und zum anderen Cadmiumresistenz vermitteln kann
(Tohoyamaet d., 1992).

Die Klassfizierung der MT erfolgt anhand ihrer Struktur. Die zahlreichen Cysteinylreste, die in
der Metalkomplexierung involviert sind, kommen in zwe Sequenzabschnitten in Doméanen der
Form -Cys-Cys-, -Cys-X-Cys- oder -Cys-X-X-Cys- vor (Hamer, 1986). Danach wurden sie
lange in MT der Klasse | oder 1l eingeteilt, wobel die Klasse | der Vertellung der Cysteine in
Sauger-MT entsprach. Binz und Kéagi (1999) schlugen eine neue Klassfizierung vor, die die
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Sequenzhomologien und phylogenetischen Verwandtschaften mehr  berlicksichtigen soll. Nach
diesem Eintellungsprinzip gehdren die pilzZlichen MT zu den Familien 813 und die
Phytochdatine zur Familie 99 (in.  SWISS PROT: http://www.expasy.org/cgi-bin/list?-
metdlo.txt). Dieses System hat sich jedoch noch nicht endglltig durchgesetzt (Cobbett und
Goldsbrough, 2002).

155 Metallochaperone

Fir die Metalhombostase einer Zelle spiden neben den MT Metallochaperone eine bedeutende
Rolle. Se sgnd spezifische, diffusondfahige Metdlionerrezeptoren, die in die intrazeluldre
Metdlvertellung involviert sind. Nach heutigem Kenntnisstand stellen Metallochaperone jedoch
keine Detoxifikationsproteine dar (O'Halloran und Culotta, 2000).

Die Konzentration freier Metdlionen, z.B. Kupfer in der Zdle i unter physiologischen
Bedingungen so gering, dass ihre Verteilung zu den Orten des Verbrauchs nur Gber Hilfsproteine
verlaufen kann (Rae et d., 1999). In S. cerevisiae wurde erstmals von Tzagoloff und Mitarbeiter
(Glerum et d., 1996) das Protein COX17 (cytochrome c oxidase) beschrieben, das sowohl im
Cytosol as auch in den Mitochondrien lokdisiert ist und eine Art Shuttle-Protein fir Kupfer
[Cu(D] zum Cytochrom-c-Oxidase-Komplex darstellt. Die vier der sechs Cyseinylreste sind
dabei in der Metallkomplexierung und -verteilung involviert (Srinivasan et a., 1998).

Ein weiteres Shuttle-System in S. cerevisiae ist ATX1 (anti-oxidant). Es bindet Kupfer Uber
Cysenylgruppen und transportiert diese zur CCC2 P-Typ-ATPase, einem Kupfertransporter
welcher im Golgi-Apparat lokdisert ist (O'Halloran und Culotta, 2000).

Weiterhin konnte in S. cerevisiae LYS7 (erstmals as im Lysinstoffwechsel involviertes Protein
beschrieben) as Kupferchaperon identifiziert werden, welches fur die Inkorporation von Kupfer
in die Cu/Zn-Superoxiddismutase verantwortlich ist (Culotta et a., 1997).

Auch wenn bis jetzt nur Metallochaperone fur Kupfer identifiziert wurden und erste Hinweise
fir ein mogliches Eisenchaperon vorliegen (O'Hdloran und Culotta, 2000), so ist es doch
wahrscheinlich, dass auch fur andere essentielle Metalle, die as Co-Faktoren dienen, solche
~-Medlvertellungssysteme®  existieren. Fir E. coli konnte beispielsweise gezeigt werden, dass
praktisch kein freles Zink vorliegt, was auf madgliche intrazeluléare Zink-Transportsysteme
schlief3en lasst (Outten und O'Halloran, 2001).
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1.6 Ziel der Arbeit

Aquatische Hyphomycete, denen bisher eine hohe Sensitivitét gegeniiber Schwermetalen nach
gesagt wurde, treten in erstaunlich hoher Artenvidfat in extrem belasteten Standorten des
Mansfelder Landes auf. Als primée Destruenten erfillen sie in der Nahrungskette des
aquatischen Okosystems eine bedeutende okologische Rolle. Anthropogene Einflisse, z.B. ein
hoher Schwermetalleintrag, kénnen dieses Gefiige empfindlich stéren.

Mit der vorliegenden Arbeit sollte ein Betrag zur Erkenntnis Uber die physiologischbio-
chemischen Grundlagen der Anpassung dieser Organismengruppe an die extremen Bedingungen
am Standort, speziell den hohen Schwermetallkonzentrationen, erbracht werden.

Es war zu klaren, ob differente Standortbedingungen dazu fuhren, dass verschiedene Toleranz-
mechanismen entwickelt werden, die dann die Aushildung unterschiedlicher Okotypen bedingen.
Fur diese Untersuchungen wurde der am haufigsten vorkommende Vertreter der aguatischen
Hyphomyceten ,,Heliscus lugdunensis® herangezogen.

Aus zwei moderat belasteten und einem stark belasteten Standort wurden 3 H. lugdunensis-
Stdmme (H6-06-10, H8-2-1, H4-2-4) isoliert. Die Veifizierung der Zugehdrigkeit dieser
Stamme zu den Ascomyceten mittels 18S rDNA-Analyse stand am Anfang der Arbeit.

Fur die physologischrbiochemischen Untersuchungen hinsichtlich ihrer  Stressantwort auf
Cadmium und Zink wurden die zwel H. lugdunensis-Stamme H4-2-4 und H8-2-1 aus einem
stark und einem moderat belasteten Standorten verglichen. Schwerpunkte der Untersuchungen
waren das Wachstumsverhaten, der Wasserhaushdt, das Biosorptions- und Akkumulations-
vermogen sowie der Thiolstoffwechse  (Sulfatversorgung, Cystein-, gGlutamylcysten-,
Glutathionmetabolismus, Beeinflussung der Sulfidbiosynthese) auch im  Hinblick auf die
Anzuchtstemperatur und die Wachstumsphase.

Da der erste Kontakt eines Organismus mit seiner Umgebung die Zellwand ist und fur
H. lugdunensis bisher keine Informationen zur Zellwandzusammensetzung vorlagen, sollte diese
in ersten Ansdtzen (Zuckerkomponenten) geklart und die Beeinflussung durch Cadmium und
Zink bestimmt werden.

Der Einfluss weiterer lonen (Sulfat, Magnesum) im Medium auf das Toleranzverhaten des
Stammes H4-2-4 gegentber Cadmium und Zink war zu untersuchen, da Schwermetdle am
Standort nie a's Einzelelemente vorkommen, was zu lonenkonkurrenzen fihren kann.

Abschlieffend stellte sich die Frage, ob die gefundenen Ergebnisse den Schluss erlauben, dass es

sch be den biochemisch untersuchten H.lugdunensis Stémmen H4-2-4 und H8-2-1
moglicherweise um zwei Okotypen handelt.
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2 Material und Methoden

2.1 Hekunft der Pilze

Die fur die phylogenetischen und biochemischen Untersuchungen herangezogenen Stdmme des
aquatischen Hyphomyceten Heliscus lugdunensis (Sacc. et Thérry) H4-2-4, H82-1 und
H6-06-10 stammen aus den Untersuchungstandorten “Stadtborn Hergisdorf/Helbra (H 4)”,
.Bach Glume be Lutherstadt Eideben (H8)” und ,Bach Bodse Sieben- Zufluss Sif3er
See/Wormdeben (H6)* im Mansfelder Land (Abb. 5) (Krauss et ., 1998; Krauss et a., 2001).
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Abb. 5 Probenstandorteim Mansfelder Land

Die Koordinaten der Standorte nach dem Transverse Mercator (Bessel)-System sind folgende:
H4: x-4463985; y-5712061; H6: x-4474021; y-5708094; H8. x-4467731; y-5711315. Die
Stamme wurden von G. Krau3 (UFZ Umweltforschungszentrum Leipzig-Hale Department
Grundwassermikrobiologie) isoliert.

Die Untersuchungsstandorte sind durch unterschiedliche hydrochemische Daten (Tab. 2) und
Schwermetallgehdte (Tab. 3) charakterisiert.
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Tab.2 Hydrochemische Daten der Standorte H4, H6 und H8 im Mansfelder Land (Krauss et al.,
2001)
Standort SO, PO,* pH | Redoxpotential Leitfahigkeit Temperatur
mg/L | uM mg/L | uM mv mS/cm °C
H4 6750 | 70300 | 016 | 1,68 6,2 257 8,55 6,5
H6 570 5936 045 4,73 81 152 241 13,0
H8 850 | 8800 | 1,60 | 168 8,0 177 319 11,2
Tab. 3 Schwermetallgehalte der Standorte H4, H6 und H8 im Mansfelder Land (Krauss et al.,
2001)
Standort Cd Cu Fe Mn Pb Zn
mg/L | uM mg/L uM mag/L uM mg/L uM mg/L | uM | mg/L | uM
H4 280 | 2491 | 1325 | 2085 | 005 | 089 | 1910 | 347,7 | 190 | 930 | 2600 | 39773
H6 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,17 304 0,10 1,82 n.d. n.d. | 040 6,12
H8 n.d. n.d. n.d. n.d. 080 | 1432 | 0,37 6,73 010 [ 040 | 098 | 14,99

2.2 Anzucht der Pilze

2.2.1 Stammkultur

Die untersuchten Heliscus-Stdmme wurden als Oberflachenkultur auf Agarplatten folgender
Zusammensetzung angezogen (Atlas, 1997):

1,0 % Mdz

1,5% Agar
Dazu wurde aus einer Agarplatte mittels Korkbohrer (Durchmesser: 8 mm) ein mit Pilzmycd
bewachsenes Agarstiick (aus der Wachstumszone) ausgestanzt und auf eine neue Platte

passagiert. Die Agarplatten wurden bel 14 °C im Dunkeln kultiviert.

2.2.2 Flussigkultur

Die Anzucht der Filze in Fliissigkultur erfolgte im Maz-Pepton-Medium (Atlas, 1997):

0,5% Mdz

0,1 % Pepton (Difco)

pH50-52
Dazu wurden aus einer Oberflachenkultur mittels Korkbohrer Mycelstiicke (Durchmesser:
8 mm) ausgestarzt und in derilem, dedtilliertem Wasser im Verhdtnis 1:1 mittels Ultra-Turrax
ca 1min homogenisert. 1mL dieses Homogenisas diente zur Inokulation von 75 mL
Flissgmedium. Die Kaultivierung efolgte in 200 mL-Erlenmeyerkolben bel  14°C  (fr
Temperaturversuche auch bel 10 °C) und einer Schittelgeschwindigkeit von 120 U/min. Nach
zwe (H4-2-4) bzw. drei (H8-2-1) Tagen wurde dem Ansatz die entsprechende Menge einer steril
filtrierten  SchwermetalllGsung Eingellung der Schwermetal-
konzentration zugegeben, wobel stets eine Kontrolle ohne Schwermetall mit gefthrt wurde.

in Form des Chlorides zur
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2.2.3 Wachstumsunter suchungen

Um zu gewdhrleisten, dass genligend Materia fir weitere Untersuchungen zur Verfligung stand,
wurden Kulturen der Heliscus-Stdmme ohne Schwermetallbelastung wie unter 2.2.2 beschrieben
angezogen und der Wachstumsverlauf bestimmt. Dafur wurde téglich das Pilzmycel Uber einen
Pepierfilter (Filtraxa 388) abgesaugt und das Trockengewicht bestimmt (2.6.1).

Ausgehend von diesen Untersuchungen wurde der Stamm H4-2-4 bel einer Anzuchtstemperatur
von 14°C nach 5 bzw. 7 Tagen und der Stamm H 8-2-1 nach 6 bzw. 8 Tagen wahrend der
logarithmischen bzw. stationéren Wachstumsphase geerntet.

Fur die Anzuchtstemperatur von 10 °C wurde H4-2-4 nach 8 Tagen und H8-2-1 nach 10 Tagen
nur in der logarithmischen Wachstumsphase geerntet.

Die Wachstumsuntersuchungen wurden jeweils mit 3 Pardlelen durchgefiihrt und mehrfach
wiederholt.

2.2.4 Einflussvon Sulfat und Magnesum auf das Wachstum desH. lugdunensis
Stammes H4-2-4

Der H. lugdunensis Stamm H4-2-4 aus dem stark belasteten Standort wurde hinsichtlich des
Einfluss anderer lonen auf das Wachstum und die Schwermetalltoleranz néher untersucht. Dafur
wurde dem Kulturmedium, das bereits eine Sulfatkonzentration von 0,2 mM besal3 (Bestimmung
mittels kapillarelektrophoretischer Methode siehe 2.6.10) Sulfat im Bereich von 0,520 mM ds
Na;SO, zugefigt. Um den Einfluss von Magnesum zu untersuchen, wurde auch dieses in
separaten Versuchen im Konzentrationsbereich  von  0,5-20mM  as  Magnesiumacetat
[Mg(CH3COO),] zugegeben.

2.3 Sporulation

Um die Heliscus-Stdmme zum Sporulieren zu bringen, wurden aus einer Stammkultur @.2.1) je
3 Agarstiicke ausgestochen, in 150 mL serilisertes, bidestilliertes Wasser gegeben und 48-72
Stunden bel Uftet (steril).

Anschlief?end wurden diese Suspensionen durch einen Filter (Millipored 8 pm) abgesaugt und
mittels Zeiss Axiovert 200 mikroskopiert und mit Hilfe der AxioCamMRC (Zeiss) und der
Software AxioVision 3.0 ausgewertet.
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2.4 Molekularbiologische Methoden — I solierung und Char akterisierung
der 18SrDNA

2.4.1 DNA-Isolierung

Zur Extraktion der pilzlichen DNA wurde der DNeasy Plant Mini Kit von QIAGEN verwendet
und nach Vorschrift des Herstellers verfahren.

2.4.2 Gelelektrophorese

Die Reinheit der DNA wurde in 2%igen Agarose-Gelen (Zusatz von Ethidiumbromid ener
Endkonzentretion von 05 pg/mL), die mit 05 x TAE-Laufpuffer (05x TAE: 20 mM Tris-
Acetat, pH 8,0, 05mM EDTA) angesetzt und CUberschichtet wurden, Uberprift. Die zu
anaysierende DNA wurde mit Ladepuffer (Blue/fOrange Loading Dye, Promega, Mannheim) im
Verhdtnis 1.5 versetzt. Die Elektrophorese erfolgte bel 80-100V und Raumtemperatur. Die
Dokumentation erfolgte mittels Videoprintsystem (Pharmacia, Freiburg).

2.4.3 Primer-Design und DNA-Amplifikation mittels PCR

Die Amplifikation der 18S rDNA erfolgte nach Tab. 4 mit dem in Tab. 5 aufgefihrten
Programm unter Verwendung eines Sprint-PCR-Thermoblocks (Hybaid, Heidelberg).

Tab. 4 Ansatz der PolymeraseK ettenreaktion

Komponente Volumen [pL] Endkonzentration in PCR
Puffer Fermentas, MBI (10 x) 5 1x
MgCl, (25 mM) 2 1mM
Primer EF 3 15 0,21 pmol/pL
Primer EF 4 15 0,21 pmol/pL
dNTP's (10mM) 1,25 250 uM
Tag-Polymerase (5U/mL) 0,2 1U
Template 100-500 ng
Steriles Bidest. ad 50

Tab. 5 Temperaturprogramm der Polymer aseK ettenreak tion

Zeit [9] Temperatur in °C Vorgang
120 A 1. Denaturierung der dsDNA
15 A 2.1 Denaturierung der dsDNA
30 50 2.2 Annealing
60 72 2.3 Elongation
24 2.1-2.3=102Zyklen
15 A 3.1 Denaturierung der dsDNA
30 50 3.2 Annealing
60 + 20 72 3.3 Elongation
34 31-3.320Zyklen
Maximal Uber Nacht 4 Lagerung
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Zur Reinigung der DNA-Fragmente wurde der ,PCR-Purification-Kit* (Qiagen, Hilden)
verwendet.

2.4.3.1 Sequenzierung der DNA

Fir die Sequenzierung der 18S rDNA wurden die in Tab. 6 aufgefiihrten Primer genutzt (Smit et
d., 1999). Die Sequenzierung erfolgte mit dem ABI PRISM& dRhodamine Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit (PE Biosystem, Weiterstadt). Es wurden 0,5-1ug des
gereinigten PCR-Produktes mit 1L des entsprechenden Primers (4pmol/uL) und 2 yL des
.Dye Teminator Resktion Kit* versatzt und auf ein Endvolumen von 10puL mit Bidest
aufgefllt.

Tab.6 Primer zur Amplifikation und Sequenzierung der 18SrDNA

Bezeichnung Sequenz 5-3 Schmel ztemperatur [°CJ*
EF3 TCCTCT AAA TGA CCA AGT TGG 54,0
EF4 GGA AGG GRT GTATT ATT AG 52,2
Pi18SL TGT ATT CGA GCA TAG GCCTGC 59,8
Pi18S2 CGT CCG GAT ACGAGC TTA TGT 59,8
Pi18S3 ACA TAA GCT CGT ATC CGG ACG 59,8
Pi184 GCA GGC CTA TGC TCG AAT ACA 59,8
5 GTT CGG CACCTT ACGAGA AATC 60,3

* Schmel ztemperatur nach Angaben des Herstellers (MWG-Biotech AG Ebersberg)

Die Sequenzierung erfolgte in 33 Zyklen im Termocycler (Hybaid, Heidelberg) mit folgendem

Programm:

Denaturierung (1 x) 2min 94°C

Amplifiketion (33x)  Denaturierung s 9A°C
Annedling 155 (5 °C unter der Primerschmel ztemperatur)
Elongation 120s 60°C
Lagerung 4°C

Das Produkt wurde anschlieffend mit 30 uL 99% Ethanol versetzt und bel Raumtemperatur
12000 U/min fur 20 min zentrifugiert (Eppendort 5415C). Nach dem Waschen mit 70% Ethanol
und Zentrifugation wurden die Proben an der Luft getrocknet und bis zur Andyse bei —20 °C
gelagert. Die Elektrophorese erfolgte nach Angaben des ABI PRISM& dRhodamine Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit und wurde mit dem ABI PRISM 377 ( PE Biosystem,
Welterstadt) ausgewertet.

2.4.4 Medien zur Anzucht von E. coli-Zé€llen

Die zur Anzucht von E. coli verwendeten Nahrmedien hatten folgende Zusammensetzung:
Néhrbouillon: 15 g/L. Néahrbouillon Il (Immunopréparate, Berlin)
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Luria-Bertani (LB)-Medium: 5 g/L Hefeextrakt (Immunopraparate, Berlin)
10 g/L Bacto-Trypton (Immunopréparate, Berlin)
10 g/L NaCl (Merck)
(15 g/L Agar Roth)
Selektive Nahragarplatten: 26 g/L. Nahragar |1 (Immunopraparate, Berlin)

Nach dem Autoklavieren wurden der abgekiihlten Lésung folgende Substanzen zugesetzt:
Ampidcillin (400 mg/mL) Endkonzentration: 125 pg/mL

IPTG (20 mg/mL) Endkonzentration: 48 pg/mL

X-Gd (20 mg/mL in DMF) Endkonzentration: 10 pg/mL

2.4.5 Klonierungvon PCR- Fragmenten

Zur Klonierung der PCR-Produkte wurde das ,pGEM®-T Easy-Vektor-System | (Promega,
Madison) verwendet.

2.4.5.1 Ligation von PCR Produkten

Das zu klonierende PCR-Fragment (18SrDNA) wurde wie unter 2.4.3 beschrieben aufgereinigt.
Der Ligationsansatz enthidlt: luL pGEM®-T Easy-Vektor, 1uL T4-DNA-Ligaese,
1uL Ligationspuffer (10x) (Promega, Madison) und 7 puL des gereinigten PCR-Produktes. Die
Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 4 °C.

2.4.5.2 Mikrodialyse und Transformation durch Elektroporation

Zur Optimierung der Transformationsbedingungen wurde der Ligationsansatz mikrodiaysiert.
Dazu wurde en Nitrocdlulose-Filter (0,25 um; 47 mm Millipore) auf die Oberflache ener
gerilen, 10% Glycerinlosung gelegt, der Ligationsansatz aufgetragen und 30 min be
Raumtemperatur inkubiert.

Die zur Transformation nétigen Zelen von E. coli XLI-blue MRF-Zdlen (kompetente Zelle)
wurde freundlicherweise von der Gruppe Dr. U. Lechner M.-Luther-Universitét Hale-
Wittenberg bereitgestel It.

Die Elektroporation erfolgte im Gene Pulser (Biorad Laboratories GmbH, Minchen). 40 pL
kompetente E. coli-Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit 5pL mikrodiaysertem Ligationsansatz
versetzt und in eine dserile vorgekihite Elektroporationskivette (ECU-102, Peg Lab
Biotechnologie, Erlangen) mit 0,2 cm Elektrodenabstand tberfuhrt. Die Elektroporation erfolgte
be 25puF, 200W und 25kV. Danach wurden die Zdlen in 1mL Né&hrbouillon-Medium
aufgenommen, 1 Stunde bei 37 °C ohne schitteln inkubiert und anschlief3end 100 pL Aliquotes
auf selektive Nahragarplatten plattiert und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Nach Lagerung der
Platten fur einige Stunden bei 4 °C wurden die weil3en (positiven) von den blauen (negativen)
Klonen selektiert.
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2.4.5.3 Lagerung und Glycerinkultur transformierter E. coli-Zellen

Die unter 24.5.2 gewonnenen postiven Klone wurden entweder fur kurze Zeit auf
Néhragarplatten bei 4°C geagert, fir wetere Versuche in  Néhrbouillon-Medium  mit
100 pg/mL Ampicillin bei 37 °C und schiitteln angereichert oder fir langere Lagerung 500 uL
einer Suspensionskultur mit 15 % Glycerin versetzt und bei —80 °C tiefgefroren.

2.4.5.4 Vektorspezifische Amplifikation klonierter Fragmente

Die Amplifikation klonierter Fragmente aus dem pGEM®-T Easy-Vektor erfolgte mittels
fogendem PCR-Programm (Tab. 7) und Primern (Tab. 8).

Tab. 7 PCR-Programm zur Amplifikation vektor spezifisch klonierter Fragmente

Zeit [9] Temperatur in °C Vorgang
180 A 1. Denaturierung der dsDNA
45 A 2.1 Denaturierung der dsDNA
45 59 2.2 Annealing
60 72 2.3 Elongation
24 2.1-2.3=302Zyklen
300 72 3. Elongation
4 4. L agerung

Tab. 8 Primer zur Amplifikation in pGEM®-T Easy klonierter Fragmente

Primer Sequenz (5" ? 3)
T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC GA
PG2r GGC CGC GAA TTCACT AGT G

2.4.5.5 Préaparation von Plasmid-DNA

5 mL einer E. coli Ubernachtkultur wurde mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen GmbH,
Hilden) nach Angaben des Herstellers aufgearbeitet. Nach Zugabe des PE-Waschpuffers wurde
eine 2-5mindtige Inkubation eingefligt. Wie unter 2.4.3.1 konnte dann sequenziert werden.

2.4.6 Auswertung der Sequenzdaten und Erstellung eines Stammbaumes

Die Sequenzen wurden mit den Daten in der EMBL-Datenbank tber das Programm ,Blast*
(http://mwww.nchi.nim.nih.gov/cgi-bin/BLAST/nph-newblast?Jform=0)  verglichen und mit dem
Programm Clusta X (http://www.bi ozentrum. unibas.ch/~biophit/clustal/ Clustal X_help.html)
einander gegenuber gestellt. Das alignment wurde manudl kontrolliet und wenn nétig
korrigiert. Um die Daten im FASTA-Format aus dem Bioedit-Programm in ein NEXUS Format
(fur Apple Macintosh-Rechner) zu transferieren, was fir die Erstellung des Stammbaumes nétig
war, wurde das Programm FORCOM (http://www.bioinformatics.vg/cgi-bin/biolinks) genutzt.

Zur Ergdlung des Stammbaumes in Anlehnung an die Phylogenie nach Prillinger (2002) wurde
das Programm PAUP 4.0b fir Macintosh genutzt. Dazu wurde eine heuristische Suche
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durchgefihrt und eine srikte Auswertung (parsmony) festgesetzt. Die Analyse beinhaltete
neben den 3 eigenen Stammen 27 weitere Taxa unter anderem der Ordnungen Xylariales,
Sordariales, Hypocreales und Microascales, deren Sequenz aus verschiedenen
Nukleotidsequenz-Datenbanken (EMBL, GenBank) herangezogen wurde. Die Zugangsnummern
(Accession numbers) und Organismen sind in Tab. 9 zusammengefasst.

Die Andyse baserte auf 1622 Charakteren (Nukleotide), die ungeordnet und gleich gewichtet
waren. Davon waren 1152 Nukleotide konstant, 184 variabel und der Rest uninformativ. Der
phylogenetische Baum wurde durch ene ,branch swapping (Zweig-Tausch)-Analyse’
kongtruiert. Es wurden 160 Baume as Ergebnis von 722 evolutiondren Schritten gefunden.
Daraus wurde ein Consensus-Baum kakuliert. Um die Richtigkeit dieses Baumes zu stérken
wurde weiterhin ein  Bootstrap-Baum mit 100 Wiederholungen kongtruiert und mit  dem

vorangegangenen verglichen.

Tab. 9 Organismen und deren accession-Nummern (lIdentifikationsnummern) der partiellen 18S rDNA
der Datenbank GenBank und EMBL, die zur Stammbaumanalyse her angezogen wur den

Organismus Nummer Organismus Nummer
Ilosporium carneum AF289655 Verticillium dahliae AF104926
Myrothecium roridum AJ301994 V. chlamydosporium AB100362
Acremonium alternatum AY 083232 V. psalliotae AB083034
Trichoderma koningii AF218790 Nectria cinnabarina AB003949
Pichia spec. MBIC4209 AB022439 N. lugdunensis CBE98 AY 204604
Chaetomium globosum AB048285 N. lugdunensis CCMF245 AY 204603
Xylaria polymorpha 249785 Fusarium oxysporum AF219123
Tetracladium apiense AF388575 Fusarium NRRL AF289654
T. furcatum AF388578 Gibberella pulicaris AF081467
T. maxilliforme AF388577 Schizosacchar omyces pombe | X58056

T. setigerum AF388574 Saccharomyces cerevisiae | Z75578

T. marchalianum CCMF312 AF388576 Neurospora crassa AY 046271
T. marchalianum CCMF11391 | AF388579 Candida glabrata AY 083230
T. marchalianum CCMLH89 AF388580

2.5 Molekularbiologische M ethoden — Glutathionsynthetase

2.5.1 Isolierung eines Glutathionsynthetase-Gen-Fragmentes

Die unter 2.4.1 isoliete DNA wurde als Template eingesetzt, um aufgrund von Sequenz-
vergleichen mittels Computerdatenbanken (2.4.3.1) konservierte Gensequenzen der Glutathion-
synthetase (GSH-Synthetase) zu identifizieren. In Anhang B ist en Vergleich von GSH-
Synthetase-Sequenzen verschiedener pilzlicher Organismen dargestellt. In Tab. 10 und Tab. 11
sind die primer und das PCR-Programm aufgefiihrt, mit denen ein rund 750 Basenpaare grofes
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Fragment amplifiziert werden konnte bzw. die abgeleiteten primer aus der Sequenzierung. Als
Positivkontrolle wurde S. pombe-DNA eingesetzt.

Der PCR-Ansatz enthidt: 2 UL Puffer, 1pL 20 pM Primer 1, 1 uL 20 pM Primer 2,
1 L 20 MM dNTP-Mix, 05 uL DNA (ca. 0,5 pg)
0,25 uL Taq (50 U/mL), 14,25 pL Tridest.

Tab. 10 Primer zur Amplifikation eines GSH-Synthetase- Genfragmentes

Bezeichnung Sequenz 5-3 Schmel ztemperatur [°CJ*
GSH-S1 (MWG) AARCAI GTI GAI TTI AAY AC 47,1
GSH rev 1(Roth) ATT GTTTCCRCCRCCYTCYC 48,7
GSHSH_for (MWG) GGT TTG AGC ACG TAC GCC TGG 63,7
GSHSH_rev (MWG) CCT CGA CACTCC CAT AGC CG 63,5

* Schmel ztemperatur nach Angaben des Herstellers (in Klammern)

Tab. 11 Temperaturprogramm der PCR (40 Zyklen) zu Amplifkation eines GSH-Synthetase

Genfragmentes
Zeit [4] Temperatur in °C Vorgang
300 A
30 A Denaturierung
60 35-50 (Gradient) Annealing
0 72 Extension
300 72

Die Fragmente wurden wie unter 2.4.5 beschrieben kloniert, aufgereinigt und sequenziert, wobei
hier jedoch das ,, pPGEM®-T-Vektor-System 1* (Promega, Madison) verwendet wurde.

2.5.2 Isolierung der RNA

Zur Isolierung der RNA wurden ca. 200 mg Frischmateria mit flissigem Stickstoff gemdrsert,
in Eppendorfcups gefillt und nach Zugabe von 200 uL RNA-Puffer [50 mM TrigHCl pH 8,
100mM NaCl, 50 mM EDTA, 0,25 % (w/v) SDS] mindestens 30 s auf dem Vortex geschiittelt.
Anschliellend wurde den Proben 200 pL  Phenol:Chloroform:lsoamylakohol  25:24:1 (Roth)
zugegeben und 5 min bei 18.000 U/min geschittelt. Nach erneuter Zugabe von 750 uL RNA-
Puffer wurden die Proben fir 5min bei 10000 U/min (Eppendorf-Zentrifuge) und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Gefad oberfuhrt und nochmals mit
Phenol:Chloroform:lscamylalkohol  25:24:1  (Roth) im Verhdtnis 1.1 versetzt und erneut
geschittelt. Nach der Zentrifugation (5 min) bei 4°C und 10000 U/min wurde der Uberstand
abgenommen und die RNA mit 0,1 Vol. 3M NaAcetat pH 5,2 und 0,6 Val. Isopropanol (Roth)
gefalt. Die Proben wurden erneut wie oben zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Pelet mit 500 uL 70% EtOH gewaschen und anschlief3end getrocknet. Die RNA wurde in

23



Material und Methoden

50-100 uL Tridest aufgenommen. Die Konzentration und Reinheit der RNA wurde durch
Bestimmung der optischen Dichte bei 260 und 280 nm ermittelt. Die Lagerung efolgte bel
-80 °C.

2.5.3 Northern Blot

2.5.3.1 Probenvorbereitung

Zur Vorbereitung des Northern Blots wurde die unter 2.5.2 gewonnene RNA in einem Gd
aufgetrennt. (Die Gelkammer wurde durch 30mindtige Inkubation in 3% H,O, vorbereitet.) Fur
das RNA-Ge wurden 2,67 g Agarose in 100 ml HO aufgekocht und nach Abkihlen auf 60 °C
mit 13,5 mL 10 x MEN (200 mM MOPS, 50 mM NaAc, 10 mM EDTA pH 7,0 (NaOH) und 22
mL Formaldehyd (37 %) versetzt.

Zur Vorbereitung der RNA-Proben wurden diese mit xul Ladepuffer (5 pL  N,N-
Dimethylformamid, 2L 37 % (v/v) Formadehyd, 1uL 10x MEN, 05puL Ethidiumbromid
(1 mg/mL) ohne Farbstoff + y uL RNA (10-50 pg, optima 20 ug) versetzt und 15 min bel 55 °C
denaturiert. Anschliefend wurde die Proben fir 2 min auf Eis abgekihlt und 1,5puL
Farbstofflosung (50 % viv Glycerol, 1 mM EDTA, 0,25 % w/v Bromphenolblau) dazugegeben.
Die Proben wurden aufs Gel geladen und Uber Nacht in 1x MEN bel ca. 7mA oder 2h be 85
mA getrennt. Anschlie3end wurde das Gd dokumentiert, wobel immer auf die Vermeidung von
RNase-K ontamination geachtet wurde.

2.5.3.2 Northern Blot

Das unter 2.5.3.1 erhaltene Gel wurde in Tridest (2x 10 min) und 1x 20 min in 10x SSC (20 x:
3 M Na-Citrat, 3M NaCl, pH 7,0) unter Schiitteln gewaschen.

Das Blotten des Gels auf eine Nylonmembran (Hybond”, Amersham Biosciences, Freiburg)
erfolgte Uber Nacht mit 20 x SSC.

Anschlielend wurde die Membran markiert und fir 2 h bei 80 °C gebacken (crosdink). Zur
Prahybridiserung wurde die Membran in 65°C warmen Churchpuffer: 0,5M Phosphatpuffer,
pH 7,2 (28% 0,5 M NaH,PO, 72 % 0,5 M NagHPO,), 1% (w/v) BSA, 1mM EDTA, 7% (w/v)
SDS 3-4 h oder Uber Nacht im Hybridiserungsofen inkubiert.

Die entsprechende Sonden wurden mittels PCR amplifiziert und Uber einen Gelextraktionskit
(QIAGEN) gereinigt (2.5.1). Ca. 50 ng Sonde wurden fur die Hybridisierung eingesetzt.

Das Labdling erfolgte mittels ,Megaprime DNA Labelling System” (Amersham Biosciences,
Freiburg) nach dem Herstellerprotokoll, wobel mit 50 uCi a*P-dATP gearbeitet wurde. Die
nicht eingebauten Nukleotide wurden unter Verwendung von ProbeQuant® G-50 Micro
Columns (Amersham Biosciences, Freiburg) entfernt. Die Hybridiserung erfolgte Uber Nacht
be 65°C in Churchpuffer. Anschlief3end wurde die Membran mit Waschlosung (2x SSC/0,1 %
[wiv] SDS) jewells 15min ba 65°C gewaschen und die Radioaktivitdt gemessen. Danach
wurde die Membran fir mindestens enen Tag auf enen Phosphorscreen (Amersham
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Biosciences, Freiburg) gelegt. Die Entwicklung erfolgte im Phosphorimager (Strom, Amersham
Biosciences, Freiburg).

Die Membran konnte mit Striplésung (1% SDS 0,1x SSC,40 mM Tris-HCI, pH 7,5) gewaschen
und fir weitere Sonden verwendet werden (Je 15 min bel 80 °C strippen und Radioaktivitét
Uberprtifen).

2.6 Biochemische und analytische M ethoden

Zur Untersuchung der biochemischen Resktionen auf Schwermetallstress wurden die
H. lugdunensis-Stémme H4-2-4 aus einem stark belasteten Standort und H8-2-1 aus einem
moderat belastet Standort eingesetzt (Tab. 2;Tab. 3).

2.6.1 Trockenmassebestimmung

Alle Bestimmungen wurden auf Trockenmassen bezogen. Dazu wurden die Proben 24 Stunden
be 65°C getrocknet. Diese Vorgehensweise wurde ebenfals eingesetzt, um das Verhdtnis
Frischmasse : Trockenmasse (FM/TM) und somit den Einfluss der Schwermetale auf den
Wasserhaushalt der Organismen zu bestimmen.

2.6.2 Vitalitatsbestimmung

Das Prinzip der Vitaitésbestimmung ist die Reduktion von 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid
durch Dehydrogenasen (TTC) zu Triphenylformazan. TTC fungiert ds Protonenakzeptor. Dabel
entsteht eine rote, wasserunlddiche Verbindung (Abb.6). Die Bestimmung der Gesamtdehydro-
genaseaktivitdt it eine gebrauchliche Methode den Aktivitétszustand von Geweben oder Zell-
suspensionskulturen zu ermitteln (Gréser, 1977).

Hierfir wurden 50 mg Pilzmaterial gemorsert, mit 2 mL Phosphatpuffer (0,05 mM pH 7,5) und
05mL 05% TTC versetzt und 4 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurde
das Formazan mit 1mL Eisessig und 2mL Toluol extrahiert (zur besseren Trennung der beiden
Phasen wurde kurz zentrifugiert). Die Bestimmung der Extinktion des Formazans erfolgte bel
380 nm, wobei die Kontrolle als 100% Ausbeute angesehen wurde (Fahmy und Walsh, 1952).

+
N—N _
QC/ { > ey N H@
— >
\\ . Cl C\\ + HCI
N:N—(: :> N:N—< :>

2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) Triphenylformazan

Abb. 6 Reduktion von TTC zu Triphenylformazan
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2.6.3 Zdlaufschluss zur Analyse von Cystein, g-Glutamylcystein und Glutathion

Zur Bestimmung thiolhatiger Peptide wurde frisch geerntetes Pilzmycel unter flissigem
Stickstoff gemérsert, 50mg eingewogen und mit 1mL 01N HCI extrahiert. Anschlief?end
wurde 20 min bel 11000 U/min, 4°C (Hettich 30RF) zum Abtrennen der Zeltrimmer
zentrifugiert (Kranner und Grill, 1996).

2.6.4 Bestimmung des Gesamtthiolgehaltes

De Gesamthiolgehalt wurde mittels Ellmans Reagenz (300 uM DTNB in 50 mM KH;POy,
pH 8) bestimmt (Ellman, 1959). Dazu wurden 100 pL Probe mit 3,9 mL Ellmans-Reagenz
versetzt, 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefend bel 410 nm die Extinktion
bestimmt. Kadibriert wurde im Bereich von 10-100 pg GSH/mL 0,1 N HCl.

2.6.5 Enzymatische Bestimmung des Glutathiongehaltes

Zur Ermittlung der Glutathionkonzentration in den sauren Extrakten (2.6.3) wurde der
enzymatische Glutathion-Reduktase-Test (Anderson, 1985) angewendet. Bei dieser Bestimmung
wird die enzymatisch kataysiete Resktion der Glutathion-Reduktase (Resktion 1) mit der
soontanen  Oxidation von  Glutathion durch DTNB  [5,5 -Dithiobis(2-Nitrobenzoeséure)]
gekoppet (Reaktion 2) wobei TNB (5 Thio-2-Nitrobenzoesdure) gebildet wird, welches bei
einer Wellenlénge von 410 nm detektierbar ist.

1. Reaktion: GSSG + NADPH + H*  ——» 2 GSH + NADP*

2. Resktion: 2 GSH + DTNB —» GSSG+2TNB

Zur Bestimmung wurden folgende L 6sungen eingesetzt:
Na-Phosphatpuffer: A:143 mM NaH,PO,4
B: 143 mM NaHPO, (" 12 H,0)
C: Na-Phosphatpuffer (A:B = 1:5,25) + 6,3 mM EDTA” Nap, pH 7,5

Ansatz: NADPH + H* 450 UM inC 700 UL
DTNB 6mMinC 100 L
H20 665 L
Probe 25 L
GSSG-Reduktase 20 U/mL 10 pL (Starten der Reaktion)

Die Bestimmungen wurden bei 25 °C durchgefuhrt. Zu Beginn einer Messung wurde im Bereich
von 5-60 pg/mL kdibriert.
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2.6.6 Bestimmung des oxidierten und reduzierten Glutathions, g-Glutamylcysteinsund
Cysteins mittels M onobr ombimanderivatiserung und RP-HPLC

Monobrombiman reagiert mit den SH-Gruppen des Cyseins, ?-Glu-Cys und Glutathions nach
dem dargestellten Schema (Abb. 7). Im Anschluss an diese Derivatiserung konnen mittels RP-
HPLC die thiolhatigen Verbindungen getrennt werden. Glutathion in der reduzierten und
oxidierten Form wird durch Blockierung der SH-Gruppen vor der Reduktion mittels NEM (N-
Ethylmaenimid) differenziert. Die Bimanderivate konnen nach Anregung (420 nm) be 520 nm
detektiert werden (Fluoreszenzdetektion).

@) e) @) @)
H,C ) + N
NN CHs TRTSH HC—\ N —CHy*Br—H
Br CH, S CH,
R

Abb. 7 Reaktionsschema von M onobr ombiman mit SH-Gruppen

Die Extraktion der PFilzproben erfolgte wie unter 2.6.3 beschrieben. Die Derivatiserung von
reduziertem GSH, g-EC und Cystein (freie -SH) und oxidiertem Glutathion wurde nach Kranner
und Grill (1996) modifiziert und wie folgt beschrieben durchgefihrt.

120 uL Aliquote wurden mit 180 uL 0,2 M CHES, pH 9,3 versetzt und nach Zugabe von 3 pL
6mM DTE eine Stunde bei 4°C zur Reduktion der Thiole inkubiert. Anschlief}end wurden
10uL 30mM Biman (in MeOH) zugegeben und 15 min im Dunkeln bei Raumtemperatur
derivatisert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 250 uL 5% Essigsaure abgestoppt.

Zur Betmimung des oxidierten Glutathions (GSSG) wurden 200 pL Aliquote mit 300 uL 02 M
CHES und 50puL 5 mM NEM versetzt und 10 min Raumtemperatur inkubiert. Das
Uberschissiges NEM wurde mit 3 x 500 pL Toluol extrahiert (Beim Auftreten einer triben
Zwischenphase wurde kurz zentrifugiert wodurch eine bessere Phasentrennung erreicht wurde).
300 L der NEM-behandelten Probe wurden mit 30 uL 6 mM DTE versetzt und 1 Stunde bel
4°C inkubiert. Anschlief3end wurden wiederum 10 uL 30 mM Biman (in MeOH) zugegeben und
15min im Dunkeln bei Raumtemperatur derivatisert. Die Resktion wurde durch Zugabe von
250 uL 5% Essigsaure abgestoppt.

Die Trennung der Derivate erfolgte mit RP-HPLC.

Stationdre Phase: Lichrospher 60 RP Sdlect B (5um, 250*4 mm)

Mobile Phase: A: 2% MeOH/98% H,0 (bidest.), 2,5 % konz. Essigsaure; pH 4,3
B: 90% MeOH/10% H,0 (bidest.), 2,5 % konz. Essigsdure; pH 3,9
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Gradient:
Zeit [min] A [%] B [%]
0,0 97 3
15,0 93 7
30,0 0 100
311 0 100
35,0 0 100
35,1 97 3
45,0 97 3

Huss 0,9 mL/min
Injektionsvolumen: 50 pL (Injektionsschieife 100 pL)
Detektion: Fluoreszenz: 420/520 nm (UV/Vis 254 nm)

HPLC: Merck-Hitachi LaChrom
Fluoreszenz-Detektor: L 7480
UV-VIS-Detektor: L 7420
Autosampler: L 7200
Pumpe: L 7100
Software: D 7000 HPL C-System-Manager

Die Kdibrierung dler untersuchten Thiole erfolgte im Bereich von 0,2-8 pg/mL.

2.6.7 Nachweisweiterer Thiole mittels Ellmans Reagenz und Nachsdulen
derivatiserung
Die Bestimmung weiterer Thiole (z.B. Phytochelating) erfolgte durch Nachsaulenderivatiserung
mittels Ellmans Reagenz (DTNB) einer Konzentration von 30 uM in 50 mM KH,PO,, pH 8,0.
Zur Extraktion wurden 200 mg mit N, gemérsertes Pilzmateria mit 400 uL NaOH (IN mit 1mg
NaBH4/mL) versetzt und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde 5 min be 11000
U/min (Hettich 30RF) zentrifugiert und das Volumen des Uberstandes bestimmt. 500 uL des
Uberstandes wurden mit 140 uL 36 N HCl versetzt und 15 min auf Eis inkubiert. Anschlieend
wurde wiederum 5min be 11000 U/min und 4°C zentrifugiet und das Volumen des
Uberstandes bestimmt (Galego e d., 1996). Die Trennung der Verbindungen erfolgte mittels
HPLC.

Stationére Phase: C-18 (SuperpacPep S, Pharmacia) (5um, 2504 mm)
Mobile Phase: A: H,O (bidest.), pH 3,0 (TFA)
B: Acetonitril
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Gradient:
Zat [min] A [%)] B [%]
00 98 2
20,0 80 20
25,0 80 20

Huss 0,8 mL/min
Injektionsvolumen: 50 L (Injektionsschleife 100 L)

Nachsaulenderivatisierung: Reaktionsschleife: 1mL
Huss. 0,4 mL/min
Detektion: 410 nm

HPLC: Merck-Hitachi LaChrom
DAD-Detektor: L 7450
Pumpe: L 7100
Autosampler L-7200
Software: Moded D-7000 HPL C-System-Manager

Zur ldentifizierung weiterer Thiole wurde die Trennung ohne Nachsdulenderivatiserung und bei
Detektion von 220 nm durchgefiihrt, die Proben entsprechend ihrer Retentionszeiten fraktioniert
und zur massenspektroskopischen Analyse gegeben (2.6.9).

2.6.8 Gelpermeation und Bestimmung des Cd(l1)-Gehaltesder Fraktionen

Zur Anayse schwermetalbindender, spezidl Cd(l1)-bindender Proteine und Peptide wurden die
Pilze unter flussgem Stickstoff gemérsert und im Verhditnis 1:3 mit 25mM TrigHCIl, 1 mM
DTT, 1mM PMSF (EtOH) pH 7,5 extrahiert.

Anschlielend wurden die Proben 45min be 11000 U/min (Hettich 30 RF) und 4°C
zentrifugiert. Die Trennung der Verbindungen erfolgte isokratisch mittels HPLC.

Stationéare Phase: Superdex75 (Fraktionierbereich 3-70 kDa)
Superdex Peptide (Fraktionierbereich 0,1-6 kDa)

Mobile Phase: 50 mM NH4HCO3 pH 7,9

Fluss: 04 mL/min

I njektionsvolumen: 50 uL (Injektionsschleife 100 pL)
Detektion: 220; 254; 280 nm
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HPLC: Merck-Hitachi LaChrom
DAD-Detektor: L 7450
Pumpe: L 7100
Autosampler L-7200
Software; D-7000 HPL C-System-Manager

Alle 3min wurden Fraktionen gesammet, die mittds Monobrombiman-Methode (siehe 2.6.6)
nach vorheriger Ansduerung mit 0,AN HCl (80 puL) auf Glutathion getestet wurden. Auferdem
efolgte die Bestimmung des Cd(ll)-Gehdtes mittels Anayst 800 Perkin Elmer Graphitrohr-
Atomabsorptionsspektrometer mit folgendem Programm:

Temperatur [°C] | Anlauf (Ramp) Zeit [s] | Halte (Hold) Zeit [9]
110 1 30
130 15 30
500 10 20
1500 0 5
2450 1 3

Alle Cd(I1)-haltigen Proben wurden massenspektroskopisch untersucht.

2.6.9 M assenspektrometrie

Proben aus der Gelpermeation und der Anayse weiterer Thiolverbindungen wurden massen+
gpektroskopisch untersucht. Dazu wurden die ESI-Spektren mittels ESQUIRE-LC |onentrap
Spektrometer aufgenommen. Das Spektrometer war mit einer ESI Quelle (Bruker Datonik,
Bremen, Germany) ausgestattet. Die Injektion der Proben efolgte mit ener Kolbenpumpe
(Cole/Parmer Instrument Company) bel einer Flussrate von 3 puL/min.

MALDI Spektren wurden mit einem Bruker REFLEX Massenspectrometer (Bruker Daltonik,
Bremen, Germany), aufgeriistet mit einer gitterlosen verzogerten ausziehbaren lonenfalle (pulsed
ion extraction) aufgenommen. Als Matrix wurde a-Cyano-4-Hydroxyzimtsdure genutzt. Die
Nomenklatur der Fragmente erfolgte nach Roepstorff und Fohlman (1984).

2.6.10 Sulfatbestimmung mittels Kapillarelektr ophorese

Zur Bestimmung der Sulfatgehate in den Pilzproben kam ene kapillarelektrophoretische
Methode, die auf der Nutzung der indirekten UV-Absorption beruht, zum Einsatz (Ross, 1995).
50 mg bis 100 mg Pilzmaterid wurden mit N, gemdrsert und nach Zugabe von 3,5 Vol. Bidest
auf dem Vortex geschittelt und anschliefend 10 min bei 90°C inkubiert. Nach 10 min
Zentrifugation bei 4°C und 11000 U/min (Hettich 30 RF) wurde der Uberstand abgenommen
und die Zentrifugationsschritte solange wiederholt bis keine milchige/fettige Oberphase mehr
vorhanden war (sehr wichtig fir Reproduzierbarkeit).
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Die Trennung der anorganischen Anionen erfolgte mittdls HEWLETT-PACKARD-HP-
Kapillarelektrophoresesystem mit  DiodentArray-Detektor, ausgestattet mit einer Chemstation
Hard- und Software zur Auswertung der Elektropherogramme. Zur Trennung wurde eine
Kapillare (SUPELCO FS 50 CE) mit einem Innendurchmesser von 50 um verwendet. Die
Kapillare wurde auf 20 °C temperiert. Die Injektion der Proben erfolgte durch Druck bel
200 mbar s*. Vor jedem Lauf wurde die Kapillare 5min mit 0,1 N NaOH, 5min mit 10 mM
H3POy4, 2 min mit Bidest und 5 min mit Puffer aquilibriert.

Der Analysenpuffer hatte folgende Zusammensetzung: 2,25 mM Pyromdlinsdure, 6,50 mM
NaOH, 0,75 mM Hexamethoniumhydroxid, 1,60 mM Triethanolamin (pH 11,4).

Die Lange der Kapillare betrug 24,5 cm (effektiv). Die Analysen erfolgten bei einer Spannung
von 18 kV und negativer Polaritét. Die Proben wurde bei einer Signawellenlénge von 350 nm
und einer Referenzwelenlange von 235 nm as postive Peaks detektiert. In Abb. 8 igt die
Trennung von verschiedenen Anionen mit dieser Methode dargestelit.

20

15+ SO, 3

E 350/235 [mALJ]

-15 : ' : '

Zeit [min]

Abb. 8 Trennung von Anionen mittels Kapillarelektrophorese (Standard 0,5 mM)

Zur Kaibrierung wurde Na,SO, im Bereich von 1 mM-0,01 mM verwendet.

2.6.11 Sulfidnachweis mittels Methylenblau

Zur Bestimmung des Gesamtsulfidgehdtes in den Pilzzellen wurden die Methylenblaumethode
nach King and Morris (1967) und Triper und Schlegd (1964) modifiziet (Gilboa-Garber,
1971). Dabe reagiert Schwefelwasserstoff mit N,N-Dimethyl-p-Phenylendiamin (DMPD) (I)
Uber die Zwischenverbindung 3-Mercapto-N,N-Dimethyl-p-Phenylendiamin (11) zum farblosen
Leucomethylenblau (111), welches durch Fe** zu Methylenblau (IV) oxidiert wird (Abb. 9).
Methylenblau absorbiert Licht der Wellenlénge 665 nm.

Zur Bestimmung der Gesamtsulfidgehates wurde das frische Pilzmateria unter flissigem N
gemorsert und ca. 100mg mit 1 mL sauerstofffreem entionisertem Wasser durch 3-5 min
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Schitteln auf dem Vortex extrahiert. Dieser Extrakt wurde bel 4°C und 11000U/min fir 15 min
zentrifugiert.  Vom klaren Uberstand (wenn nétig  Zentrifugation wiederholt) wurde die
Methylenblaureaktion durchgefiihrt.

1480 L  sauerstofffreies Wasser wurde in 2mL-Kivetten vorgelegt und 300 uL  des
Extraktiberstandes dazu gegeben. Nach Zugabe von 200puL N,N-Dimethyl-p-Phenylen
diaminlésung (0,2% GH1oN2 x 2 HCI in 20% H,SO,4) und 2minitigem Rihren wurden 20 L
Ammoniumeisensulfatlosung (10% FeNH4(SO4) x 12H,0 in 2% H,SO4) hinzugeflgt, die
Kivetten mit Parafilm verschlossen und gut geschittelt. Der Ansatz wurde 20 min im Dunkeln
bel Raumtemperatur inkubiert.

NH,
(CHY),N (CH,,N N(CH,),

0] (n

WA, = 0

(D) (V)

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

Abb. 9 Reaktionsschema der Methylenblau-Methode [N,N-Dimethyl-p-Phenylendiamin (1); 3-Mercapto-
N,N-Dimethyl -p-Phenylendiamin (11); Leucomethylenblau (111); Methylenblau (1V)]

Die Kadlibrierung durch Sulfidstandards, die taglich frisch bereitet wurden, erfolgte im Bereich
von 0,2-100 pmol/L.

2.6.12 Bestimmung der Biosor ption und Akkumulation

Zur Bestimmung des intrazeluldren und extrazeluléren Schwermetalgehates wurde die
Biosorption und Akkumulation bestimmt. Dabei wird in dieser Arbeit bei dem Begriff
~Akkumulation® die Menge Schwermetal definiert, die Uber die Zeit unter unterschiedlichen
Schwermetallkonzentrationen in die Zdle aufgenommen wird und somit den intrazelluldren
Gehdlt darstellt.

2.6.12.1 Probenaufarbeitung

Das unter unterschiedlichen  Schwermetallkonzentrationen  kultiviete  Materid  der
H. lugdunensis-Stamme wurde Uber einen Filter (Millipore 0,45 pm) mittels Absaugvorrichtung
abgetrennt und folgenden Waschschritten unterworfen. Dabel sollte das an der Zelwand
adsorbierte Cadmium und Zink aufgrund geringerer Affinitéten zu bestimmten Bindungsstellen
gegen Nickel ausgetauscht werden (Brown und Wells, 1988).
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1. 100 mL Bidest (W)
2.100 mL 20 mM NiCl, (Niy)
3. 100 mL 20 mM NiCl (Nip)
4. 100 mL 20 mM NiCl, (Nis)
5. 100 mL Bidest (W5)

Die wassrigen Waschungen wurden mittels Glasspatel suspendiert und  abgesaugt. Die
Nickelwaschungen wurden suspendiert, 10 min unter Rihren inkubiert und dann abgesaugt.
Das Pilzmycel wurde anschlief3end auf Alufolie Uber Nacht bel 65 °C getrocknet.

2.6.12.2 Probenaufschluss zur Bestimmung der intrazelluldren Schwermetallmenge

Das im Myce enthaltene Schwermetall wurde durch sauren Aufschluss in der Mikrowelle (CEM
MDS 2100) fir die quantitative Bestimmung mittels Atomabsorptionsspektroskopie verflgbar
gemacht. Dazu wurden ca 50 mg der unter 2.6.12.1 gewonnenen Trockenmasse in
Druckgefé3en mit 4 mL Salpetersiure (suprapur, 65 %) und 2 mL HO, (suprapur, 30 %)
versetzt und in der Mikrowelle nach den in Tab. 12 angegebenen Bedingungen aufgeschl ossen.

Tab. 12 Reaktionsparameter des Mikrowellenaufschlusses

STUFE DRuckK [BAR] ZEIT[MIN] | TAP-ZzEIT[MIN] | MAX. TEMPERATUR [°C]
1 130 10 5
2 275 20 10 180

Nach dem Aufschluss wurden die Proben mit bidestilliertem Wasser auf 30-50 mL aufgefillt
und der Gehalt an Schwermetdl mittels AAS bestimmt.

2.6.12.3 Bestimmung der Schwermetallgehalte am Atomabsor ptionsspektrometer

Der Schwermetadl-Gehalt adler unter 2.6.12.2 und 2.6.12.3 gewonnenen Losungen, inklusive
Medien, wurde mittels AAS (ATI Unicam ) bestimmt. Be Bedarf wurden die Lésungen mit
Bidest verdinnt. Eine Kalibrierung erfolgte bel beiden Metdlen im Bereich von 0,125-1 mg/L
mittels CertiPUR-Elementstandards Cd(NOs). und Zn(NOs)..

2.6.13 Gaschromatographische Analyse der M onosaccharidzusammensetzung der
pilzlichen Zelwand

2.6.13.1 Isolierung der Zellwand

Die Isolierung der Zellwand erfolgte nach Mitteilung von Prof. Moerschbacher, Universitét
Mdnster, in dessen Arbeitsgruppe auch die Arbeiten zur Zellwandanalyse stattfanden.

Pilzmaterial (ca 1g FM) wurde mit N, gemdrset und in 10 mL 1M Imidazol pH 7
homogenisiert. Es wurde 10 min bel 11.000 rpm (Hettich Universal 30 RF) zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Pellet 3x mit 10 mL Bidest gewaschen und jeweils 5 min
zentrifugiert (11.000 rpm). Anschliefend wurde 2x mit 10 mL MeOH:Chloroform 1:1 und 2x
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mit 10 mL Aceton gewaschen und je 10 min zentrifugiert. Die Proben wurden Uber Nacht
lyophilisert und dann homogenisiert (morsern).

2.6.13.2 Modifizierung der Zucker zu flichtigen Derivaten

Zur Durchfuhrung dieser Arbeitsschritte wurden nur wasserfreie Chemikalien verwendet.

In Anlehnung an die Arbeit von Chaplin (1982) wurden die glykosidischen Bindungen der
Inhaltsstoffe der Zellwand durch methanolische Hydrolyse gespalten. Dazu wurden ca. 200 ug
Zdlwandmateria  eingewogen, 30pL Inostol (1mM, interner Standard) dazugegeben, die
Proben gefriergetrocknet und mit 200yl "15M methanolischer HCI" (Acetylchlorid in
Methanol) und 50 uL Methylacetat tiber Nacht bel 80 °C hydrolysiert.

Anschlief?end wurden die Proben abgekihlt, mit 4 Tropfen Butanol versetzt und bel 40 °C im
N,-Strom getrocknet.

Durch Hydrolyse werden die Aminozucker partidl de-N-acetyliert. Somit wird eine Re-N-
Acetylierung und patidle milde DeO-Acetylierung notwendig. Dazu wurden dem
Methanolyseprodukt 200 L trockenes Methanol, 20uL Pyridin und 20puL  Acetanhydrid
sukzessive zugegeben und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 4 Tropfen
Butanol wurden die Proben wieder bei 40 °C lber einen No-Strom getrocknet.

Zur De-O-Acetylierung wurde zu den trockenen Proben 200 uL 0,1 M methanolische HCI und
50 uL Methylacetat gegeben, geschittelt und 30 min be 65 °C inkubiert und anschlief?end wie
oben nach Zugabe von Butanol getrocknet.

Um die Proben zu verflichtigen, wurden se mit Trimetylslan derivatisert. Dazu wuden zur
Probe mittels hexangespllter Hamilton-Spritze 30puL  Silylierungreagenz  (Silyl-2110 =
Hexamethyldislan: Trimethylchlorslan: Pyridin  2:1:10; Chromatographie Service GmbH)
gegeben und mindestens 30 min bel Raumtemperatur inkubiert.

Unmittelbar vor der Injektion in den Gaschromatographen wurden die Proben ohne Erwdrmung
unter schwachem N -Strom getrocknet, sorgfdltig in 30 uL Isooctan aufgenommen und 1 L
injiziert.

Es wurde mit einer Gaschromatographieanlage der HP 6890 Series GC-Sysem mit "GC
ChemStation”-Software gearbeitet. Die Trennbedingungen waren folgende:

Tragergas. Stickstoff 5.0

Strémungsgeschwindigkeit: 1 mL/min

Saule: OV-1, 100 Methyl Gum Fused Silica Kapillarsaule
(25 m x 320 pm x 0,25 um nomind)
Chromatographie Service

Injektor: Splitinjektor

Splitverhdtnis: 1:10

I njektionsvolumen: 1l

Detektor: Flammeni oni sationsdetektor (FID)

A
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Zindgase: Wasserstoff 4.6; Druckluft
Make-up-Gas. Stickstoff

Zur quditativen und quantitativen Auswertung lagen Kalibrierkurven der einzelnen Zucker vor.
Die quditative Auswertung erfolgte unter Zuhilfenahme der einzelnen pesak-Verhdtnisse, die
aus der unterschiedlichen Zusammensetzung der Zucker aus a- und b-Pyranosid, a- und b-
Furanosid und offenkettiger Form resultieren sowie des internen Standards Inositol. In Abb. 10
ist die Trennung eines Standardgemisches der untersuchten Zucker dargestellt.
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Abb. 10 Trennung von Zucker standar ds mittels Gaschromatogr aphie (Standar dsubstanzen: 100 nM)

2.7 Statistische Auswertung

Zur datistischen Auswertung und graphischen Darstellung der gewonnenen Ergebnisse wurde
das Computerprogramm MS Excd 2000 genutzt. Signifikanzen wurden durch One-way
ANOVA (andysis of variance) und anschliefendem Tukey-Kramer-Test, welcher nach
Ermittlung der P-Werte nochmals adle Mittelwerte untereinander auf ihre dgnifikante
Verschiedenheit testet, ermittelt. Dazu wurde das Computerprogramm GraphPad InStat 3.00 fir
Windows 95, GraphPad Software San Diego California USA, www.graphpad.com genutzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Phylogenetische Untersuchungen

Heliscus lugdunensis wird sehr haufig anhand seiner typisch nelkenférmigen Sporenform
charakterisiert (Abb. 11). Webster erkannte den perfekten, teleomorphen Habitus Nectria
lugdunensis und ordnete damit Heliscus lugdunensis den Ascomyceten zu (1959).
H. lugdunensis gehdrt in die Unterabteilung der Pezizomycotina, zur Klasse Sordariomycetes,
zur Unterklasse Hypocreomycetidae, in die Ordnung der Hypocreales und der Familie

Nectriaceae. Charakterisiert wird er meistens auf Grund seiner Sporenform.

Abb. 11 Sporen von H. lugdunensis (Lichtmikroskopische Aufnahme)

Die phylogenetisch-morphologische Einordnung sollte anhand der partidlen 18SrDNA-Sequenz
bestétigt werden, da die gefundenen Sporen nicht immer die typische Nelkenform zeigten.
Weiterhin war zu kldren, ob die StdGmme H. lugdunensis H4-2-4, H82-1 und H6-06-10
Unterschiede in ihrer 18SrDNA aufweisen und damit moglicherweise Okotypen darstellen. Die
Sequenzdaten sind in Anhang B dargestellt. Sie sind zwischen 1460 bp (H6-06-10) und 1561 bp
(H4-2-4) lang. Die Sequenz von H4-2-4 wurde in die Datenbank (GenBank) mit der
Identifizierungsnummer  AY231639 engestellt. Der  Sequerzvergleich  ergab  wenige
Unterschiede zwischen den einzelnen Stdmmen, wobei es sich oft um den Austausch einzelner
Basen handelt. In der BLAST-Suchmaschine (NCBI) ergab der Vergleich die hdchsten
Homologien zu llosporium carneum und Fusarium NRRL (beide 99 %). In Abb. 12 ist der unter
den hier gewahlten Bedingungen erstellte Stammbaum zu finden.
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Abb. 12 Phylogenetischer Baum einiger H. lugdunensis nahestehender Arten basierend auf der partiellen
Sequenz der 18S rDNA. Hier dargestellt ist ein strikter Parsimony-Baum. Zur Kalkulierung der
Verzweigungen wurde das PAUP-Programm 4.0b (2.4.6) genutzt. Die Nummern auf den
Verzweigungen geben die Prozente an mit denen eine Verzweigung in 100 bootstrap
Wiederholungen 50 mal und haufiger erschien
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3.2 Wachstumsunter suchungen

3.2.1 Wachstum von H. lugdunensisunter schwer metallfreien Bedingungen

Am Beginn der biochemischen Untersuchungen stand die Charakteriserung des Wachstums der
hier verwendeten Stdmme H4-2-4 und H8-2-1. Beide zeigten das typische sigmoide Verhalten
der Wachstumskurve einer statischen Kultur wie sie bereits in friheren Arbeiten gefunden wurde
(Grof3, 2000; Pierau, 1999). Dabel war das Wachstumsverhalten von der Temperatur abhangig
(Abb. 13). Der Stamm H8-2-1 zeigte ein langsameres Wachstum as der Stamm H4-2-4 und
beide wiesen beiVerringerung der Anzuchtstemperatur um 4 °C ein verzogertes Wachstum auf.
Die lag-Phase des Stammes H4-2-4 verlangerte sich von 2 auf 4 Tagen und die des Stammes
H8-2-1 von 4 auf 6 Tage. Die logarithmische Wachstumsphase ging fir den Stamm H4-2-4 bel
einer Temperatur von 14 °C am Tag 6 in die stationdre Phase Uber, bel 10 °C war dieses Stadium
am Tag 9 erreicht. Der Stamm H8-2-1 erreichte diesen Punkt nach 8 bzw. 11 Tagen. Aus diesen
Ergebnissen resultieren die unter 2.2.3 beschriebenen Untersuchungszeitpunkte.

% 10,00 %
£ 2 100 gé
3 2 0w E E 0,10
oo ———tt—t—— S Yo s Sl
0 2 4 6 8 10 12 14
Zeit [Tage] Zeit [Tage]
H4-2-4 (14°C) H8-2-1 (14°C)
% 10,00 %
% 2 100 £ g 1,00
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Abb. 13 Wachstum der H. lugdunensisStdmme H4-2-4 und H8-2-1 in Abhéngigkeit von der Zet und
Temperatur (120 U/min, dunkel) (n=3)

Die Biomasse in der stationdren Phase unterschied sich nicht signifikant in Abhangigkeit von der
Temperatur, wobei der Stamm H82-1 mit rund 1,90 mg/mL eine etwas geringere Biomasse
aufwies a's H4-2-4 mit durchschnittlich 2,15 mg/mL.
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3.2.2 Beeinflussung der Biomasse unter Schwer metallstress

Wachstumsuntersuchungen zum Verhalten von H. lugdunensis unter Schwermetallstress wurden
bereits in voran gegangenen Arbeiten durchgefuhrt (Grof3, 2000). An dieser Stelle soll gezeigt
werden wie sich die Beastung mit Cd(ll) und Zn(ll) auf die Biomasseproduktion an den
definierten  Untersuchungs- bzw. Wachstumspunkten (Mitte logarithmischer Phase und
stationérer Phase) auswirkte. In Abb. 14 sind die Trockenmassen dargestelt.
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Abb. 14 Trockenmasse in der logarithmischen und stationdren Wachstumsphase der H. lugdunensis-
SammeH4-2-4und H8-2-1 unter Cd(I1)- und Zn(l1)-Stress (14 °C, 120 U/min, dunkel) (n > 5)

Deutlich sind die Unterschiede zwischen den Wachstumsphasen zu erkennen. In der stationéren
Phase war die Biomasse beider Stdmmen hoher. Hier war eine signifikante Verringerung der
Biomasse (P < 0,05) fur beide Stdmme erst ab 50 uM Cd(Il) zu beobachten im Gegensatz zur
logarithmischen Phase wo bereits 25 uM Cd(ll) eine signifikante Hemmung verursachte. Fur
Zink war die Inhibierung bem Stamm H4-2-4 es a 250uM Zn(ll) in beiden Phasen
sgnifikant, bet Stamm H8-2-1 war se in der logarithmischen Phase bereits bei 100 uM Zn(ll)
signifikant.

Die Verringerung der Biomasse betrug fur H4-2-4 in der logarithmische Phase 71 % fur 150 uM
Cd(Il) bzw. 54 % fur 350 uM Zn(Il) und in der stationdren Phase 51 % fir 150 uM Cd(I1) bzw.
49% fur 350 UM Zn(l1). Fir H82-1 betrug die Wachstumshemmung fir die logarithmische
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Phase 67 % bzw. 78 % und in der stationdren Phase 45 % bzw. 76 %. Die Rohdaten sind im
Anhang A (Tab. 1 und Tab. 2) dargestellt.

Der Stamm H4-2-4 aus dem beasteten Standort zeigte noch bei 500 uM Zn(I1) Wachstum (6 %
in der logarithmischen Phase bzw. 9% in der stationdren Phase in Bezug zur Kontrolle). Dies
war bei H8-2-1 nicht zu verzeichnen.

Es wird deutlich, dass die Veringerung der Biomasse bei maximaler Belastung fir den Stamm
H4-2-4 aus dem belasteten Standort durch Cd(I1) groRer ist ads durch Zn(ll). Fir den Stamm
H8-2-1 ist die Beeinflussung (Verringerung) der Biomasse durch Zn(11) stérker as durch Cd(1).

Der Biomasseverlust unter Schwermetallstress kann fir beide Stdmme mathematisch am besten
mittels quadratischer Gleichung beschrieben werden (Tab. 13).

Tab. 13 Mathematische Beschreibung des Biomassever lustes

Mathematische Funktion Regress onskoeffizient
Cadmium
H4-2-4 |ogarithmische Phase y =0,0148¢- 0,157x + 1,523 0,9924
H4-2-4 stationére Phase y = 0,0021%¢- 0,219 + 2,342 09823
H8-2-1 logarithmische Phase y = 0,0229¢- 0,651 + 1,183 0,9434
H8-2-1 stationére Phase y = 0,0672¢- 0,212x + 1,706 0,9485
Zink
H4-2-4 1ogarithmische Phase y = -0,081x%+ 0,296x + 1,286 0,9975
H4-2-4 stationdre Phase y = -0,109x%+ 0,431x + 1,453 0,9978
H8-2-1 logarithmische Phase y = -0,061x%+ 0,082x + 1,373 0,9897
H8-2-1 stationére Phase y = -0,112x2+ 0,339x + 1,682 09212

3.2.3 Vergleich des Biomassenverlustesin Abhangigkeit von der Temperatur

Hierbel sollte untersucht werden, ob die Temperatur (10 °C und 14 °C) einen Einfluss auf das
Wachstum von H. lugdunensis hat. Dazu wurden die Pilze wie unter 2.2 beschrieben angezogen
und die Trockenmasse in der logarithmischen Wachstumsphase bestimmt. Exemplarisch wurde
nur der Einfluss von Cadmium untersucht. Da der Stamm H82-1 im Gegensatz zum Stamm
H4-2-4 bei einer Temperatur von 10 °C nur ein Wachstum bis 50 uM Cd(ll) zeigte, konnten nur
Belastungen von 25uM und 50 uM betrachtet werden. In Tab. 14 sind die Mittelwerte der
Untersuchung dargestelt.

Die Verringerung der Biomasse bel einer Belastung mit 25 uM bzw. 50 uM Cd(I1) und einer
Anzuchtstemperatur von 10 °C betrug fur H4-2-4 41 % bzw. 57 % und fir H8-2-1 52 % bzw.
68 %. Im Gegensatz dazu verringerte sich das Wachstum bei 14 °C um 13 % und 29 % bzw.
29% und 40%. Die Signifikanzbestimmungen durch ANOVA ergaben fir die
Biomasseabnahme signifikante Verringerungen.
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Tab. 14 Einfluss der Temperatur auf den Biomasseverlust unter Cd(I1)-Belastung der H. lugdunensis-
Stdmme H4-2-4 und H8-2-1 in der logarithmischen Wachstumsphase (120 U/min, dunkd) (n =4
fur 10°Cund n=5fur 14 °C)

Trockenmasse [mg/mL] 10 °C Trockenmasse [mg/mL] 14 °C
Cd [uM] H4-2-4 H8-2-1 H4-2-4 H8-2-1
0 1,18+0,18 0,74+0,21 134+030 0,97 +0,20
25 0,70+ 0,10 0,36+ 0,06 116+0,19 0,69+0,24
50 0,50+ 0,08 0,23+ 0,05 0,95+ 0,20 0,58+0,21
Signifikanz (P) 0,0003 0,008 0,001 0,039

3.3 Vitalitatsunter suchungen

Als Parameter zur Bestimmung der Vitditéd wurde das Reduktionsvermégen der Dehydro-
genasen genutzt. Diese Methode ist in der Biologie bei Aktivitétsuntersuchungen an Zellkulturen
verbreitet (Bhupathirgu et d., 1999; DiMao und Shillito, 1989; Towdl und Mazur, 1975), wenn
keine Zdlzahl- (Bakterien, Hefen) oder Fluoreszenzmessungen (Pflanzen) mdglich sind.

In Abb. 15 igt die Beeinflussung der Vitditét durch Cd(I1) und Zn(ll) dargestellt. Dabei beziehen
sich dle Werte auf die Kontrolle, deren Extinktionswert in Bezug zur Trockenmasse bei jeder
Messung auf 100 % festgelegt wurde.

Unter den hier verwendeten Anzuchtsbedingungen konnte eine Veringerung der Vitditét
sowohl durch Cd(ll), as auch Zn(ll) in Abhangigkeit von der Schwermetalkonzentration
beobachtet werden. Dabel ist P fur die Cd(l1)-Werte = 0,012 und fur die Zn(l1)-Werte = 0,0001.

Ein sgnifikanter Unterschied zwischen den Wachstumsphasen konnte nicht beobachtet werden,
auch wenn der intrazeluldre Gehdt an Schwermetdl variierte (3.7.2). Jedoch scheinen
Unterschiede zwischen den beiden Stdmme in der logarithmischen Phase aufzutreten. So wurde
die Vitaita des Stammes H4-2-4 durch 25 uM Cd(I1) stérker verringert (auf 55 %) als das bel
H8-2-1 der Fall war (auf 84 %). Bel hohen Konzentrationen (150 uM) drehte sich dieses
Verhditnis um und der Stamm H82-1 zeigte mit 16 % eine deutlich geringere Vitaitét as der
Stamm H4-2-4 mit 345 %. Solche Unterschiede waren in der stationdren Phase fur Cd(l1) nicht
zu beobachten.

Unter niedrigen Zn(l1)-Konzentrationen war zu beobachten, dass die Vitditd&t von H4-2-4
weniger beeinflusst wurde as von H82-1, wobel der Vitaitétsanstieg beim Stamm H4-2-4 in
der stationdren Phase auf 118 % bemerkenswert ist. Bei einer 250 uM Zn(11)-Gabe wurde die
Vitditét von H4-2-4 auf ca. 53 % verringert. H8-2-1 zeigte eine Verminderung auf ca 42 %
wobei es keine Unterschiede zwischen den Wachstumsphasen gab. Bel einer Belastung mit
350 uM Zn(I1) betrug die Vitaitét beider Stdmme in beiden Phasen etwa 30 %.
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Abb. 15 Vitalitatsbestimmung mittels Triphenyl-TetrazoliumchloridMethode in der logarithmischen

und stationdren Wachstumsphase der H. lugdunensis-Stdmme H4-2-4 und H8-2-1 unter Cd(Il)-

und Zn(I1)-Belastung (14 °C, 120 U/min, dunkel) (n = 5)

3.3.1 Vitalitat in Abhéngigkeit von der Temperatur

Zusammenfassend ist festzustellen, dass Cd(I1) die Vitalitét stdrker herabsetzt as Zn(ll) Abb.
15, Anhang A Tab. 3 + 4).

Weiterhin sollte der Einfluss der Anzuchtstemperatur auf die Vitaitdt der Pilzstamme in der
logarithmischen Wachstumsphase geklart werden. In Tab. 15 sind die Daten zusammengefasst.

Tab. 15 Einfluss der Temperatur auf die Vitalitét der H. lugdunensis-Stdmme H4-2-4 und H8-2-1 unter

Cd(I1)-Belastung in der logarithmischen Wachstumsphase (120 U/min, dunkel) (n=4 fir 10°C
und n=5fir 14 °C)

Vitaita [Yied %] 10°C Vitaita [Yied %] 14 °C
Cd [uM] H4-2-4 H8-2-1 H4-2-4 H8-2-1
0 100 100 100 100
25 63,10+ 1301 66,18 + 14,44 54,95 + 13,87 8390+ 6,22
50 48,35+ 1390 53,65+ 18,28 4358+ 1341 70,89+ 15,82
Signifikanz (P) 0,0003 0,0024 0,0001 0,0001
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Fir den Stamm H4-2-4 zeigen sich unter diesen Bedingungen keine signifikanten Unterschiede
zwischen 10°C und 14°C (P=0,399 fur 25uM und P =0,618 fir 50 uM). Eine Temperatur-
erniedrigung um 4°C setzt die Vitdité um 21 % (25 uM) bzw. 24 % (50 uM) in Stamm H8-2-1
herab (P = 0,041 bzw. P=0,172).

3.4 Einflussder Schwermetalle Cd(l1) und Zn(l1) auf den Wasser gehalt

Beim Ermitteln des Verhdtnisses von Frischmasse zur Trockenmasse wurde beobachtet, dass
der Wassergehat von H. lugdunensis durch Erhthung der Schwermetallkonzentration gesenkt
wird (Abb. 16). Dies konnte ein weiteres Indiz fur die Vitalitét eines Organismus sein.

In den Kontrollansdtzen betrug das Frischmasse-zu-Trockenmasse-Verhdtnis fur H4-2-4 8,0 und
8,1 in der logarithmischen bzw. stationdren Wachstumsphase. Fir H8-2-1 waren es 8,4 bzw. 8,8.
Die Phasenunterschiede sind nicht signifikant.
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Abb. 16 Beeinflussung des Wassergehaltes in H. lugdunensis H4-2-4 und H8-2-1 durch Cd(ll)- und
Zn(I1)-Stressin der logarithmischen und stationdren Wachstumsphase (n = 5-14)
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Mit zunehmender Schwermetallkonzentration sinkt dieses Verhdltnis und betrégt fir den Stamm
H4-2-4 be ener 150 uM Cd(Il)-Belastung in der logarithmischen Phase nur noch 72 % und in
der stationdren Phase 69,5 % der Kontrolle. Fir den Stamm H8-2-1 sind es 75 % bzw. 70 %. Die
P-Werte dazu betragen P =0,0005 und P <0,0001 fir H4-2-4. Fir H8-2-1 ist P <0,0001 fur
beide Wachstumsphasen.

Auch fir Zn(I1) kénnen solche Effekte beobachtet werden, obwohl die prozentuae Abnahme bel
diesem Metal im Gegensatz zu Cd(I1) geringer ist. So betrug das Verhdltnis fir H4-2-4 in der
logarithmischen Phase bel einer 350 uM Belastung 86 % (P =0,026) und in der stationdren
Phase 73% (P <0,0001) der Kontrolle. Fir H82-1 sind es 78 bzw. 68 % (P =0,0359 bzw.
P <0,0001).

Der Wassergehat im Stamm H8-2-1 scheint unter Cd(l1) weniger beeinflusst zu werden as beim
Stamm H4-2-4. Fur Zn(11) lassen sich solche Tendenzen nicht beobachten.

Die Absolutwerte sind im Anhang A in Tab. 22 dargestellt.

3.5 Einflussder Schwermetalle Cd(l1) und Zn(Il) auf den pH-Wert im
Kulturmedium von H. lugdunensis

Da berichtet wird, dass unter Schwermetalstress einige Pilze Sauren ins Medium abgeben,
wurde der pH-Wert im Mediums ndher untersucht. Die Medien hatten vor der Inokultion einen
pH von 5,17 £ 0,12.

Nach Ernte der Pilze wurde eine Ansduerung des Mediums in den Kontrollen der beiden Stdmme
und Untersuchungszeiten gemessen. In den belasteten Proben trat ebenfalls eine Ansduerung auf
doch war diese geringer as in den Kontrollen. Weiterhin konnten keine dsgnifikanten
Verdnderungen in  Abhdngigkeit vom Schwermetall und dessen Konzentration festgestellt
werden, obwohl sich fur Cd(ll) nicht signifikante Tendenzen erkennen lielen. So war die
Ansduerung des Mediums mit zunehmender Konzentration geringer (Tab. 16). Fir Zink blieben
die pH-Werte unverdndert zur Kontrolle

Tab. 16 Untersuchungen zum pH-Wert in den Kulturmedien der H. lugdunensisStdamme H4-2-4 und
H8-2-1 unter Cd(l1)-Belastung (n = 3-5)

H4-2-4 H8-2-1
Log. Phase Stationére Phase Log. Phase Stationére Phase

reines Medium 517+0,120 517+ 0,120 517+0,120 5,17+ 0,120
Kontrolle 381+0,29 4,00+ 0,073 410+0,210 4,29+ 0,059
25 uM Cd(11) 423+0,014 4,27 + 0,006 4,34+0,085 4,20+ 0,080
50 uM Cd(ll) 4,25+ 0,028 424+ 0,026 452 +0,042 4,24+ 0,150
100 uM Cd(I1) 435+0,117 4,29+ 0,081 4,79+0,2210 445+ 0,224
150 uM Cd(Il) 5,07+0,313 4,78+ 0,618 4,91+0,380 5,14+ 0,569
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Die beiden Stamme zeigten in der Kontrolle in der stationéren Phase einen leicht hoheren pH-
Wert im Vergleich zur logarithmischen Phase. Belde Stdmme sauern das Medium  mit
zunehmender Cd(I1)-Konzentration, vor dlem bei 150 uM, weniger an.

3.6 Untersuchungen zur Zdlwandzusammensetzung

Organismen kommen in ihrer Umgebung mit Schadstoffen und Xenobiotika zuerst an ihrer
aul¥ersten Begrenzungsschicht in Bertihrung. Fir Pflanzen und Pilze ist dies die Zellwand. Da
fur H.lugdunensis keine Literaturdaten zur Zellwandzusammensetzung vorlagen, sollten im
Rahmen dieser Arbeit erste Untersuchungen durchgefihrt werden. Aullerdem stellte sich die
Frage, ob sich die Zelwandzusammensetzung von H. lugdunensis unter Schwermetallstress
verandert. Dazu wurde die lédichen Zuckerfraktionen bzw. Monosaccharidzusammensetzung
mittels Gaschromatographie (2.6.13) bestimmt (Abb. 17).
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Abb. 17 Gaschroamtogramm einer ungestressten H. lugdunensis Zdlwandfraktion

Aus diesem Chromatogramm wird deutlich, dass die Hauptbestandteile der Zellwand bei
H. lugdunensis Glucose, Gaaktose, Mannose und Glucuronsdure sind. Nur in sehr geringen
Konzentrationen kann N-A cetyl-Glucosamin, der Grundbaustein des Chitins, bestimmt werden.

Beide Stdmme wurden in der logarithmischen Wachstumsphase geerntet und untersucht.
Gestresst wurde exemplarisch mit 100 uM  Cd(ll) und 250 pM Zn(ll), Konzentrationen, die
biochemisch bereits ene dggnifikante Beeinflussung des Stoffwechsals  (Thiolmetabolismus)
bewirkten. In Tab. 17 sind die Zuckerhaufigkeiten dargestelIt.
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Tab. 17 Zusammensetzung der Zuckerfraktionen aus der Zellwand von H. lugdunensis H4-2-4 und
H8-2-1 in der logarithmischen Wachstumsphase unter Cd(ll)- und Zn(ll)-Belastung (n=4).
Signifikante Unter schiede zur Kontrolle (P <0,05) sind grau schattiert dar gestellt

H4-2-4 H8-2-1
Zuckeranteile [% Totalgewicht] Zuckeranteile[% Totalgewicht]

N-Acetyl- | Kontrolle 100 uM Cd 250 UM Zn Kontrolle 100 uM Cd 250 UM Zn
Glucosamin 3,00+0,14 3,79+123 306+054 3,07+097 327+104 3,36+ 0,63

Mannose 450+1,26 417+143 438+0,74 7,00+ 1,67 583+0,553 7,03+ 1,63

Glucuronséure| 845+ 1,76 556 + 1,66 8,66+ 1,45 960+ 204 7,60+ 0,88 8,24+ 182

Galaktose 1231+341 | 1494571 1284+069 || 2243+421 | 1923+325 | 1533+332

Glucose 3159+553 | 1725£605 | 3101+754 || 3677+705 | 3573+79 | 3046+590

Summe 59,85 45,71 59,95 78,87 71,66 64,42

Der Zuckeranteil der Zellwand in den Kontrollen beider Pilzsdmme lag zwischen 59,8 %
(H4-2-4) und 789% (H82-1). Die dsté&rksten Stammunterschiede sind im Mannose- und
Gaaktose-Antell zu finden. Im Stamm H4-2-4 wird unter Cd(l1)-Stress der Glucuronsaure- und
Glusose-Antell  der  Zdlwand ggnifikent um 34% bzw. 45% verringert. Auch  der
Gesamtzuckergehdt sinkt. Im Stamm H8-2-1 hingegen sind keine signifikanten Verénderungen
unter Cd(Il)-Belastung zu beobachten, obwohl auch hier der Glucuronsaure-Anteil um 21 %
gnkt. 250 uM  Zn(11) haben auf die Zuckerzusammensetzung der Zellwand des Stammes aus
dem belasteten Standort keinen Einfluss. Hingegen reagiert H82-1 mit ener sgnifikanten
Verringerung des Galaktose-Anteils um 32 %. Dies wirkte sich auch auf die Gesamtsumme aus,
die ebenfalls verringert wurde.

3.7 Akkumulations- und Biosor ptionsver mégen

Die Schadigung von Organismen durch Schwermetalle und somit auch die Biomasseproduktion
héngt vor alem von der aufgenommenen Metdlmenge ab, die dann im Stoffwechsel verfligbar
ist. Dieses Aufnahmevermtgen, im Weiteren ads Akkumulation bezeichnet, i von der
Biosorption der Metdle abhdngig. Die Metallaufnahme bel Pilzen ist ein biphasscher Prozess,
bestehend aus einem Stoffwechsd-unabhangigen (Biosorption) und Stoffwechsel-abhangigen
(Akkumulation) Schritt (Blackwell et a., 1995).

3.7.1 Biosorption

Die Menge an Schwermetall, die an der Zelwand Uber unterschiedlichste Mechanismen
gebunden wird - Biosorption - sollte bestimmt werden. Dazu wurden die PFilze wie unter 2.2 und
2.6.12 beschrieben angezogen und aufgeschlossen. In Abb. 18 ist das Biosorptionsverhaten der
H. lugdunensis-Stamme dargestellt.

Die Biosorption von Cd(ll) und Zn(ll) durch H. lugdunensis ist abhangig vom angebotenen
Metal sowie dessen Konzentration. Vor alem bei hoheren Metalkonzentrationen wird in der
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stationdren Wachstumsphase deutlich mehr Metall as in der logarithmischen Phase biosorbiert.
Dabei muss berlcksichtigt werden, dass zwischen den Kulturphasen Differenzen in der
Metdlexposition liegen (3 Tage bel Ernte in der logarithmischen Phase, 5 Tage bei Ernte in der
stationdren Phase). H4-2-4 biosorbiert bei einer Belastung mit 25 uM Cd(Il) 82 pmol/g TM in
der logarithmischen Phase bzw. 12,2 umol/g TM in der stationdren Phase. Bel einer Belastung
mit 150 uM Cd(ll) snd es 47,2 bzw. 66,9 umol/g TM. Das entspricht einem Anstieg um das
6fache bzw. 5,5fache.
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Abb. 18 Biosorption durch H. lugdunensis H4-2-4 und H8-2-1 in der logarithmischen und stationéren
Phase in Abhangigkeit von der Schwermetallkonzentration (14 °C, 120 U/min, dunkel) (n = 4
fur Cadmium; n =5fir Zink)

Auch Stamm H82-1 biosorbierte in der dationdren Phase unter hohen Schwermetall-
konzentrationen mehr Cd(I1) as in der logarithmischen Phase. Die Mittelwerte betrugen fir eine
Belastung mit 25 uM Cd(ll) 9,8 umol/g TM und 104 pmol/g TM und 39,1 bzw. 52,2 pmol/g
TM fir eine Belastung mit 150 pM Cd(11), was einen Anstieg um das 4- bzw. 5fache bedeutet.

Es kann festgestellt werden, dass der Stamm H4-2-4 bei héheren Cd(11)-Konzentrationen mehr
Schwermetall biosorbierte al's Stamm H8-2-1.

Die Wiederfindung fir Cd(I1) lag zwischen 85% und 110% und wurde mit berticksichtigt.
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Fur Zink lie}en sich dhnliche Tendenzen beobachten. So biosorbierte der Stamm H4-2-4 auch
hier mehr Metal as der Stamm H8-2-1. Einzige Differenz it der Wert fur 350 uM Zn(ll) in der
logarithmischen Phase, bei dem diese Tendenz nicht erkennbar ist. Man muss davon ausgehen,
dass hohe Standardabweichungen exakte Aussagen in diesem Bereich erschweren.

Der Stamm H4-2-4 biosorbiert bei einer Beastung mit 50 uM Zn(ll) 4,2 pmol/g TM in der
logarithmischen Phase und 3,2umol/g TM in der dationéren Phase, bei einer Belastung mit
350 uM 75,1 bzw. 97,4 umol/g TM. Das entspricht eéinem Angtieg um das 13,5 bzw. 30fache.
H8-2-1 biosorbierte 6,2 bzw. 4,1 ymol/lg TM be ener Bedastung mit 50 uM Zn(I1) und 83,3
bzw. 795umol/lg TM be ener Beastung mit 350 uM Zn(ll) in der logarithmischen bzw.
sationdren Phase, d.h., eine Steigerung um das 13,5 bzw. 19fache. Bel einer 350 uM Zn(ll)-
Exposition biosorbierte H8-2-1 in der stationdren Phase rund 20 % weniger Zn(Il) als H4-2-4.

Bel niedriger Zn(ll)-Belastung ist die Biosorption in der stationdren Phase bel beiden Stémmen
geringer ds in der logarithmischen Phase. Fir H82-1 trifft dies auch fir hohe zZn(Il)-
K onzentrationen zu.

Die Wiederfindungsraten fir Zn(11) lagen zwischen 71 % und 124 %.

Die mathematische Beschreibung der Biosorption in Abhangigkeit von der Cd(I1) und Zn(ll)-
Konzentration ist in Tab. 18 zusammengefasst.

Tab. 18 Mathematische Beschreibung des Biosorption durch H. lugdunensis in Abhéangigkeit von der
Schwer metallkonzentration

Mathematische Funktion Regressionskoeffizient R?
Cadmium
H4-2-4 logarithmische Phase y = 067372 + 10,551x + 4,4164 0,961
H4-2-4 stationére Phase y =2,1165x2 + 7,9516x + 1,6858 0,998
H8-2-1 |ogarithmische Phase y =-0,7404x2 + 12,895x — 1,451 0,967
H8-2-1 stationére Phase y =1,0871x2 + 7,3696x + 3,6475 0934
Zink
H4-2-4 |ogarithmische Phase y = 1,727 ™99 0,970
H4-2-4 stationére Phase y = 0,84724% 0,924
H8-2-1 logarithmische Phase y = 2,281e°920% 0,969
H8-2-1 stationére Phase y = 15150018 0,998

Entsprechend Volesky und Holan (1995) wurden keine direkten Kinetiken aufgenommen, da es
sich bei der Anzucht der Pilzstamme um eine wachsende Kultur handelte. Das bedeutet, dass das
Verhdtnis von Biomasse zu angebotenem Schwermetal standig variiert. Durch diesen Fakt
wéaren die Parameter, die zur Erdelung ener Biosorptionsisotherme nach Langmuir und
Freundlich eforderlich sind, variabe und die Kinetik mit Fehlern behaftet bzw. nicht
aussagekraftig und weiterhin nicht mit anderen Kinetiken vergleichbar.
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3.7.2 Akkumulation

Die Akkumulation, in diesem Fall gleichzusetzen mit dem intrazelluléren Gehdt an Schwer-
metall zeigte, wie auch die Biosorption eine Abhangigkeit von der Metalkonzentration und der
Expogdtions- bzw. Wachstumsdauer. In Abb. 19 ist das Akkumulationsverhaten beider Stémme
in Bezug auf Cd(ll) und Zn(ll) dargestellt. Es wird deutlich, dass beide Stémme eine hohere
Kapazitét in der Aufnahme von Zink zeigen. Aul}erdem nahmen sie in der stationdren Phase
sowohl mehr Cd(I1) asauch Zn(I1) auf.
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Abb. 19 Akkumulation von Cd(l1) und Zn(ll) durch die H. lugdunensisSédmme H4-2-4 und H8-2-1 in

der logarithmischen und stationaren Wachstumsphase (14 °C, 120 U/min, dunkel) (n = 4)
D Stamm H4-2-4 akkumulierte be ener Cd(l)-Konzentration von 25uM in der
logarithmischen Phase 3,20 umol/g TM und in der dationdren Phase 4,98 umol/g TM. Die
akkumulierte Menge erhthte sich mit steigender Konzentration und erreichte bel 150 uM
1956 umol/g TM bzw. 2232 umol/g TM, was einem Angieg um das 6 bzw. 45fache
entspricht. Im Gegensatz dazu akkumulierte der Stamm H82-1 4,09 umol/g TM  bzw.
6,23 umol/g TM be ene Bdastung mit 25 uM Cd(ll) und das 6,5fache (20,58 umol/g TM)
bzw. 5,5fache (27,1 umol/g TM) bei einer Belastung von 150 uM.
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Fur Zink wurden &hnliche Befunde gemessen. Beide Stdmme haben einen Grundgehat an
intrazeluldrem Zn(I1) von ewa 0,5 umol/g TM in der logarithmischen und 0,6 pumol/g TM in
der stationdren Wachstumsphase.

Be ener Beastung mit 50 uM Zn(ll) stieg dieser Gehdt bei H4-2-4 durchschnittlich auf
20,8 umol/g TM in der logarithmischen und 195 umol/g TM in der sationdren Phase an. Bei
dem Stamm H8-2-1 war en Anstiieg auf 16,1 bzw. 23,9 umol/g TM zu beobachten, wobe die
Unterschiede zwischen den beiden Stammen, aber auch den Wachstumsphasen nicht signifikant
waren. Erst bel hoheren Belastungskonzentrationen mit Zn(l1) wurden Unterschiede zwischen
den einzelnen Phasen, aber auch Stdmmen deutlich. So akkumulierte H4-2-4 bei ener 350 UM
Belastung 52,97 bzw. 70,8 umol/g TM und H82-1 88,1 bzw. 1453 umol/g TM. Das heil¥, dass
bei H4-2-4 die Akkumulation um das 2,5fache bzw. 3,5fache und fir H8-2-1 um das 5,5fache
bzw. 6fache ansteigt.

AuRBerdem wird deutlich, dass H82-1 bel ener Belastung mit 350 puM Zn(ll) in beiden
Wachstumsphasen etwa doppelt sovid Zn(11) akkumuliert wie H4-2-4.

Der Stamm H82-1 aus dem moderat belasteten Standort akkumulierte bel  hoheren
Schwermetalbelastungen  durchschnittlich mehr Cd(ll) und Zn(ll), wohingegen der Stamm
H4-2-4 mehr Metall biosorbierte.

Tab. 19 Mathematische Beschreibung des Akkumulation durch H. lugdunensis in Abhéngigkeit von der
Schwer metallkonzentration

Mathematische Funktion Regressionskoeffizient R?
Cadmium
H4-2-4 1ogarithmische Phase y = 2,7548x2 - 8,7243x + 9,7768 0,9558
H4-2-4 stationére Phase y = 1,3540x2 - 1,0883x + 4,8628 0,9975
H8-2-1 |ogarithmische Phase y =2,3877x2 - 6,6530x + 8,7570 0,9878
H8-2-1 stationére Phase y = 2,8612x2 - 7,3493x + 10,710 1,000
Zink
H4-2-4 |ogarithmische Phase y =17,109 g 9115 0,8988
H4-2-4 stationare Phase y = 13698 e 0:4°18 09176
H8-2-1 logarithmische Phase y =10,201 e 02543 0,9793
H8-2-1 stationare Phase y =13219¢ 0043 09415

Mathematisch last sich die Akkumulation von Cd(l1) gut mittels quadratischer Gleichung und
far Zn(I1) exponentiell beschreiben. Zur Berechnung der exponentiellen Werte wurden die Werte
der Kontrolle nicht mit einbezogen. Die Regressonskoeffizienten fur Zn(ll) zeigen, dass die
Naherung nicht optimal ist. Das konnte daran liegen, dass bei hohen Metalkonzentrationen, wie
Zu erwarten, bereits eine Séttigung zu beobachten war.
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3.7.3 Biosorption und Akkumulation in Abhangigkeit von der Temperatur

Physikalisch gesehen ist die Biosorption, eine Form der Adsorption, von der Temperatur
abhdngig. In der Literatur sind jedoch sowohl temperaturabhdngige as auch temperaturun-
abhéngige Biosorptions- und Akkumulationsvorgdnge bei verschiedenen Organismen (meist
pilzlichen Ursprungs) beschrieben (Blackwell et d., 1995). Deswegen war fir die
H. lugdunensis-Stdmme eine Einschdtizung der Biosorption und Akkumulation in Abhéngigkeit
von der Temperatur sinnvoll. In Tab. 20 sind die Werte fur die Biosorption und Akkumulation
von Cd(l) bel ener Belastung von 25puM und 50 puM fir die beiden untersuchten Stémme
dargestellt.

Fur H. lugdunensis liegt eine Abhangigkeit der Biosorption und Akkumulation von der
Temperatur vor, wobel die Biosorption stérker durch eine Temperatursteigerung um 4°C
vermindert, ds die Akkumulation erhéht wird.

H4-2-4 biosorbiert bei 10 °C und einer Belastung mit 25 pM Cd(I1) 1,5ma (P =0,004) und bel
einer Belastung mit 50 uM Cd(ll) 2ma (P =0,0004) mehr Metdl as bei 14 °C. Auch bel H8-2-1
ig die Biosorption bel niedrigerer Temperatur um das 1,5 (P =0,02) bzw. 2fache (P =0,04)
erhoht.

Tab. 20 Biosorption und Akkumulation von Cd(l1) durch die H. lugdunensis-Stdmme H4-2-4 und H8-2-1
in der logarithmischen Wachstumsphase unter unterschiedlichen Anzuchtstemperaturen
(120 U/min, dunkel) (n=3fir 10 °C und n=4fir 15 °C)

Biosorption [umol/g TM] Akkumulation [umol/g TM]
10°C 14°C 10°C 14°C
H4-2-4
25uM Cd(ll) 12,63+ 0,65 821+1,39 3,00+ 0,15 320+ 0,61
50 uM Cd(I1) 33,63+2,66 1517+ 2,95 3,80+0,28 516+ 0,99
H8-2-1
25uM Cd(ll) 1435+ 1,13 9,85+ 217 4,06+ 0,40 4,90+0,78
50 uM Cd(Il) 43,15+ 1345 23,94+ 4,93 421+063 587+121

Die Akkumulation as Prozess, dar vom Stoffwechsd abhangig ist, wird weniger stark
beeinflusst. Dabel ist hier zu erkennen, dass eine Erhdhung der Temperatur um 4°C die
Aufnahme steigert. So stieg fur H4-2-4 die Aufnahme um 7% (P = 0,6) bei 25 uM und 35 % bei
50 uM Cd(I)-Belastung (P = 0,07) und be H82-1 um 21% (P = 0,15) bzw. 39 % (P =0,09)
nicht sgnifikant an.

Zu beabachten ist, dass H8-2-1 bel diesen Metalkonzentrationen sowohl mehr Cd(I1) biosorbiert
as auch akkumuliert, was moglicherweise auch die Ursache fir den stérkeren Biomasseverlust
sein konnte (siehe 3.2.3).
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3.8 Untersuchungen zum Thiolstoffwechsal unter Cd(l1) und Zn(l1)-
Belastung

3.8.1 Beeinflussung des Sulfat-Gehaltes

Als Ausgangsmetabolit fir den Schwefelstoffwechsel kann Sulfat angesehen werden. Durch
Sulfatassmilation werden daraus weitere Metabolite (Cystein, Sulfid, g-Glutamylcystein etc.)
gynthetisert, die in der Schwermetaldetoxifikation eine grole Rolle spiden. Aus diessm Grund
wurde untersucht, ob dch der Gehdt an intrazdlulden Sulfat durch Einwirkung von
Schwermetallen beeinflussen lasst. Dabei stand fur die Organismen nur das im Komplexmedium
(2.2.2) vorhandende Sulfat, welches durchschnittlich zwischen 0,16 und 0,20 pmol/mL  betrug,
zur Verfligung.

In Abb. 20 ist der intrazellulére Sulfatgehdt der H. lugdunensis-Stdmmen unter Schwermetall-
belastung in den einzelnen Wachstumsphasen dargestellt.
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Abb. 20 Sulfat-Gehalt von H. lugdunensis H4-2-4 und H8-2-1 unter Cd(I1)- und Zn(ll)-Stress in der
logarithmischen und stationdren Wachstumsphase (14 °C, 120 U/min, dunkel) (n = 5-6)

Es zeigt sich, dass die Beastung mit geringeren Cd(l1)-Konzentrationen in der logarithmischen

Wachstumsphase zuerst zu einem Anstieg des Sulfats, bel hdheren Konzentrationen hingegen zu

einem drastischen Abfal fuhrt. Dabel steigt der Gehalt an Sulfat bel einer Belastung mit 50 uM

Cd(ll) far H4-2-4 von 92 auf 263umo/gTM (P=0,046) und fir H82-1 von 20,2 auf
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309 umal/gTM (P = 0,044) an. Be einer Belastung mit 150 uM Cd(ll) sank der Sulfatgehalt
jedoch drastisch, wobei fur den Stamm H4-2-4 nur noch 2,0 umol/g TM (P = 0,038) und flr den
Stamm H8-2-1 3,6 umoal/g TM (P = 0,0001) messbar waren.

In der dationdren Phase war eine kontinuierliche Abnahme des Sulfatgehdtes in beiden
Stdmmen zu beobachten. Dabel sank der Sulfatgehdt bis zu einer Belastung von 150 uM Cd(1l)
be H4-2-4 von 74 auf 08 pma/gTM (P = 0,001) und bei H8-2-1 von 185 auf 0,9 umol/g T™M
(P = 0,005) ab. Die Rohdaten sind in Anhang A Tab. 9 zusammengefasst.

Fur Zn(Il) war unter den hier gefihrten Versuchsbedingungen eine kontinuierliche, fast lineare
Abnahme des Gehaltes an Sulfat in der logarithmischen Phase fir beide Stdmme zu beobachten.
Fur H4-2-4 bedeutete dies eine Abnahme von 16,6 auf 8,9 umol/g TM bel einer 350 uM Zn(l1)-
Belastung, was etwa 54 % entspricht. Der Stamm H82-1 zeigt eine Veringerung des
Sulfatgehdtes von 21,7 auf 80umo/gTM. Das entspricht 37% der Kontrolle. In der
stationdren Phase kommt es zuerst zu einer drastischen Abnahme des Sulfats in den Zellen,
wobel bei H4-2-4 der Gehdt an Sulfat bis zu einer Belastung von 250 uM auf 1,97 umol/g TM
snkt und dann be 350 uM auf 53 umol/g TM angeigt und bis 500 uM auf 4,3 umol/lg TM
wieder sinkt. Auch der Stamm H82-1 zeigt diese Fluktuation. Dabel ereicht er bereits bel
100 uM Zn(I1)-Bdastung ein Minimum an Sulfat in den Zellen (0,6 umol/g TM) und steigt dann
wieder bis auf 5,8 umol/g TM bel 350 uM Belastung an.

Eine mathematische Nadherung zur Beschreibung der Sulfatgehalte stellte sich als schwierig
heraus.

Exemplarisch wurden die Sulfaigehdte in den Medien kontrolliert, wobel unabhédngig vom
Stamm und der Wachstumsdauer bei Cd(l11)- und Zn(ll)-Belastung eine Verringerung der schon
sehr geringen Sulfatgehalte beobachtet werden konnte. Bel hdheren Zn(11)-Konzentrationen stieg
der Sulfatgehdt, moglicherweise aufgrund des verringerten Wachstums, wieder langsam an
(nicht dargestellt).

Nahrlésungen der sationdren Phase des Kontrollansatzes zeigten geringere Sulfatgehdte als
Medien der logarithmische Phase.

Deutlich sichtbar werden bel den unbelasteten Proben die Unterschiede in den Sulfatgehalten
zwischen den einzelnen Phasen und zwischen den einzelnen Stdmmen. Der Stamm H4-2-4, aus
dem belasteten Standort mit hohen Sulfatgehaten, wies enen geringeren intrazelluldren
Sulfatgehalt auf. Die Kontrollen des Cd(ll)- und Zn(ll)-Ansatzes zeigen unterschiedliche
Sulfatgehalte, was moglicherweise auf einen Biorhythmus (auch im Wachstum) zurtickgefihrt
werden muss.

3.8.2 Cystein und g-Glutamylcysteingehalte

Die thiolhdtige Aminosdure Cystein selt einen Endpunkt der assimilatorischen Sulfatreduktion
und einen Ausgangspunkt fur die Synthese von Thiolpeptiden dar. Durch die Kondensation von
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Cysein mit L-Glutaminsdure (kataysiert durch g-Glutamylcystein-Synthetase; gECS) entsteht
gGlutamylcystein  (g-EC). Dieses Thioldipeptid it bereits zur Schwermetallkomplexierung in
der Lage. Wichtiger jedoch ist die Bedeutung von Cystein und gEC as Prakursoren fir die
Synthese von Glutathion. In Abb. 21 ist der Cysteingehalt in den untersuchten Pilzstémmen
unter den hier verwendeten L aborbedingungen dargestellt.
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Abb. 21 Cystein-Gehalt von H. lugdunensissStamm H4-2-4 und H8-2-1 unter Cd(l1)- und Zn(l1)-Stressin
der logarithmischen und stationaren Wachstumsphase (14 °C, 120 U/min, dunkel) (n = 4-6)

Der Cygeingehdt in den Rilzkulturen wird bereits ab einer Cadmiumkonzentration von 25 uM
sgnifikant erhoht (P =0,001-0,004 fur beide Stédmme und Phasen). So steigt der Gehdt an
Cygein von 05 pmol/gTM beim Stamm H4-2-4 in der logarithmischen Phase auf maxima
166 umol/gTM bel ener Beastung mit 150 pM Cd(ll) an, was einem Anstieg von 330 %
entspricht. In der stationdren Phase war der Anstieg bei hohen Belastungen sogar noch grof3er
(550 %). Dies ist jedoch auch einer geringeren Ausgangskonzentration geschuldet. In H8-2-1
stieg der Cysteingehdt um 375 % in der logarithmischen und um 650 % in der stationdren Phase
an. Unter diesen Versuchsbedingungen zeigte H8-2-1 jedoch von Anfang an einen geringeren
Cysteingehdt, was prozentual einen stérkeren Anstieg verursachte. Dabei stieg der Gehat von
0,42 auf 2,00 umal/g TM bzw. von 0,22 auf 1,67 umol/g TM bei einer 150 uM Belastung an.
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Durch Zink it der Cysteinpool in H. lugdunensis induzierbar. So steigt beim Stamm H4-2-4 der
Gehdt von 023 auf 1,99 pmol/gTM bzw. von 0,17 auf 0,91 pumol/g TM (logarithmische und
sationdére Phase, 350 UM Zink) und ist durch 500 uM noch weiter induzierbar. Der Anstieg ist
ab ene Konzentration von 100 uM (logarithmische Phase) bzw. 250 uM (stationdre Phase)
signifikant. Fir H8-2-1 ist der Angtieg in beiden Phasen erst ab 250 uM sgnifikant. Dabel steigt
die intrazdlulére Cysteinkonzentration von der Kontrolle bis zu einer 350 uM Belastung von
0,43 auf 1,39 umal/g TM bzw. 0,39 auf 1,03 umol/g TM (logarithmische bzw. stationére Phase).

Neben Cystein ist auch g-Glutamylcystein @EC) ein Prékursor des Glutathions. In Abb. 22 snd
die Daten der Beeinflussung des g-EC in H. lugdunensis durch Cd(I1) und Zn(ll) zusammen
gefasst.
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Abb. 22 g-Glutamylcystein-Gehalte von H. lugdunensis H4-2-4 und H8-2-1 unter Cd(I1)- und Zn(ll)-

(Sntrjo;s) in der logarithmischen und stationdren Wachstumsphase (14°C, 120 U/min, dunkel)
Auch gEC wird in beiden H. lugdunensis-Stammen ebenso wie Cystein sowohl durch Cd(ll) as
auch durch Zn(ll) induziert. Dabei stieg der Gehat an g-EC in H4-2-4 bei Cd(I1)-Belastung von
012 ymal/g TM bereits bei 25 uM auf 099 pmol/gTM an, was etwa dem 85fachen der
Kontrolle entspricht. Bel 150 uM  Schwermetallgabe erreichte der Wert 24 umal/g TM. Die
Gehalte in der stationdren Phase liegen deutlich unter denen in der logarithmischen. Der Stamm
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H4-2-4 erreichte bei 25 uM nur 0,27 umal/gTM und be 150 pM 14 umol/g TM. Wiederum
zeigte H8-2-1 in der stationdren Phase eine verringerte Reaktion, wobei auch hier ein geringerer
Angtieg as be H4-2-4 zu beobachten war. So konnte eine Erhohung des gEC-Gehdtes von
013 umal/gTM auf 1,6 pumol/gTM in der logarithmischen Phase be 150 uM Cd(I1) ermittelt
werden. In der stationdren Phase wurde ein Anstieg von 0,11 umol/g TM auf 0,74 umol/g TM
gemessen. Das heifdt, dass genau wie bei H4-2-4 bei der htchsten Cd(l1)-Konzentration in der
stationédren Phase nur die Halfte an g-EC messbar war. Fir ale Werte-Paare gilt P £ 0,025.

Zink ruft in beiden H. lugdunensis-Stémmen eine Induktion des g EC-Pools hervor, wobel erst
a ener Konzentration von 250 uM dgnifikante Verdnderungen gemessen wurden. Hierbel
werden auch die Unterschiede zwischen den einzelnen Wachstumsphasen deutlich. So war in der
stationdren Phase weniger messbar als in der logarithmischen. Ein Anstieg um das 6,7fache (von
0,10 auf 0,68 umol/gTM) konnte bei H4-2-4 in der logarithmischen Phase [250 uM Zn(l1)]
bestimmt werden. Bei 350 uM Zn(I1) wurde das 19,5fache gemessen. In der stationdren Phase
wurde nur eine Induktion um das 4,5 bzw. 5fache gemessen. Im Gegensatz dazu erreichte die
Induktion bel H82-1 in der logarithmischen Phase nur das 2- bzw. 4,5fache in der
logarithmischen Phase bel 250 uM bzw. 350 uM  Zn(ll) (von 0,11 umol/g TM Uber 0,30 auf
0,62 pmol/g TM) und in der stationdren Phase das 1,5fache bzw. 3,5fache (von 0,13 umol/g TM
Uber 0,18 auf 0,43 pmal/g TM).

3.8.3 Glutathiongehalte (oxidiert und reduziert)

Glutathion erfillt eine wichtige Rolle bel der Xenobiotika- und Schwermetaldetoxifizierung.
Aufgrund seiner Thiolgruppe kann es sdlbst Schwermetalle binden, aber auch als Vorstufe fir
weitere schwermetallbindende Komplexe angesehen werden.

Die Bedimmung des Gesamtglutathions erfolgte sowohl durch Derivatiserung mit
Monobrombiman (2.6.6) as auch enzymatisch (2.6.5). Der Gehat an reduziertem GSH wurde
durch Subtraktion des oxidierten Glutathions (GSSG) kakuliert. Ein Vergleich beider Methoden
wurden bereits von Berlich (1998) durchgefuhrt. Es konnte festgestellt werden, dass die
enzymatische Bestimmung in der Regel etwas hthere Werte lieferte ds die Fuoreszenz-
bestimmung. Der prozentuale Angtieg zeigte jedoch keine signifikanten Verénderungen.

3.8.3.1 Reduzertes Glutathion (GSH)

Der aguatische Hyphomycet H. lugdunensis zeigte unter den hier verwendeten
Laborbedingungen enen sehr hohen Grundlevel an Glutathion (GSH) im Gegensatiz zu seinen
Prékursoren. Er betrug in der Kontrolle je nach Versuchsrethen und Wachstumsphase zwischen
5,3 und 97 pmol/g TM (H4-2-4) bzw. 6,6 und 8,7 umol/g TM (H8-2-1).

Wie bereits sdne Vorstufen, Cystein und gEC, konnte auch der Glutathiongehdt in
H. lugdunensis sowohl durch Cd(l1) as auch Zn(ll) in Abhdngigkeit vom Stamm, der
Konzentration und Wachstumsphase induziert werden. Dabei erfolgten die Anstiege weniger
dragtisch. Die Daten sind in Abb. 23 zusammengefasst. Der GSH-Gehalt fur H4-2-4 stieg in der
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logarithmischen Phase um 87 % von 9,5 auf 17,8 umol/gTM be 25 uM Cd(ll)-Zugabe. Bis zu
ener Beastung mit 150 uM erhthte sich diessr Wert weiter auf 22,6 ymol/g TM. In der
sationdren Phase war Uber die gesamte Konzentrationsbreite nur en Ansieg bis
152 umol/g TM zu verzeichnen, wobe mit einem P-Wert £ 0,002 ale Werte beider Phasen von
der Kontrolle signifikant verschieden waren.

H8-2-1 reagierte dhnlich. So stieg in der logarithmischen Phase der GSH-Gehdt von 8,1 auf
maxima 258 umol/g TM an (150 uM). In der stationéren Phase war eine Steigerung von 8,7 auf
16,1 umol/g TM bei dieser Konzentration zu verzeichnen, wobel hier der Anstieg erst ab 50 uM
signifikant war.
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Abb. 23 Glutathion-Gehalte (GSH) von H. lugdunensis H4-2-4 und H8-2-1 unter Cd(I1)- und Zn(ll)-

(Bnelzagt)ung in der logarithmischen und stationéren Wachstumsphase (14 °C, 120 U/min, dunkel)
Unter Zn(Il)-Belastung kam es, wie bei Cystein und gEC, erst ab einer Konzentration von
250 UM zu ene sgnifikanten Induktion (P =0,01) des GSH-Gehaltes. Dabei stieg der Gehalt fir
H4-2-4 in der logarithmischen Phase um 140 % von 54 pmol/g TM auf 12,9 umol/g TM und
ereichte be 500 pmolarer Belastung 29,6 umol/g TM. In der dationdren Phase waren es
6,0 (250 uM) 12,0 (350 uM) bzw. 40,3 pmol/g TM (500 pM).
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Der Stamm H8-2-1 zeigte in der logarithmischen Phase einen Anstieg bis zu 592 % (P < 0,0001)
be 350 uM Beastung (von 6,6 auf 45,7 umol/g TM). In der stationdren Phase waren es nur
75 % bei gleicher Konzentration (7,7 auf 13,5 umol/g TM).

3.8.3.2 Oxidiertes Glutathion (GSSG)

Eine Aussage Uber den Redoxstatus und somit den Stresszustand einer Zelle lasst sich neben
dem reduzierten Glutathion auch Uber das oxidierte Glutathion (GSSG) und das Verhdtnis von
GSH/GSSG treffen. In Abb. 24 sind die Angtiege der GSSG-Gehalte unter Cd(11)- und Zn(l1)-
Belastung graphisch dargestellt.
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Abb. 24 Oxidierte Glutathion-Gehalte (GSSG) von H. lugdunensis H4-2-4 und H8-2-1 unter Cd(l1)- und
Zn(l)-Belastung in der logarithmischen und stationdaren Wachstumsphase (14 °C, 120 U/min,
dunké) (n =4 flr Cadmium; n=5flr Zink)

Es zeigt sich, dass der Gehdt an GSSG ebenfals wie das GSH einer Hochregulierung sowohl
durch Cd(ll) als auch durch Zn(ll) unterliegt. Dabei kann wiederum eine Wachstumsphasen
abhangigkeit beobachtet werden. So stieg der GSSG-Gehdt bei H4-2-4 in der logarithmischen
Phase von 0,33 in der Kontrolle auf 1,22 ymal/gTM be einer Belastung mit 150 uM Cd(ll)
kontinuierlich an (P =0,0006) wobei die Anstiege ab 100 uM signifikant waren. Dies entspricht
ener Erhdhung um 270 %. In der stationdéren Phase konnte ein Anstieg um 230 % (von 0,27 auf
0,90 ymol/g TM) verzeichnet werden. Fir den Stamm H8-2-1 wurde in der logarithmischen
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Phase en Ansieg von 048 auf 1,14 ymo/gTM (148%) andysert. Hier lag der P-Wert
aufgrund der relativ hohen Standardabweichungen bei 0,095.

Auch in der dationdren Phase war der Angtieg nach ANOVA nicht signifikant (P =0,091),
obwohl ene Erhéhung von 0,22 auf 043 umol/gTM ermittelt werden konnte, was enem
Anstieg von 93 % entspricht.

Zn(ll) as essentidlles Element fuhrt in hohen Konzentrationen ebenfals zu einem Angtieg des
intrazelluléren GSSG-Gehdtes. Dabel stieg der Gehdt von 0,27 umol/g TM bel der Kontrolle
auf 146 (3B0uM) bzw. 295 uma/gTM (500 uM) in H4-2-4 an. Bereits be niedrigen
Konzentrationen konnte in der logarithmischen Phase ein, wenn auch nicht signifikanter (P>0,5)
Anstieg, beobachtet werden. Im Gegensatz dazu wurde in der stationdren Phase kein Anstieg des
GSSG-Gehaltes in den unteren Konzentrationen gemessen. Erst bei einer Belastung mit 250 uM
war eine Erhthung um 48 % messbar und erst ab 350 uM Zn(ll)-Belastung war dieser Anstieg
signifikant. FUr die gesamte Messreihe betrug der P-Wert nach ANOV A-Analyse 0,0001.

Fir den Stamm H82-1 wurde in der logarithmischen Phase ebenfalls bei den niedrigen
Konzentrationen eine Induktion beobachtet, die ab 100uM Zn(ll) bereits signifikant war
(P<0,001 fir die gesamte Messreihe). So stieg die GSSG-Konzentration von 0,28 Uber 0,84
(100 uM) auf 1,98 umol/g TM bei einer 350 UM Belastung. Wie in vorangegangenen Befunden
war auch hier die Reaktion in der stationdren Phase geringer. So war nur eine Steigerung des
GSSG-Gehaltes um 32% (0,32 pmol/g TM, 100 uM), 226 % (0,80 umal/g TM, 250 uM) bzw.
356 % (1,12 pmol/g TM) messbar (P = 0,0019).

Die Rohdaten sind im Anhang in Tabelle 17 und 18 dargestellt.

3.8.3.3 GSH:GSSG-Verhéltnis

Neben den einzenen Glutathionspezies wurde auch des Verhdltnis untereinander verglichen.
Aufgrund der geringen GSSG-Werte wurden die Mittelwerte dler Messreihen in  die
Berechnungen einbezogen, da es sonst zu sehr hohen Standardabwei chungen gekommen wére.

Die Ergebnisse sindin Tab. 21 zusammengefasst.

Unter Cd(I1)-Einfluss wurde neben dem Angieg von GSH und GSSG auch en Angieg des
GSH:.GSSG-Verhdltnisses bel 25 uM Cd(Il) fir beide Phasen und Stdmme ermittelt. Fir die
folgenden Konzentrationen war dann jedoch eine fast kontinuierliche Abnahme zu verzeichnen,
die fir H4-2-4 etwa der Hafte des Ausgangswertes und fir H8-2-1 etwa den Ausgangswert
ereichte. Fur Zn(ll) nahm das Verhdtnis mit einigen Ausnahmen fast kontinuierlich in beiden
Stdmmen und Phasen ab.

Das GSH:GSSG-Verhdtnis zwischen der logarithmischen und stationdrer Wachstumsphase in
der Kontrolle weist deutliche Unterschiede auf. In der stationdren Phase wurden héhere Werte
ermittelt asin der logarithmischen Phase.
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Tab. 21 GSH/GSSGVerhdltnisder H. lugdunensisStamme H4-2-4 und H8-2-1 unter Zn(ll)- und Cd(ll)-
Belastung (Ermittelt durch Division der erhaltenen GSH- und GSSG-Mittelwerte)

H4-2-4 H8-2-1
Log. Phase Stationdre Phase Log. Phase Stationdre Phase

Kontrolle 289 36,0 17,6 394
25 uM Cd(11) 50,9 403 312 409
50 uM Cd(1l) 40,1 20,1 229 41,1
100 uM Cd(I1) 294 15,6 251 495
150 uM Cd(I1) 185 16,9 27 374

Kontrolle 197 41 24,8 315
50 uM Zn(11) 171 368 116 238
100 pM Zn(11) 133 335 7.7 208
250 uM Zn(11) 114 26,1 99 74
350 uM Zn(Il) 14,6 29 231 121
500 uM Zn(I1) 101 31,7

3.8.4 Einflussder Anzuchtstemperatur auf Thiolgehalte unter Cd(l1)- Stress

Es wurde untersucht, inwieweit die Thiolgehate durch verschiedene Temperaturen beeinflusst
werden. In Tab. 22 sind diese Werte vergleichend zusammengestdlit.

Ein Temperaturanstieg um 4 °C erhdhte den Thiolpool (GSH, GSSG, Cysein, gEC) in beiden
St&mmen bereits in den Kontrollversuchen. Dabei anderte sich das GSH:GSSG-Verhdtnis in
H4-2-4 kaum (10°C: 31, 14°C: 29). Auch bei moderater Cd(I1)-Belastung (25 uM) ist keine
Verschiebung im GSH:GSSG-Verhdtnis zu beobachten (10°C. 59,7; 14°C. 50,9). Erst ab
50 uM kommt es bei niedrigeren Temperaturen zu einem Anstieg, wohingegen bei der htheren
Temperatur das Verhdltnis wieder geringer wird (10 °C: 63,4; 14 °C: 33,9).

In H82-1 andert sich das GSH:GSSG-Verhdtnis stérker (10 °C:. 52; 14 °C: 18), wobel diese
Diskrepanz bei den weiterhin untersuchten Cd(I1)-Konzentrationen erhaten bleibt.

Fur die einzelnen Thiolspezies @ndert sich die Tendenz des prozentuaen Anstieges haufig nicht
drastisch bzw. dgnifikant. So steigt beispidsweise des GSH-Gehdt in H4-2-4 be 10°C um
160 % und be 14 °C um 110 % von der Kontrolle bis zu einer 50 uM Belastung an. Fir GSSG
snd esin diesem Fall 28 % bzw. 78 %.

Bemerkenswerte Unterschiede zeigt nur Stamm H4-2-4 im Cygein- und g-EC-Pool. Da betragt
der Anstieg bei 10 °C 540 % (Cystein) bzw. 458 % (g-EC) und bei 14 °C 142 % (Cystein) bzw.
800% (0EC). Dies lasst jedoch keine Temperaturtendenz erkennen, da die Werte gegenlaufig
sind.
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Tab. 22 Einfluss der Temperatur (14°C, 10°C) auf den Thiolpool (GSH, GSSG, Cydein, g-EC) der
H.lugdunensisSdmme H4-2-4 und H8-2-1 in der logarithmischen Wachstumsphase und
Cd(I1)-Stress (n = 4)

GSH [pmoal/g TM] GSSG [pmol/g TM]
10°C 14°C 10°C 14°C
H4-2-4
Kontralle 556+ 164 954+ 092 0,18+ 0,06 033+004
25uM Cd(I1) 1253+ 1,59 1783+ 295 0,21+0,05 035+0,08
50 uM Cd(I1) 1459+ 2,01 20,03+391 0,23+0,03 059+0,13
P (ANOVA) 0,0001 0,0014 0,130 0,005
H8-2-1
Kontralle 568+ 0,58 805+ 248 0,11+0,01 046+ 0,20
25uM Cd(I1) 8,13+ 0,55 1544+ 2,09 0,13+0,02 049+004
50 uM Cd(I1) 8,88+ 1,69 1822+ 234 0,15+0,02 0,79+0,36
P (ANOVA) 0,0058 0,0004 0,020 0,1525
Cystein [umol/g TM] g-EC [umol/g TM]
10°C 14°C 10°C 14°C
H4-2-4
Kontralle 0,22 +0,06 0,50+ 0,06 0,12+ 0,05 0,12+ 0,06
25 uM Cd(I1) 097+0,30 1,18+ 0,26 045+0,15 099+034
50 uM Cd(ll) 141+044 121+022 0,67+0,23 1,08+ 0,46
P (ANOVA) 0,0013 0,001 0,003 0,005
H8-2-1
Kontralle 0,20+ 0,02 042+0,23 0,08+ 0,01 0,13+0,08
25uM Cd(I1) 0,32+ 0,06 0,87+0,16 0,10+0,03 029+0,14
50 uM Cd(I1) 045+ 0,05 097+0,26 0,21+0,06 039+015
P (ANOVA) 0,0001 0,0144 0,0023 <0,0001

3.8.5 Untersuchungen zur Transkriptakkumulation der Glutathion-Synthetase

Neben den Endprodukten des Thiolstoffwechseals sollte die Beeinflussung einiger Enzyme des
GSH-Syntheseweges auf RNA-Ebene in ersten Ansdtzen untersucht werden. Neben der
g-Glutamylcysteinsynthetase (ECS EC 6.322) <ollte die Glutathionsynthetase naher
betrachten werden. Am Anfang stand die Herstellung einer geeigneten Sonde. Durch die
geringen Sequenzhomologien gelang es im Rahmen dieser Arbeit nicht, fir die gECS ene
Sequenzinformation und somit eine Sonde zu erhalten (sehe Anhang B).

Fir die Glutathionsynthetase konnte aus H. lugdunensis H4-2-4 ein 785 bp-Fragment ermittelt
und in die GeneBank-Datenbank (AY 297429) eingestellt werden (siehe Anhang B 3.). Es zeigte
in seiner Sequenz trandatiert Homologien (52%) zu einem hypothetischen Protein aus N. crassa

(EAA33767.1). Weterhin  wurden  Sequenzhomologien  zur  Glutathionsynthetase  im
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Afrikanischen Krallenfrosch Xenopus laevis (P35668) (43 %), zur Glutathionsynthetase in
S. pombe (AAL41009.1| AF448236 1) (37 %), einigen Proteinen aus Drosophila melanogaster
und zu weiteren Glutathionsynthetasen mit geringerer Homol ogie gefunden.

Dieses Fragment wurde als Sonde eingesetzt um zu untersuchen, ob das Enzym auf RNA-Ebene
durch unterschiedlichste Schwermetalle und Konzentrationen in beiden Stdmmen beeinflusst
wird (Abb. 25). Als Bezugspunkt zur Ermittlung der Transkriptakkumulation wurde rRNA as
Beladungskontrolle eingesetzt.
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Abb. 25 Northern-Blot Analyse zur Beeinflussung der Glutathionsynthetase in H. lugdunensis H4-2-4
(links) und HB8-2-1 (rechts) durch unterschiedliche Schwermetallkonzentrationen in der
logarithmischen Wachstumsphase

Die GSH-S zeigt sowohl unter Cd(Il)- als auch Zn(ll1)-Belastung eine transiente Transkript-
akkumulation in Abhangigkeit von der Konzentration.

Fir H4-2-4 ig die Bande bei einer Belastung mit 250 uM Zn(ll) nur halb so sark, wie die bel
eingr Belastung mit 150 uM Cd(I1). Bel H82-1 snd beide Banden gleich stark. Fir H82-1
konnte weiterhin gezeigt werden, dass bel ener Belastung mit 100 MM Zn(ll) der mRNA-Leve
im Gegensatz zur Kontrolle leicht erhoht wird, obwohl unter diesen Bedingungen noch keine
Glutathionerhdhung messbar war (Abb. 23). In Bezug auf eine Glutathionerhthung reagierte
H8-2-1 unter Zn(l1)-Belastung stérker als H4-2-4 (Abb. 23). Fir H4-2-4 kann keine Aussage zur
Induktion der GSH-S auf RNA-Ebene bel 100 uM Zn(ll) getroffen werden, da es trotz mehr-
maiger Wiederholung unter diesen Versuchsbedingungen nicht gelang RNA in ausreichender
Konzentrationen und Reinheit zu gewinnen.

3.8.6 Sulfid-Gehalt unter Schwer metallstress

Es ist bekannt, dass einige Hefen und filamentése Filze (z. B. S pombe, C. glabrata) unter
Schwermetallstress mit einer Erhéhung des intra und extrazdluléren Sulfid-Gehaltes reagieren.
Be Ansduerung des Rohextraktes (0,1 N HCl) zur Glutathionbestimmung konnte beobachtet
werden, dass en typischer Sulfidgeruch entwich. Daraufhin wurden die Filze wie unter 2.2
beschrieben angezogen und nach 26.11 extrahiet und andyset. Dabei konnte en
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konzentrationsabhéngiger Angtieg des intrazdluldren Sulfid-Gehaltes unter  Cd(11)-Belastung
(Abb. 26), jedoch nicht unter den hier gewdhlten Zn(ll)-Konzentrationen (50-350 uM)
nachgewiesen werden.
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Abb. 26 Intrazellularer Sulfidgehalt von H. lugdunensis H4-2-4 und H8-2-1 unter Cd(I1)- Belastung in
der logarithmischen und stationéren Wachstumsphase (14 °C, 120 U/min, dunke) (n = 3-6)

Der Angtieg des Sulfids erfolgte fur beide Phasen und Stdmme fast exponentiell (H4-2-4 log.
Phase: y = 0,3233e%%31* Rz = 0,9935; stationdre Phase: y = 0,0916e*% R2 = 0,9926;

H82-1 log. Phase y = 0,1226e”"%% Rz = 09848, dationdre Phase y = 0,0642e>9%
R2 =0,9112). Der Grundlevel, der im Bereich der messtechnischen Nachweisgrenze lag, betrug
bei H4-2-4 zwischen 0,57 umol/g TM in der logarithmischen und 0,22 in der dationdren Phase
(Anhang Tab. 19). Dieser stieg dann bis auf 8,49 bzw. 9,87 umol/g TM an (150uM). Auch far
H8-2-1 konnten &hnliche Befunde erhaten werden. So stieg in der logarithmischen Phase der
Qufid-Gehdt von 032pumol/g TM auf 7,27 (150 pM) und in der dsationdren Phase von
0,25 pymol/g TM auf 9,46 an.

Die RWerte fur die Sulfidgehalte unter den hier gewéahlten Bedingungen betragen fur H4-2-4 in
der logarithmische Phase 0,0002, in der dationdre Phase 0,0013 und fir H82-1 in der
logarithmische Phase < 0,0001 und in der stationdre Phase 0,0009.

Auch im Medium konnte ab einer Konzentration von 50 uM fur H4-2-4 und ab 100 uM fir
H8-2-1 in der sationdren Phase ein deutlicher Sulfid-Anstieg gegentiber der Kontrolle gmessen
werden (nicht dargestellt). Fur H4-2-4 wurde in der stationdren Phase bel einer Belastung mit
150uM  Cdl) 149+ 050 nmol/mL Sulfid bestimmt im Gegensatz zur Kontrolle mit
0,34 nmol/mL. Fir H8-2-1 waren es 1,00 £ 0,76 nmol/mL. In beiden Félen efolgte der Anstieg
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in Abhangigkeit von der Konzentration polynomisch (R2 > 0,98). In der logarithmischen Phase
lagen die Sulfid-Gehalte im Medium unter denen in der stationdren Phase.

Von Rother (2002) wurde in Standkulturen eines anderen H. lugdunensis-Stammes unter Cd(11)-
Belastung amorphe kristallahnliche Aggregate gefunden.

In den Schittelkulturen der Stémme H4-2-4 und H8-2-1 waren unter dem Mikroskop nur sehr
vereinzelt sehr kleine Kristallaggregate zu beobachten. Erst wenn die Kultur nach Zugabe von
Cd(l) as Standkultur gefthrt wurde, kam es zur haufigeren Formation grolerer Strukturen.

Einige mikroskopische Beobachtungen sind in Abb. 27 zusammengefasst.

Abb. 27 Krigtalldhnliche amorphe Aggregate im Medium von H. lugdunensis H4-2-4 nach 5tagiger
Inkubation ohne Schitteln nach 100 uM Cd(11)-Zugabe

3.8.7 Induktion weiterer Ellman-postiver Verbindungen unter Schwer metallbelastung

Nach Kultivierung von H. lugdunensis in Malz/Pepton-Medium konnten in der Kontrolle und
unter Metaleinfluss, besonders Cd(I1), Ellman-postive Verbindungen nachgewiesen werden. In
Abb. 28 ist dies exemplarisch fur Stamm H4-2-4 dargestelIt.

Aufgrund friherer Arbeiten und Trennung von Standardsubstanzen kann davon ausgegangen
werden, dass es sich bei dem ersten Peak um Cystein und bel dem zweiten Peak um g-EC in
Kodution mit Glutathion handelt. Der dritte Pesk selt moglicheweise Sulfid dar.  For
H. lugdunensis H4-2-4 und H82-1 konnte das Vorhandensein von Phytochdatin 2 nachge-
wiesen und mittels Massenspektrometrie bestétigt werden (Peak 4). Bei den ktzten beiden Peaks
handelt es sich um Metalothioneine (Jaeckel, 2002).

Zn(ll) fihrte zu keinem charakteristischen Unterschied in den HPLC-Profilen zwischen
Kontrollen und belasteten Proben mit Ausnahme der Cystein- und Glutathion-Peak-Intensitéten.

Zur Quantifizierung von Cygen, gEC und Glutahion kam die Methode der Ellman
Derivatiserung nicht zum Einsatz. Es wurde die Methode mittels Monobrombiman (2.6.6)
genutzt. Der Sulfid-Peak konnte nicht massenspektroskopisch verifiziert werden, so dass eine



Ergebnisse

Aussage zur Identitét nur aufgrund von Retentionszeitvergleich mit Standards gegeben werden
kann. Daraufhin erfolgte die Bestimmung des Sulfids mittels Methylenblaumethode (2.6.11).
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\ Glutathion +g-EC —— HA4Cd100
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Abb. 28 RP-HPLC von Cd(Il) exponierten H. lugdunensis Extrakten (Stamm H4-2-4) mit Nachsaulen-

derivatiserung durch DTNB (Ellman Reagenz) in der logarithmischen Phase (14°C,
120 U/min, dunkel)

In weiteren Versuchen wurde der Phytochdatin 2-Gehat quantifiziert (Abb. 29). Bei Belastung
der PRilzkulturen mit 25 und 50 uM Cd(Il) reagierten diese nur mit einer minimaen PC2
Synthese. Dabel reagierte Stamm H4-2-4 eher bei geringeren Konzentrationen als H8-2-1.
Konzentrationen von 150 uM flhrten zu einer drastischen, exponentiellen Erhéhung des PC 2—
Spiegels in beiden Pilz-Stdmmen, wobei H82-1 stérker reagiert als H4-2-4. Zwischen der
logarithmischen und stationdren Wachstumsphase waren keine signifikanten Unterschiede zu
verzeichnen. Fir H4-2-4 konnten 1,20 bzw. 1,67 umol GSH-Aquivaente/ly TM und fir H82-1
397 und 349 pmol GSH-Aquivalentelg TM gemessen werden. Das entspricht naherungsweise
fur H4-2-4 4,6 % (logarithmische Phase) bzw. 10,94 % (stationdre Phase) und fur H8-2-1 17,6 %
bzw. 21,6 % des Gesamtglutathiongehaltes. Die Anstiege der PC 2-Gehdte sind mit P < 0,0001
sehr signifikant.

Hohere Formen von Phytochelatinen konnten unter den hier gewdhiten Bedingungen nicht
detektiert werden.
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Abb. 29 Phytochelatin 2-Gehalte (umol GSH-Aquivalent/gTM) in H. lugdunensis H4-2-4 und H8-2-1

unter Cd(l1)-Belastung in der logarithmischen und stationaren Wachstumsphase (14 °C,
120 U/min, dunkéd) (Kontrolle: n = 8; Cadmium: n = 4)

Weiterhin traten im Retentionszeitbereich von 22-25 min weitere Peaks auf, die teillweise
bereits von P. Jaeckel (2002) as Metdlothioneine identifiziert wurden. MT2 HL (hier die
Bezeichnung fir den Peak mit tg 25 min in Anlehnung an Jaeckel, 2002) trat unter Cd(ll)-
Belastung nicht kontinuierlich auf (Daten nicht gezeigt). Das Auftreten und Verhaten von
MT1 _HL (hier die Bezeichnung fir den Peak mit & 22 min) unter Cd(11)-Stress konnte hingegen
in den beiden Stdmmen und Untersuchungsphasen gut beschrieben und massenspektrometrisch
bestétigt werden (Abb. 30, Anhang B Abb. 6, Abb. 7).
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Abb. 30 MT1 HL-Gehalte in H. lugdunensis H4-2-4 und H8-2-1 unter Cd(ll1)-Belastung in der
logarithmischen und stationdren Wachstumsphase (14 °C, 120 U/min, dunkd) (n = 4-6)
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Im Stamm H4-2-4 gtieg der Gehdt an MT1 HL in der logarithmischen Phase kontinuierlich bis
zur hochsten Konzentration (150 uM) auf 784 % an. H8-2-1 hingegen zeigte eén Maximum
zwischen 50 uM und 100 uM (1047 %), welches in seiner Quantitét deutlich Uber den Gehadten
von H4-2-4 lag. Der Gehat betrug exemplarisch bei 50 uM fir H4-2-4 nur 14 % dessen was in
H8-2-1 gemessen werden konnte. Weiterhin zeigte Stamm H4-2-4 in der stationdren Phase eine
hohere MT1 HL-Synthese im Gegensatz zu Stamm H82-1 der in der logarithmischen Phase
eine stérkere Synthese aufwies.

Beide Stdmme zeigen ein unterschiedliches Verhdten in ihrer Kinetik in Abhangigkeit von der
Wachstumsphase und der Cd(l1)-Konzentration.

Weiterhin it anzumerken, dass bel beiden Stdmmen bereits in der Kontrolle der logarithmischen
Phase Spuren von MT1_HL bestimmt werden konnten, in der stationéren Phase hingegen nicht.

3.9 Untersuchung zur Cadmiumbindung mittels Gelper meations-
chromatographie

Es gdlte sch die Frage weche Vebindungen in der Komplexierung des Cd(ll) in
H. lugdunensis die wichtigste Rolle Ubernehmen. Dazu wurden die Pilze wie unter 2.2
beschrieben angezogen und die Proben nach 2.6.8 aufgearbeitet und analysiert. Es wurde
exemplarisch eine Konzentration von 150 uM Cd(I1) gewahlt und in der logarithmischen Phase
geerntet. Abb. 31 zeigt ein HPLC-Profil mit Cd(l)-Gehdten in den enzelnen Fraktionen.
H8-2-1 zeigte unter den hier gewéhlten Bedingungen das gleiche Profil.
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Abb. 31 Gelpermeationschromatographie (Superdex 75) eines Extraktes von H. lugdunensis H4-2-4 in

der logarithmischen Phase unter 150 pM Cd(ll) und Cd(II) Verteilung in den einzelnen
Fraktionen
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In der Cd(ll)-Vertellung konnten 3 Maxima bestimmt werden. Das erste Maximum wurde im
Ausschlussvolumen der Saule (>70 kDa) detektiert (HMW-high molecular weight). Ein weiteres
Cd(l)-Maximum lag im Bereich von 35min (MMW-mittle molecular weight). Fir die MMW-
Fraktion wurde jedoch kein Signd be ener Wdlenladnge von 254nm, dem
Absorptionsmaximum der Cd-S-Bindung detektiert. Die hdchste Cd(l1)-Konzentration konnte in
den Fraktionen zwischen 42 und 45 min (LMW-low molecular weight) bestimmt werden. In
diesem Bereich trat auch ein grof3er (gesplitteter) Peak bei 254 nm auf, der auf ene Cd-S
Bindung hin deutete.

Daraufhin wurden die Extrakte an einer Gelpermeationssaule (Ausschlussvolumen 6 kDa)
untersucht (Abb. 32). Neben dem Glutathion wurde auch Sulfid bestimmt, da dieses an der
Schwermetalkomplexbildung, vor dlem mit Cd(ll), beteiligt sein kann. Sulfide konnte be den
Trennungen mit beiden Gelpermeationsséulen (Superdex 75 und Superdex peptide) nur im
Ausschlussvolumen nachgewiesen werden (Daten nicht in der Darstellung mit aufgenommen).
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Abb. 32 Profil der Gelpermeation an einer Superdex peptide Siule eines Extraktes von H. lugdunensis
H4-2-4 (links) und HB8-2-1 (rechts) in der logarithmischen Phase unter 150 pM Cd(Il) und
Vertellung von Cd(ll) und GSH in den einzelnen Fraktionen. Die Aufarbeitung erfolgte wie
unter 2.6.8. beschrieben

Beide Pilzstamme zeigten ein sehr dhnliches Profil in ihrem Absorptionsverhdten bel 254 nm,

ihrer Cd(I1)- und GSH-Verteilung. In den Fraktionen zwischen 38 und 42 min ist Glutathion mit

einer Konzentration bis zu 30 nmol/mL und Cd(ll) bis zu ener Konzentration von 5 nmol/mL

am dérksten verteilt. Daraus lésst sich ndherungsweise ein Verhditnis von GSH:Cd(ll) von 6:1

ermitteln. Dabei ist anzumerken, dass in dieser Wachstumsphase das Verhdltnis von Gesamt-

Cd(Il) und Glutathion in der Zele ndherungsweise 1.1 betrégt (3.7.2 und 3.8.3). Die Cd(Il)-

Bestimmung zeigte weitere, kleinere Maxima be 30 min und 48 min. Im ersten Fal kann

komplementér auch ein kleiner Peak bel 254 nm beobachtet werden (Pfeil), dx auf die Bindung
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des Cd(Il) an SH-Gruppen anderer Verbindungen (mdglicherweise Metalothioneing) schliefien
|&sst.

3.10 Einflussvon SO, und Mg®" auf die Schwer metalltoleranz von
H. lugdunensis Stamm H4-2-4

Es ist bekannt, dass verschiedene lonen die Bioverfigbarkeit von Metdlionen und das
Toleranzverhalten von Organismen verdndern. Aus diesem Grund wurde der Einfluss des
bivalenten Magnesum (Magnesumacetat) und des Sulfats (Natriumsulfat), welches in hohen
Konzentrationen am Standort H4 vorkommt, auf den Stamm H4-2-4 unter Cd(I1)- und Zn(ll)-
Stress untersucht.

3.10.1 Beeinflussung der Biomasse

Am Beginn der Untersuchungen wurde der Einfluss von Mg?* und SO,% auf die Schwermetall-
toleranz von H. lugdunensis H4-2-4 gegeniber 100 uM Cd(l) und 250 uM Zn(I1) in der
logarithmischen Wachstumsphase bestimmt. Dabel wurde festgestellt, dass sich die zugesetzten
lonen mit zunehmender Konzentration im Medium pogtiv auf die Toleranz von H4-2-4
auswirkten (Abb. 33).

Sulfat steigert die Biomasseproduktion in geringem Mal%e (12 %) in den Kontrollen und bewirkt
in den belasteten Proben ebenso eine Erhthung. So konnte trotz Zn(l1)-Belastung durch 20 mM
Sulfatgabe Biomasse wie in der Kontrolle ereicht werden. Bei Cd(I1)-Belastung kann die
Biomasseproduktion von 0,69 mg/mL auf 1,30 mg/mL gesteigert werden (56 % der Kontrolle).
Weiterhin ist zu beobachten, dass der Biomasseanstieg mit zunehmender Sulfatkonzentration
unter Zn(ll)-Belastung bereits bel niedrigeren Werten stérker ausgeprégt ist as be Cd(l1)-
Belastung.

Der Zusatz von Mg®" fihrt zu keiner signifikanten Veranderung in der Biomasseproduktion in
den Kontrollen, jedoch wie SO,° zu einer Verringerung des Biomasseverlustes unter
Schwermetallbelastung. So  fihrten 20mM  MgAcC zu ener Trockenmassesteigerung von
069mg/mL auf 1,24 mg/mL unter 100 pM Cd(ll)-Belastung und von 052 mg/mL auf 1,29
mg/mL unter 250 uM Zn(I1)-Belastung. Dies entspricht 58 % bzw. 60 % der Kontrolle. Fir die
Zn(I)-Belastung scheint damit ein Plateau erreicht zu sein.
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Abb. 33 Beeinflussung der Biomasseproduktion (Trockenmasse) unter 100 pM Cd(l1) und 250 uM
Zn(l1) in H. lugdunensis H4-2-4 durch zunehmende Sulfat- (Na&SO,) und Magnesium-
[Mg(CH3COO0),] Konzentrationen in der logar ithmischen Wachstumsphase (n = 3-5)

3.10.2 Thiolgehalte unter SO,*-Zusatz

Die Anregung des Thiolmetabolismus durch zusdtzliche Sulfatigabe as Ursache fir die
Steigerung der Toleranz schien mdglich und sollte gekléart werden. Hierfir wurde zunéchst der
intrazdluldre Sulfatgehat ohne und mit 20 mM Sulfatgabe bestimmt. Die Ergebnisse sind in
Tab. 23 zusammengefasst. Es wurden nur 20 mM gewdhlt, da hier die grélte Toleranz
(Biomasseproduktion)  erreicht  wurde und diese  Konzentration den  natirlichen
Standortbedingungen am néchsten (ca. 70 mM im Standort H4) lag.
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Tab. 23 Intrazellulérer Sulfatgehalt in H. lugdunensis H4-2-4 mit und ohne 20 mM Sulfatzugabe in der
logarithmischen Wachstumsphase unter Zn(l1)- und Cd(I1)-Stress (n = 3)

Sulfatgehat [umol/g TM]
Kontrolle 20 mM SO,%-Zusatz
Kontrolle 576+ 1,86 4754+ 891
100 uM Cd(I1) 255+0,26 4306+ 4,63
250 uM Zn(11) 3,03+1,40 47,33+ 10,92

Es wird deutlich, dass unter zusdtzlicher Gabe von Sulfat der intrazelluldren Sulfatgehat
drastisch steigt. In Proben ohne Sulfat kam es, wie bereit unter 3.8.1 beschrieben, zu ener
Abnahme des Sulfats, die im Medium angebotenen 0,20 umol/mL reichten nicht aus, um den
Sulfatpool aufrecht zu erhaten. Eine Steigerung der Sulfatkonzentration im Medium um ca. das
100fache verursacht eine Steigerung der Sulfatkonzentration in der Zelle um das 8fache in der
Kontrolle. Unter 100 uM Cd(Il) kam es zu einer nicht signifikanten Abnahme des intrazelluléren
Sulfatpools um 10%, die auf einen erhdhten Sulfatumsatz schlief?en lief?. Unter Zn(l1) und
Sulfatgabe gab es keine Verdanderungen zur Sulfatkontrolle. Dabel wird deutlich, dass die
Veringerung des Sulfatpools, wie sie in Proben ohne Sulfatgabe gefunden wird, auf einen
Verbrauch hindeutet.

Da der Sulfatpool gesteigert wurde war anzunehmen, dass auch der intrazellulére Thiolpool einer
Hochregulierung unterlag. Deshadb wurde zuerst der Gesamtthiolgehalt und anschlief3end der
Glutathiongehalt betrachtet. Die Ergebnisse sind in Tab. 24 zusammengefasst.

Tab. 24 Gesamtthiol- und Glutathiongehalt in H. lugdunensis H4-2-4 mit und ohne 20 mM Sulfatzugabe
in der logarithmischen Wachstumsphase unter Zn(11)- und Cd(l1)-Str ess (n=3)

Kontrolle 20 mM SO,*-Zusatz
Thiolgehalt [umol GSH-Aquivalent/g TM]
Kontrolle 2152+ 156 2949+ 323
100 pM Cd(11) 4384+1291 31,27+3,00
250 uM Zn(11) 51,22+ 0,88 2557+ 4,17
Glutathion [umol/g TM]
Kontrolle 12,19+ 2,79 14,74+ 1,62
100 uM Cd(l1) 21,92+ 645 16,64 + 1,50
250 uM Zn(11) 25,62+ 045 12,77+ 2,09

Der Thiolpool wird durch Sulfatgabe gesteigert, bleibt aber unter Stresssituationen unter dem
Gehdt der Probe ohne Zusatz. In der unbelasteten Probe von H. lugdunensis steigt der
Gesamtthiolgehdt um 37 % dgnifikant an (t-Test: P =0,0183). Fir Glutathion hingegen ist nur
eine nichtsgnifikante Steigerung (P =0,24) um 21% zu verzeichnen. Wird H4-2-4 im Normal-
medium mit 100 uM Cd(ll) und 250 uM Zn(ll) gestresst, kommt es zu einer Steigerung der
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Thiol- und Glutathiongehate um das doppelte bis 2,5fache. Dieser Angtieg ist fir Proben im
sulfatreichen Medium jedoch nicht zu beobachten. Die Cd(ll)-Beastung fihrt sowohl beim
Thiol- as auch beim Glutathiongehat zu einer sehr geringen nicht signifikanten Steigerung.
Unter Zn(l1)-Belastung kommt es sogar zu einer Verringerung (nicht signifikant) um 14 % bzw.
13 %.

3.10.3 Biosorption und Akkumulation in H. lugdunensisH4-2-4 unter dem Einfluss
von SO4% und M g**

Nach den Befunden aus Kapite 3.10.2 kann die Induktion von thiolhdtigen Verbindungen nicht
die Ursache firr die Toleranz unter SO,*-Zusatz sein. Auch fiir die Befunde unter Mg?*-Zugabe
muss nach weiteren Ursachen gesucht werden. Mdoglich wére eine Beenflussung der
Metallaufnahme. Aufgrund dessen wurde untersucht, wie sich sowohl S0,% als auch Mg2+ auf
die Biosorption und Akkumulation in H.lugdunensis H4-2-4 in der logarithmischen
Wachstumsphase auswirken. Aus der Literatur ist bereits der unterschiedliche Einfluss von
Fremdionen auf die Biosorption und Akkumulation von verschiedenen Organismen bekannt.

Abb. 34 zeigt, dass sowohl Sulfat as auch Mg® die Biosorption und Akkumulation von Cd(l1)
drastisch verringern (P < 0,0001 firr SO,*; P < 0,0001 MgAc)

20mM Sulfat im Kulturmedium verringerten die Biosorption von Cd(ll) von 27,3 umol/g TM
auf nur 3,7 umol/g TM, was noch 14 % der Probe ohne Sulfatzugabe entspricht. Magnesium in
der gleichen Konzentration verringerte von 27,3 pmol/g TM auf 10,7 umol/g TM (39 %).

Die Akkumulation von Cd(I1) wurde durch 20 mM Sulfat auf 10 % herabsetzt. Gleichzeitig setzt
20 mM Mg?* die Akkumulation von Cd(11) auf 48 % herab.
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Abb. 34 Beeinflussung @r Biosorption und Akkumulation von 100 uM Cd(l1) in H.lugdunensis H4-2-4
in der logarithmischen Wachstumsphase in Abhéangigkeit von der Sulfat- (Na,SO,) und Mg?*
[Mg(CH3COO),] - Konzentration (SO,%: n=3; Mg?*: n =4-5)
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Auch fur Zn(ll)snd diese Tendenzen zu beobachten. Hier verringern 20 mM  Sulfat die
Biosorption auf 9 %, Magnesium hingegen nur auf 19 %.

Die Akkumulation von Zn(ll) wurde durch 20 mM Sulfat auf 26 % herabgesetzt, wohingegen
20mM Magnesum die Akkumulation von Zn(ll) nur auf 54% verringerte (Abb. 35)
(P < 0,0001 firr SO4* P = 0,0345 fiir MgAC).
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Abb. 35 Beeinflussung der Biosorption und Akkumulation von 250 uM Zn(ll) durch H. lugdunensis
H4-2-4 in der logarithmischen Wachstumsphase in Abhangigkeit von der Sulfat- (Na,SO,4) und
Mg®* [Mg(CHsCOO),] - K onzentration (SO,2: n =3, Mg>*: n = 4-5)

Sowohl die Biosorption ds auch die Akkumulation von Cd(ll) und Zn(ll) werden durch Fremd-
ionen, hier SO, und Mg?* signifikant herabgesetzt, wobei der Hnfluss von Sulfat im Vergleich
Zu Magnesium stérker ist.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Akkumulation nichtessentidler Schwermetale [hier Cd(I1)]
stérker beeintréchtigt wird as die von essentiellen Schwermetallen [hier Zn(11)]. Mdglicherweise
sellt dies einen Schutzmechanismus dar. Die Biosorption nichtessentidler Schwermetalle wird
hingegen durch 20 mM Sulfat und Mg®" weniger beeinflusst.

Die Abnahme der Biosorption und Akkumulation war fir die 4 Kombinationen konzentrations-
abhangig, jedoch weder linear, exponentiel noch polynomisch. Die Rohdaten sind im Anhang A
in Tab. 27 zusammengefasst.
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4 Diskussion

4.1 Phylogenetische Unter suchungen

Die phylogenetische Charakteriserung aquatischer Hyphomyceten (AQH) anhand klassischer
Identifizierungsmethoden, z.B. Sporenform, Morphologie, biochemische Eigenschaften ist, vor
dlem unter extremen Bedingungen, z.B. Schwermetallkontamination nicht immer eindeutig
(Sridhar, personl. Mittellung). Die Sequenzierung von 18SrDNA und 25SrDNA ist ein gutes
Hilfsmittd um taxonomische Fragen zu kléren, wenn die klassischen Methoden nicht weiter-
hdfen (Vdente et a., 1999). Auch lassen sich mit diesen Methoden bereits Stammunterschiede
finden. ODonnel (1993) konnte an 25SrDNA Sequenzen zeigen, dass zwei Heliscus
lugdunensis Stdmme, die im Rahmen einer Verwandtschaftsanadyse von Fusarienarten mit
untersucht wurden, unterschiedlichen Untergruppen zugeordnet werden konnten.

Erste Ergebnisse zur Eintellung von AQH aufgrund kompletter 18SrDNA-Sequenzen wurden
von Nikolcheva und Bérlocher (2002) an verschiedenen Tetracladium-Stdmmen gewonnen.

Um die phylogenetische Position von H. lugdunensis H4-2-4, H8-2-1 und H6-06-10 im Pilzreich
anhand der 18SrDNA zu verifizieren, legten wir unseren Analysen die Arbeiten von Prillinger et
a. (2002) an Asco- und Basidiomyceten und Nikolcheva und Bérlocher (2002) an Tetracladium
zu Grunde. Die Ergebnisse zeigen, obwohl in Anzahl der Taxa und Lange der 18SrDNA
Sequenzen verschieden, Gemeinsamkeiten zu denen von Prillinger et a. (2002). N. crassa und
Chaetomium globosum (Sordarides) clustern mit enem hohen bootstrap (100) und auch
Fusarium oxysporum und Giberella pulicaris bilden eine Gruppe (bootstrap 95).

Von dea Parsmony-Anayse zur Kakulierung des Stammbaumes wird ersichtlich, dass die drei
H. lugdunensis Stdmme H4-2-4, H82-1 und H6-06-10 zusammen mit den anderen Nectria
lugdunensis Stdmmen eine Gruppe bilden, die zu einer grofen Gruppe gehtren, die neben
Illosporium carneum, Fusarium und Verticillium Arten auch Acremonium alternatum und
Myrothecium roridum enthaten und zur Ordnung der Hypocreales gehtren. Dies bestétigt die
Zugehorigkeit der 3 Stdmme in die Eintellung von Webster (1992) und Marvanova, (personl.
Mitteilung) zur Unterabteilung der Pezizomycotina, zur Klasse Sordariomycetes, zur Unterklasse
Hypocreomycetidae, zur Ordnung der Hypocreal es und der Familie Nectriaceae.

Innerhalb der ,Nectria-Gruppe® ergab die Stammbaumanalyse eine Gruppierung zwischen
H8-2-1 und H6-06-10, beides Stdmme aus moderat belasteten Standorten. Dies ist mit 55 %
nicht signifikant, zeigt aber eine Tendenz, die vermuten l&sst, dass zwischen H4-2-4 und H8-2-1,
die im Waeiteren biochemisch untersuchten Stdmme, eine Aufspaltung in 2 Okotypen vorliegen
konnte.

Die Sequenzbereiche der 18SrDNA zeigen héufig jedoch eine zu hohe Konservierung, eine zu
geringe Auflésung, um Unterschiede in der Stamm- und Speziesainteilung erlauben zu kénnen.
Um solche Unterschiede aufzuklaren, erfordert es die Anadyse von mehr variablen Regionen im
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pilzlichen Genom (Nikolcheva und Bérlocher, 2002). ITS-Regionen (Interna transcribed spacer)
zwischen den codierenden Regionen der ribosomaen Untereineinheiten oder mitochondride
DNA sind mehr informativ. Die Untersuchung von ITS-Regionen wirde madglicherweise eine
klarere Aussage Uber das Verwandtschaftsverhéltnis der H. lugdunensis Stamme geben.

4.2 Wachstums- und Vitalitatsunter suchungen

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war es, zwei H. lugdunensis Stdmme aus unterschiedlich
belasteten Standorten miteinander  hinsichtlich ihrer  Physiologie gegentber Schwermetall-
belastung und in Bezug auf die Anzuchtstemperatur zu vergleichen.

Das Wachstum beider Stémme H4-2-4 und H82-1 zeigte in unbelasteten Malz/Pepton-Medium
signifikante Unterschiede Abb. 13, S. 38). Der Stamm H8-2-1 wuchs langsamer as der Stamm
H4-2-4 aus dem belasteten Standort. Eine Verringerung der Temperatur flhrte in beiden
Stammen unter unbelasteten Bedingungen zu einer Verringerung der Wachstumsrate. Ahnliche
Beobachtungen wurden auch bel Pflanzen gemacht. Fur Elodea canadensis L.C. und Ranunculus
aquatilis (L.) konnte z.B. gezeigt werden, dass eine Temperaturerhthung von 5°C auf 15 °C die
Wachstumsrate um das 2,3- bzw. 3,5fache steigerte (Madsen und Brix, 1997). Dies wurde unter
anderem mit einer gesteigerten Photosynthese-Leistung erkléart. Fir Pilze ist wahrscheinlich die
dlgemeine Steigerung der Stoffwechselaktivitét  entscheidend. Fir andere  aquatische
Hyphomyceten konnte der Einfluss der Temperatur auf die Conidienproduktion gezeigt werden
(Chauvet und Suberkropp, 1998). Es wurde vermutet, dass die Conidienproduktion zu dem
Zeitpunkt ensetzt, wenn die Temperatur fir das Wachstum des jeweiligen Organismus nicht
mehr optimal i<t

Die Beobachtung, dass beide H. lugdunensis-Stdmme unter unbelasteten Bedingungen
Unterschiede zeigten und die 18SrDNA-Analyse Differenzen aufwies, lield vermuten, dass die
Stémme auch Unterschiede in ihrer Stressantwort aufweisen.

Cd(Il) als Spurendlement ist toxisch fur ale Organismen. Zn(ll) hingegen ist essentiell aber in
hohen Konzentrationen ebenfdls toxisch. Beide Metdle, obwohl nicht redoxaktiv, kénnen den
Redoxstatus einer Zelle durch die Induktion der Bildung freler Radikale oder reaktiver
Saverstoffspezies und der Beeinflussung des Pools an Antioxidantien (GSH) in FRilzen
beeinflussen (Avery, 2001). Obwohl PFilze eine Reihe von antioxidativen Molekilen und
Enzymen, die vor oxidativem Stress schitzen, besitzen, fihren hohe Schwermetal-
konzentrationen zu einer Inhibierung des pilzlichen Wachstums und zu Zelschadigungen. Dies
war auch bei H. lugdunensis Stamm H4-2-4 und H8-2-1 zu beobachten (Abb. 14. S. 39).

Bereits in friheren Laborexperimenten an verschiedenen H. lugdunensis-Stdmmen unter
Schwermetallstress konnte dies bestétigt werden (Abel und Bérlocher, 1984; Braha et a., 2004,
Jaeckel, 2002; Krauss et d., 1998; Miersch et d., 1997). In dlen Arbeiten wurde gezeigt, dass
Cd(Il) gegenuber Zn(ll) zu einem hoheren Verlust der Biomasse bzw. des Wachstums fihrte,
auch wenn unterschiedliche Anzuchtsbedingungen gewahlt wurden.
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Der Einfluss von Cd(ll) und Zn(ll) auf die Biomasse ist ein integraes Ergebnis der komplexen
Beeinflussung des gesamten Stoffwechsels. Deutlich wird in der vorliegenden Arbeit der
Einfluss der Expostionszeit. In beiden Stdmmen wurde sowohl unter Cd(I1) als auch unter Zn(ll)
eine starkere Verringerung der Biomasse in der logarithmischen Wachstumsphase beobachtet,
obwohl hier nur eine Expositionszeit von 3 gegeniber 5 Tagen in der stationdren Phase vorlag
(Tab. 25). Auch Curvularia lunata, ein Cd(ll)-toleranter Hyphomycet zeigte dieses Verhaten
(Vepachedu et d., 1997).

Tab. 25 Biomasseverlust in der logarithmischen und stationdren Wachstumsphase der H. lugdunensis-
SdmmeH4-2-4und H8-2-1 unter ausgewahlten Schwer metallstress-Bedingungen

Biomasseverlust [%] H4-2-4 Biomasseverlust [%] H8-2-1

logarithmische Phase | stationdre Phase | logarithmische Phase | stationére Phase
150 uM Cd(I1) 71 51 7 45

350 uM Zn(1l) 54 49 78 76

Eine mogliche Ursache dafir wéare die fortschreitende Komplexierung von Cd(I1) und Zn(l1)
durch metalbindende Proteine oder Peptide (z.B. Thiole) wofir eéin GSH- und Phytochelatin-
Angtieg spricht (Abb. 23, S. 57, Abb. 29, S 66), eine vakuold&re Kompartimentierung (Gadd,
1993), sowie die Prézipitierung durch Sulfide oder die extrazdlulé&re Komplexierung durch
Sauren (Oxalate, Citrate) (Gadd, 1990). Ein mdglicher Efflux der Metadle kann ausgeschlossen
werden, da der intrazellulére Gehalt beider Metalle in der stationdren Phase, vor alem bel hohen
Konzentrationen, Uber denen in der logarithmischen Phase lag (Abb. 19, S. 49).

Der geringere Biomasseverlust durch Zn(ll) gegentber Cd(ll) gleicher Konzentration (Abb. 14,
S. 39) weist darauf, dass Zn(ll) eine essentielle Rolle in der Struktur und Funktion einer Vidzahl
von Proteinen und somit im Stoffwechsd spielt (Van Ho et d., 2002).

Der Biomasseverlust von Stamm H8-2-1 unter Cd(I1)-Stress (150 uM) ist nicht signifikant hther
as bei Stamm H4-2-4. Nach einer 350 uM Zn(11)- Belastung hingegen ist dieser deutlich grofer.
Moglicherweise weist Stamm H4-2-4, adaptiert an Zinkkonzentrationen bis 40 nM am Standort,
eine hthere Toleranz auf. Unterstitzt wird diese Vermutung durch die Arbeit von Pawlik-
Skowronska (2003), die unterschiedliche biochemische Reaktionen in einem Zn(ll)-toleranten
Okotyp aus einem Zn(ll)-belasteten Standort und einem Zn(ll)-sensitiven Okotyp aus enem
unbelasteten Standort der Alge Stigeoclonium tenue fand.

Vitaitatsuntersuchungen zeigten eine Metal- und Dosisabhangigkeit, jedoch keine dgnifikante
Phasenabhangigkeit. In der Literatur gibt es keine Hinweise zum Einsatz von 2,3,5-Triphenyl-
tetrazoliumchlorid zur Bestimmung der Vitaditdt unter Schwermetalstress in  filamentdsen
Pilzen. Diese Methode wird in erster Linie zur Vitditésbhestimmung in Tierzell- und
Bakterienkulturen eingesetzt (Bhupathirgu et a., 1999; Towel und Mazur, 1975). Sie erwies
sich aber auch fir filamentése Pilze als geeignet. Im Vergleich zur Biomassebestimmung ist die
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Vitdlitétsuntersuchung sensitiver. Bereits bel 25 pM Cd(ll) und 50 uM Zn(ll) verringert sich die
Vitditéa prozentud stérker as die der Biomasse. Die Biomasseproduktion ist ein Ergebnis der
Beeinflussung dler Stoffwechselprozesse, die Bestimmung der Vitditdt hingegen nur die
Reduktionsfahigkeit der gesamten Dehydrogenasen (2.6.2). Moglicherweise werden diese
sowohl durch Cd(I1) asauch durch Zn(ll) inhibiert.

Die Untersuchung des Einfluss der Sdinitét auf Ulva faciata (Chlorophyta) mit der gleichen
Methode ergab, dass bis zu einer Sdinitat von 30%y die Vitditd bzw. das Vermogen zur
Reduktion von TTC anstieg (Lee und Chen, 1998). Der Einfluss hoher NaCl-Konzentrationen
auf die Enzymaktivitéten allgemein wurde hingegen nicht diskutiert.

Prinzipiell ist es schwierig, diese Ergebnisse mit Vitditdtsuntersuchungen zu vergleichen, die
z.B. Soares et a. (2002) an S. cerevisiae durch Ausplattieren auf schwermetalhaltigen Agar und
Vergleich der Kolonienzahl gewonnen hatten. Auch White und Gadd (1987) nutzen die Methode
des Ausplattierens um die Vitditd von S. cerevisiae unter Zn(l1)-Stress einzuschétzen. Dabel
beobachteten sie bei alen eingesetzten Zn(ll)-Konzentrationen (5-100 uM) eine Inhibierung des
H*- Effluxes und der K- Aufnehme und damit auch eine Verringerung der |, Vitditat",
ausgedriickt as Kolonienzahl prozentua zur Kontrolle.

Eine weitere Methode die Ott et a. (2002) zur Bestimmung der Vitdité bel Paxillus involutus
unter Cd(I1)-Stress nutzten, war die Ergosterolbestimmung. Dabel nahm der Ergosterolgehalt mit
zunehmender Cd(l1)-Konzentration ab. Die Methode der Ergosterolbestimmung wird jedoch
haufiger zur Bestimmung pilzlicher Biomasse as zur Vitaditésbestimmung eingesetzt (Gessner
und Chauvet, 1997). Bermingham et a. (1995) merkten kritisch an, dass Schwermetdle das
Verhdltnis von Pilzbiomasse zu Ergosterol stéren bzw. negativ beeinflussen konnen. Auch die
Kulturbedingungen wie Medium, Temperatur oder Schittelgeschwindigkeit zeigten unter
L aborbedingungen einen Einfluss auf den Ergosterolgehalt in Pilzen (Gessner et al., 2003).

Die Vitalitéa wird in der Literatur in unterschiedlichster Weise bestimmt, wobei diese oft mit der
Biomasseproduktion konform geht, untereinander jedoch aufgrund der unterschiedlichsten
Bestimmungsmethoden schwer zu vergleichen ist.

4.2.1 Einflussder Temperatur auf die Biomasse und die Vitalitat in H. lugdunensis
unter Cd(l1)- Stress

Die Biomasseproduktion ist von der Temperatur abhdngig. Der Biomasseverlust unter Cd(Il)
(25uM und S0 pM) it in beiden Stammen be 14° C gegenlber 10° C deutlich geringer. Eine
verringerte Schwermetallaufnahme ist in H. lugdunensis nicht die Ursache dafirr, da mit hoherer
Temperatur eine gesteigerte Akkumulation gemessen werden konnte (Tab. 20). Es wére denkbar,
dass eine bessere Stoffwechselleistung, die sich auch im besseren Wachstum der unbelasteten
Kontrollen widerspiegelt, dafir verantwortlich ist. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden
keine optimaen Wachstumstemperaturen bestimmt, da im Temperaturbereich des natirlichen
Habitates gearbeitet werden sollte. Doch Graga (1995) fand heraus, dass die optimae
Wachstumstemperatur fir einen H. lugdunensis-Stamm aus einem Fluss in Mitte-Portugal in
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komplexer Maz-FHussigkultur (MEB, Difco, 15g/L) zwischen 20 °C und 25°C lag und ab 5°C
kontinuierlich anstieg. Der Stamm erreichte damit das hdchste Temperaturoptimum von vier
untersuchten aquatischen Hyphomyceten (Graca und Ferreira, 1995).

Die Vitditat zeigt unter Cd(I1)-Belastung ebenfals eine Beeinflussung durch die Temperatur im
Stamm H82-1. Im Stamm H4-2-4 hingegen ist sie nicht signifikant verschieden zwischen 14 °C
und 10 °C (Tab. 15). Stamm H82-1 lasst den Schluss zu, dass, wie bei der Biomasse, en
erhdhter Stoffwechselumsatz bei hoheren Temperaturen dazu fihrt, dass der Vitditétsverlustes
durch Cd(11)-Exposition vermindert werden kann.

4.3 Beeinflussung des Wasser haushaltes

Neben der Beeinflussung der Biomasse und der Vitdité ist auch der Wasserhaushat eines
Organismus  unter Schwermetallstress von vielen Parametern abhéngig. Fur Pflanzen wurde
unter Cadmiumstress neben Nekrosen und einem verminderten Wachstum auch ein Welken aller
Pflanzenteile beobachtet (Perfus-Barbeoch et d., 2002). Dabei it eine Storung bzw.
Falschregulierung der Stomata die Ursache fir den gestorten Wasserhaushdt. Fur Pilze muss
nach anderen Ursachen gesucht werden, denn in H.lugdunensis H4-2-4 und H8-2-1 konnte
ebenfals eine Verringerung des Wassergehaltes unter Cd(I1)- und Zn(I1)-Belastung nach-
gewiesen werden (Abb. 16, S 43). Da die Pilze in flussgen Medium angezogen wurden, muss
man vermuten, dass eine Anderung der Osmolaritét, verbunden mit einer Anderung des
lonenhaushaltes flr den Wasserverlust in der Zelle verantwortlich ist.

In der Literatur wird héufig berichtet, dass begleitend mit der Schwermetalaufnahme in Pilzen
und Hefen eine Freisetzung von lonen in das Medium beobachtet werden konnte (Blackwell et
a., 1995; Blackwell und Tobin, 1999; Gharieb, 2001; White und Gadd, 1987). Dabei handelt es
sich um den Efflux von K*, Na", Mg?*, H" und Ca®*. Es wird diskutiert, dass die Metale zu einer
Zerstorung der Plasmamembran flhren, deren eektrochemischen Gradienten stéren oder
Antiporter aktivieren (Gharieb, 2001). Die Stochiometrie fur die Aufnahme von Metdlen und
Efflux von lonen ist dabel nicht immer eindeutig und fir die Metdle und auch Organismen zum
Tell unterschiedlich (Blackwell et a., 1995). Auch bedingen nicht immer diesdlben Metdle
einen Efflux aller oben genannten lonen. Blackwell und Tobin (1999) benutzten den verringerten
intrazelluldren K*-Gehdt unter Cd(ll) in S. cerevisiae sogar as Indikator fir die Zeltoxizitét.
Der Einfluss dieser Beobachtungen auf den Wassergehalt der pilzlichen Zelle blieb bel diesen
Untersuchungen jedoch weitgehend unbeachtet. Es ist denkbar, dass sich durch den Efflux der
lonen das Konzentrationsgeféle bzw. das chemische Potential (4) verschiebt. Dabei wirde die
lonenkonzentration im Raum um die Zele (im Mikrokosmos) im Gegensatiz zum Zdlinneren
ansteigen und einen Wasserausstrom bedingen. Der intrazelluldre Wassergehdt wirde
demzufolge sinken.

Ob die hier fir H. lugdunensis H4-2-4 und H8-2-1 beobachtet Verringerung des Wassergehaltes
auf einen Ausstrom von lonen zurlickzufiihren ist, bleibt zu kl&ren. Es wird aber wieder deutlich,
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dass Cd(I1) gegentber Zn(I1) eine stérkere Beeinflussung ausiibt, die nicht signifikant von der
Wachstumsphase abhangig ist, obwohl in der gationdren Phase bei beiden Stdmmen immer ein
etwas geringeres FM/TM-Verhdtnis beobachtet wurde. Prozentua betrachtet ist die Abnahme
des Wassergehaltes unter maximaler Cd(I1)-Belastung fur beide Stamme etwa gleich. Fur Zn(I1)
ist der Verlust prozentua fur H4-2-4 etwas geringer as fur H8-2-1. Mdglicherweise spiegelt sich
auch hier die hthere Toleranz von H4-2-4 gegentiber Zn(11) wider.

4.4 Zdlwandzusammensetzung in H. lugdunensis unter
Schwer metallstress

Der erste Kontakt einer Pilzzelle mit toxischen Metalen, sofern diese nicht durch Oxaate und
Citrate (Gadd, 1999; Jarosz-Wilkolazka und Gadd, 2003), Glycoproteine (bel einigen Hefen)
(Brelerova et a., 2002) oder Sulfide (S cerevisiae) (Gadd, 1992) komplexiert bzw. prézipitiert
wurden, it die Zellwand. Die Zusammensetzung der pilzlichen Zellwand ist fir das Uberleben
in extremen Lebensrtdumen entscheidend (Blackwell et d., 1995). Se fungiert ds Diffusons-
barriere, die die Aufnahme von Verbindungen, darunter auch toxische Metdle, kontrolliert
(Gadd, 1993). Sie beinhdtet eine Reihe unterschiedlichster Strukturen, die von der dinnen mehr
oder weniger unstrukturierten Zellwand in der Wachstumszone bis zur zum Teil sehr dicken,
festen Zdlwand in dten Hyphen reicht (Burgstdler, 1997) wund besimmt die
Biosorptionskapazitéten eines Organismus (Peberdy, 1990; Venkateswerlu und Stotzky, 1989).

Die Zdlwand ist eine komplexe Struktur, die Chitinmikrofibrillen, umgeben von ener amorphen
Schicht aus Proteinen und Polysacchariden (Mannan, Glukan, Galaktane) enthdlt (Kuhn und
Trinci, 1990; Peberdy, 1990). Dass Chitin nicht immer der Hauptanteil der pilzlichen Zdlwand
ist, konnte an dem Ascomyceten H.lugdunensis, fir den bisher keine Informationen zur
Zusammensetzung der Zellwand und zu deren Beeinflussung durch Schwermetalle vorlagen,
gezeigt werden.

Gleiche Ergebnisse fanden Nguyen et a. (1998) fir enige, ebenfalls zu den Ascomyceten
gehtrende Hefen (Kloeckera apiculata, Debaryomyces hansenii, Zygosaccharomyces bailii,
Kluyveromyces marxianus, S. cerevisiae). Ahnlich wie bei H.lugdunensis waren die
Hauptbestandteile der Zellwand in diesen Organismen Glucose und Mannose. Gaaktose und
Glucuronsaure wurden nicht weiter untersucht.

In Stdmmen der Art Nectria cinnabarina, einem nahen Verwandten von H. lugdunensis, und
Sesquicillium-Spezies, ebenfals zu den Hypocreales gehtrend, konnten Ahrazem et a. (2001)
auch Glukose, Galaktose, Mannose, Glukuronsaure und in geringen Mengen oder gar nicht
N-Acetylglukosamin as Hauptbestandteil der Zellwand identifizieren. Dabei traten auch hier
Glukose und Galaktose am haufigsten auf (Vergleich Tab. 17, S. 46).

Dies bestérkt die nahe Verwandtschaft von N. cinnabarina zu H. lugdunensis obwohl dieser im
Stammbaum zur 18SrDNA-Andyse nicht direkt mit H. lugdunensis clustert (Abb. 12, S. 37).
Die Zdlwandandyse wird sehr haufig zur Einschdtzung phylogenetischer Sachverhdte genutzt
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(Ahrazem et a., 2001; Prillinger e d., 1993), obwohl sich zeigt, dass Untersuchungen auf
molekularer Ebene oft aussagekraftiger sind.

Die prozentude Zelwandzusammensetzung der Stdmme H4-2-4 und H82-1 unterscheidet sich
fur Mannose und Galaktose signifikant. Das ist nicht Uberraschend, fanden doch auch Nguyen et
al. (1998) und Ahrazem et a. (2001) Unterschiede in der prozentualen Zuckerzusammensetzung
der Zellwand in den dort untersuchten Hefe- bzw. Nectria-Stammen.

Augenmerk der Untersuchungen in dieser Arbeit war weterhin die Beenflussung der
Zdlwandzusammensetzung  (Polysaccharide)  durch  Schwermetallstress.  Morphologische
Unterschiede (elektronenmikroskopisch) zwischen Cu(ll)-belasteten und unbelasteten pilzlichen
Zdlwanden fand Gardea-Torresdey et a. (1997) in Mucor rouxii, wobe die Zelwand unter
Metallstress verdickt wurde. Auch Gharieb (2001) beobachtete Bulbenbildung in Alternaria und
Fusarium spec., die auf Veranderungen in der Zellwand schlief3en lassen. Diese konnte auch fir
H. lugdunensis beobachtet werden. Die Funktion dieser durch Cd(Il) induzierten Strukturen ist
unbekannt, denkbar wéare die Bindung der Metalle an funktionelle Gruppen der Zdlwand, die in
der Zdlproliferation involviert snd.

Die Metadlbindung an die Zdlwand ist ein komplexer Vorgang. Die Bindung ist abhéngig von
der Zdlwandstruktur und Zusammensetzung. Letztere kann durch das Vorhandensein von
Metdlen beeinflusst werden (Gadd, 1993; Venkateswerlu und Stotzky, 1989). Zur
Zusammensetzung der Zuckerbestandteile in der pilzlichen Zelwand in Abhdngigkeit von der
Schwermetallkonzentration im Medium ist wenig bekannt. Hefnawy und Razak (1998) fanden,
dass der Gesamtzuckerantell der Zellwand in Fusarium oxysporum in Gegenwart von Kupfer
angteigt. Sie diskutierten die Erhohung der Zuckeranteile unter Schwermetallstress als
Schutzmechanismus in Form einer Zellwandverdickung.

Fur H. lugdunensis wurde unter 100 uM Cd-Stress hingegen eine Abnahme des Zuckergehaltes
gefunden, der fir Stamm H4-2-4 aus dem belasteten Standort ausgepragter war as fir Stamm
H8-2-1. Auch 250 uM Zn(ll) verringerten den Zuckergehat, vor adlem den Gaaktoseanteil, in
Stamm H82-1. Der Zuckergehadt der Zellwand von H4-2-4 hingegen blieb durch Zn(ll)-
Belastung unbeeinflusst.

In Cunnighamella blakesleeana wurde ebenfals eine Verringerung des Zuckeranteils unter
Kupferstress gefunden (Venkateswerlu und Stotzky, 1986).

Es ist denkbar, dass durch eine Veringerung der Zuckerbestandteile der Zellwand Meta lbinde-
sellen vermindert werden (an den funktiondlen Gruppen der Zucker). Vor dlem die
Veringerung des Glucuronsdureanteils wirde diese Annahme stiitzen, da Carboxylgruppen as
eine Hauptkomponente der Metdlbindung in der Zellwand postuliert werden. So zeigten Fourest
et a. (1996), dassin Mucor miehei, Rhizopus arrhizus, P. crysogenumund Trichoderma reesei
der COOH-Gehdt mit 30 %-70 % an der Zn(l1)-Bindung betelligt i<t
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Offendichtlich ist die Modifikation der Zellwand, verbunden mit Adaptationsprozessen in der
Biosorption und Akkumulation ein wichtiger Schutzmechanismus im Zuge der spezifischen
Anpassung von Pilzen an Schwermetallstress.

4.5 Akkumulations- und Biosorptionsvermogen der H. lugdunensis
Stdmme H4-2-4 und H8-2-1

45.1 Akkumulation und Biosorption

Die Biomasseproduktion, die Vitditdt sowie der Wasserhaushat unter Metallbelastung
reflektieren  komplexe biochemische Adaptationen beginnend mit der Biosorption und
Akkumulation.

Mikroorganismen, darunter auch Pilze haben ein hohes Oberfldchen-zu-VolumenVerhdtnis auf
Grund ihrer geringen Grofe (Ledin, 2000). Auf Grund der daraus resultierenden grof3en
Oberflache zeigen sie eine hohe Kapazitét, um mit Metallen in der Umgebung zu interagieren.

Die Metallaufnahme in Pilzen it ein biphasischer Prozess. Der erste Schritt, die Biosorption oft
auch ds passve Akkumulation bezeichnet, ist en schndler, Metabolismus-unabhangiger
Prozess. Sie it abhangig von der Oberfléachenstruktur des Organismus und der chemischen
Zusammensetzung der Zellwand, der zu bindenden Metdlspezies und der Expostionsdauer
(Volesky und May-Phillips, 1995; White und Gadd, 1987). Die Bioakkumulation hingegen ist
ein langsamerer Metabolismus-abhangiger Schritt. Sie wird von der Temperatur, dem pH-Wert,
der Zusammensetzung des Mediums und der Gegenwart von Inhibitoren der Metallaufnahme-
systeme (Blackwell et d., 1995; Kapoor und Viraraghavan, 1997a) beeinflusst.

Es ist moglich, dass unterschiedliche Bindekapazitdten eine Rolle in der Schwermetdltoleranz
spielen. Dafur kénnen unterschiedliche $rukturen an der Zeloberflache verantwortlich sein. Die
Bindung der Metale dort kann Uber Carboxyl-, Hydroxyl-, Sulfhydryl-, Phosphat- oder
Aminogruppen, die Bestandteile von Kohlenhydraten, Lipiden oder Proteinen sein konnen, as
lonenaustausch- Prozess erfolgen (Fourest et d., 1996; Kapoor und Viraraghavan, 1997b).

In H. lugdunensis H4-2-4 und H82-1 werden Cd(ll) und Zn(ll) konzentrations- und zeit-
abhdngig sorbiert (Abb. 18, S 47). Dabel weisen beide Stdmme unterschiedliche Quantitéten in
der Biosorption von Cd(ll) und Zn(ll) auf. So biosorbierte der Stamm H4-2-4 bel einer 100 uM
Cd(l)-Gabe 375umol/g TM und be einer 100uM Zn(l1)-Gabe 125umo/gTM in der
logarithmischen Phase (nach 3 Tagen Schwermetallexposition).

In der stationdren Phase waren es 45,8 bzw. 6,9 pmol/g TM. Auch der Stamm H8-2-1 sorbierte
bel gleicher Konzentration weniger Zn(ll) as Cd(ll). Dies bestétigt die Abhangigkeit der
Biosorption von der Metalspezies. H. lugdunensis zeigt bei gleicher Konzentration eine héhere
Cd(l11)- as zZn(ll)-Biosorption (Cd > Zn). Dies wurde auch fir lebende S. cerevisiae-Kulturen
beobachtet (Avery und Tobin, 1993). Volesky und May-Phillips (1995) hingegen analysierten
sowohl fir lebendes (nicht wachsendes) als auch fir totes S. cerevisiae-Materiad hohere
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Bindekapazitaten fur zZn(ll) as fur Cd(ll). Dabei wurde zwischen totem und lebendem Materia
kein dgnifikanter Unterschied in der Metdlbindung beobachtet (Volesky und May-Phillips,
1995). Fir die unterschiedlichen Befunde in den beiden Arbeiten ist moglicherweise der pH-
Wert oder die Zusammensetzung des Mediums verantwortlich, da die Anzuchtstemperatur
jewells 25° C betrug. Avery und Tobin (1993) arbeiteten bei einem pH-Wert von 5,5; Volesky
und May-Phillips (1995) hingegen bei 4,0.

Fanden Volesky und May-Phillips (1995) keine Unterschiede zwischen totem und lebendem
Materid in S. cerevisiae, so konnten Yan und Viraraghavan (2003) in M. rouxii, Unterschiede in
den Bindekapazitdten fir Zn(ll) zwischen lebendem und totem Materia nachweisen. Lebendes
Material biosorbierte 75 umol  Cd(ll))g und 119 pumol Zn(ll)/g, durch Druck und Hitze
behanddltes Pilzmycd hingegen 74 umol Cd(l1)/g und 255 pmal Zn(ll)/g. Dies zeigt, dass die
Bindekapazitéten fur Cd(ll) durch diese Bedingungen nicht beeinflussbar sind, fur zZn(Il)
hingegen schon. Daraus lasst sich schlief?en, dass fir beide Metale unterschiediche
Bindungsstellen an der Zelwand vorliegen missen oder Bindestellen fir Zn(ll) durch die
thermische Behandlung freigelegt werden.

Auch inaktiviertes Materiad der filamentdsen Pilze Aspergillus niger (Akthar et a., 1996) und
Rhizopus arrhizus (Tobin et d., 1984) zeigten hohere Zn(11)- as Cd(l1)-Biosorptionskapazitaten.

Die Aufnahme von Kinetiken zur Einschdtzung von Biosorptionskapazitéten eines Organismus
zB. nach Langmuir und Freundlich kann nur an totem oder nicht wachsendem Materid
durchgefuhrt werden, da bel wachsendem Materid das Verhdltnis zwischen Biomasse und
verfigbarem Metal kontinuierlich variiert (Ledin, 2000; Voleky und Holan, 1995), (Volesky,
personliche Mitteilung).

In der Literatur werden Biosorption und Akkumulation as konzentrationsabhangige Prozesse
beschrieben. Dies konnte auch fur H.lugdunensis bestdtigt werden. Fir den Weil¥aulepilz
Phanerochaete chrysosporium (inaktiviertes Materia) wurde experimentell und mathematisch
bestimmt, dass die Anfangskonzentration des Metals die am meisten signifikante Varigble im
Biosorptionsprozess (keine Unterteilung zwischen intra und extrazdlul&rem Metdl) im
Gegensatz zur Menge des Biosorbens und des pH-Wertes der Losung ist (Gopd et a., 2002).

Von der Anfangskonzentration der Metale hangt es ebenfals ab, wann eine Abséttigung der
Sorption eintritt. Fir H. lugdunensis konnte fir beide Metdle und Stdmme in vitro keine
Séttigung festgestellt werde. Moglicherweise liegt die Konzentration, bel der eine Séttigung der
Biosorption eintreten wirde, Uber der letalen Dosis der Pilze.

Die Biosorption bzw. die passve Akkumulation in Pilzen variiert mit der Temperatur, mit der
Expodtionszeit, der Mediumzusammensetzung und dessen pH-Wert, aber auch mit der
Zdldichte und dem Alter der Zellen (Kapoor und Viraraghavan, 1997a).

So erstaunt es nicht, dass die Ergebnisse fur H. lugdunensis H4-2-4 in der vorliegenden Arbeit
zu Ergebnissen am selben Stamm im Rahmen ener anderen Untersuchung (Jaecke, 2002)
differieren. Wurden in der vorliegenden Arbeit nach einer 100 umolaren, 5tégigen Belastung
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ca 45 pmol/g TM Cd(ll) und ca. 7 pumol/g TM Zn(ll) biosorbiert, waren es in der Arbeit von
Jaeckel ca. 185 pumol/g TM Cd(Il) und ca 17 umol/g TM Zn(Il). Die verwendeten Medien
waren gleich, doch benutzte Jaecke (2002) eine Anzuchtsmethode, die dazu flhrte, dass sich
ihre Kulturen noch in der spat-logarithmischen Wachstumsphase befanden. H. lugdunensis-
Kulturenin der vorliegenden Arbeit befanden sich bereitsin der stationéren Phase.

Die Ergebnisse zeigen weiterhin sehr deutlich die Abhéngigkeit der Biosorption von der
Wachstumsphase. 100 uM Cd(ll) werden in der stationdren Phase mehr biosorbiert, fur Zn(Il)
gleicher Konzentration hingegen wird der hoheren Antell in der logarithmischen Phase messbar.

Die Schwierigkeit der quantitativen Vergleichbarkeit von Sorptions- und Akkumulations-
prozessen soll am Beispid von S, cerevisiae und Cu(ll) (da hier die meisten relevanten Studien
vorliegen) gezeigt werden (Tab. 26).

Tab. 26 Maximale Bindekapazitaten fur Cu(ll) durch S. cerevisiae (nicht lebendes M aterial)

Maximale Bindekapazitét [umol/a TMI Cu(1)-Konzentration [UM] Referenz
23 bis 50 Huana et al. (1990)
93 bis 50 Avery und Tobin (1993)
ca. 100-400 bis 3000 Volesky und May-Phillips (1995)
140 bis 4550 Doénmez und Aksu (1999)

Die Vorgehensweisen zur Bestimmung der Cu(ll)-Bindung sind in den vier Referenzen (Tab.
26) ahnlich, wobei unterschiedliche Stdmme einer Art verwendet wurden. Es wird deutlich, dass
be gleicher eingesetzter Konzentration die Biosorptionskapazitéten bis zum 4fachen, sonst sogar
bis zum 20fachen variieren kénnen. Méglicherweise spiden die Medienzusammensetzungen und
deren pH-Werte eine entscheidende Rolle und erschweren damit die Vergleichbarkeit von
Biosorptionsprozessen.

Untersuchungen zur Biosorption werden oft aus dem Blickpunkt der Biotechnologie gefthrt und
dadurch haufig sehr hohe Metalkonzentrationen in Betracht gezogen. Nur zwei der in Tab. 26
aufgefihrten Autoren setzten bel  ihren Untersuchungen Konzentrationen en, die den
Bedingungen an natUrlichen Standorten nahe kommen und somit fir biochemische Frage-
stellungen von Relevanz sind.

Fir die Stdmme H4-2-4 und H82-1 liegt die maximade Biosorption von Cd(ll) und Zn(I1)
[stationdre Phase, 150 pM Cd(Il): H4-2-4= 66,9 umal/g TM; H8-2-1=522 umol/gTM und
3B0OuM zZn(ll): H4-2-4=974 pmol/gTM; H82-1=79,5] im Bereich dessen, was auch fir
andere Pilze gemessenen werden konnte (Kapoor und Viraraghavan, 1997a; Volesky und Holan,
1995; Yin @ d. 1999). Dabe befindet sich H. lugdunensis im Bereich der Organismen, die
Cd(11) und Zn(11) weniger gut biosorbieren.
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Es ddlte sich weterhin die Frage, warum be niedrigen Zn(ll)-Konzentrationen in der
logarithmischen Phase in beiden Stdmmen mehr biosorbiert wird as in der stationdren Phase,
obwohl bekannt ist, dass mit zunehmender Expositionsdauer (in der stationdren Phase) auch die
Biosorption sowohl in totem ds auch in lebendem Pilzmateriad zunimmt (Akthar et a., 1996;
Donmez und Aksu, 1999, 2001). Fiur Cd(ll) wurde dies in beiden Stdmmen bestétigt, fur Zink
traf dies nicht zu. Moglich wére, dass durch das erhdhte Zn(l1)-Angebot in einer nicht toxischen
Doss [keine Beeinflussung der Biomasse, nur geringe Herabsetzung der Vitditét (Abb. 14,
S. 39; Abb. 15, S 42) eine gesteigerte Aufnahme dieses Metalls in H. lugdunensis erfolgt, denn
bei héheren Konzentrationen wurde auch bei Zn(I1) in der stationdren Phase mehr biosorbiert.

Bel hohen Metallkonzentrationen zeigen sich in der vorliegenden Arbeit deutliche Unterschiede
in der Biosorption zwischen den Stdmmen [dationdre Phase, 150 puM  Cd(ll): H4-2-4 =
66,9 uma/g TM; H82-1=522umol/gTM und 350uM Zn(ll): H42-4=974 pmol/g TM;
H8-2-1=79,5]. Der tolerantere Stamm H4-2-4 biosorbierte im Durchschnitt mehr Metall as der
Stamm H8-2-1 aus dem moderat belasteten Standort [fur Zn(I1) nicht signifikant]. Auch Gardea
Torresdey et al. (1997) fanden fir M. rouxii, dass der Cd(I1) tolerante Stamm eine etwas hdhere
Metallbindekapazitdt aufwies ds der sendtive. Ebenfals zeigte ein aus Abwasser isolierter und
an Metdl adaptierter Candida-Stamm, dass seine Bindekapazitdten von Cu(ll) und Ni(ll)
gegenliber einem unadaptiertem Stamm deutlich hoher lagen (Dénmez und Aksu, 2001).

Es ig¢ maoglich, dass auf Grund unterschiedlicher Strukturen an der  Zelloberflache,
unterschiedliche Bindekapazitéten eine Rolle in der Schwermetdltoleranz spielen (Fourest et al.,
1996; Kapoor und Viraraghavan, 1997b). Daher kdnnten unterschiedliche Oberflachenstrukturen
in den Stammen H4-2-4 und H8-2-1 zu den Differenzen in der Biosorption fihren.

Dies wirde ebenfalls die Unterschiede in den Mengen an Cd(ll) und Zn(ll) erkléren, die bel
gleicher molarer Belastung biosorbiert werden.

Ein Hinweis auf diese Sachverhalte konnte die unterschiedliche Desorbierbarkeit verschiedener
Metdle sein, wie es z.B. Kapoor und Viraraghavan (1996) fir inaktiviertes A. niger -Materid
gefunden haben (Tab. 27).
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Tab. 27 Desorptionseffizienz unterschiedlicher chemischer Reagenzien an alkalisch (0,5N NaOH)
vorbehanddtem A. niger (Kapoor und Viraraghavan, 1996)

Desorptions-Reagenz | Desorption Pb [%] | Desorption Cd [%] | Desorption Ni [%]

H.O 36 141 26

0,1 N HNG; 98,9 989 99,3

1,0 N HNO, 99,0 A2 91,7

0,1 M CaCl 30,1 A4 64,8

0,1 M MgSO, 14,7 79,6 288
0,1 N N&,CO, 13,0 914 54
0,1 N NaHCO; 204 44,2 2,1
0,1 N NH,Cl 7.2 478 60,5

Hierbei werden Pb(ll), Cd(ll) und Ni(ll) durch gleiche Desorptionsreagenzien in verschiedenem
Mal3e abgel st.

Die Begriffe Biosorption und Akkumulation werden in der Literatur in unterschiedlicher Weise
gebraucht. In der vorliegenden Arbeit wird as Akkumulation nur der intrazeluldre Gehat an
Schwermetall definiert. Diese Schwermetallmenge ist fur die Beeinflussung des Stoffwechsels
von Relevanz. Im Gegensatz zur Biosorption ist dies ein Metabolismus-abhangiger Prozess. Die
Menge an aufgenommenem Metall liegt héufig unter der biosorbierten, was wiederum eine
Schutzfunktion darstelIt.

Fur H.lugdunensis zeigt sch, dass auch die Akkumulation ein zeit- und konzentrations-
abhangiger Prozess ist, wobel letzterer mittels quadratischer Funktion beschrieben werden kann.
Be einer maximalen Cd(ll)-Belastung von 150 uM kommt es zu einer maximaen Aufnahme in
der stationdren Phase von 22,3 ymol/g TM durch H4-2-4 und 27,13 umol/g TM durch H8-2-1.
Diese Werte sind mit Ergebnissen zur Akkumulation in anderen pilzlichen Vertretern
vergleichbar [A. niger: 40 umoal/g, M. rouxii: 153 pmol/g (Mullen et d., 1992), P.involutus:
27 umol/g TM (Blaudez et al., 2000)].

Auch die Zn(Il)-Aufnahme ist mit 70,8 pmol/g TM fur H4-2-4 und 1453 pmol/g TM fur H8-2-1
mit anderen pilzlichen Vertretern zu vergleichen [Saccharomyces spec.: 120 pmol/lg T™M
(Sngleton und Tobin, 1996), Candida utilis:. bis 60umo/g TM (Falla e 4. 1976)
Sporobolomyces roseus. bis 90 umal/g TM, S. cerevisiae: 160 umol/g TM (Mowll und Gadd,
1983)].

Neben der Konzentrationsabhéngigkeit der Akkumulation wird, besonders in Stamm H8-2-1
unter hohen Zn(I1)-Belastungen, deutlich, dass in der stationéren Phase in beiden Stdmmen mehr
Metdl akkumuliert wird ds in der logarithmischen Wachstumsphase @Abb. 19, S. 49). Soares et
a. (2002) diskutieren in ihrer Verdffentlichung in Bezug auf die Unterschiede in der
Metalaufnahme - Cd(1l), Cu(ll) und Pb(ll) - in S cerevisiae, verglichen mit den Daten von
Volesky und May-Phillips (1995) in einem anderen Stamm, dass moglicherweise das Alter einer
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Kultur eine entscheidende Rolle fur die Aufnahme spidt. Auch die Kultur- und Anzuchts-
bedingungen spielen dabei eine entscheidende Roalle.

Der Stamm H4-2-4 akkumulierte bei Jaecked (2002) 11,8 umol Cd(l1)/g TM und 25,1 pumol
Zn(IN/gTM unter 100 uM Belastung. In der vorliegenden Arbeit wurden be gleicher
Konzentration und Expostionsdauer (5 Tage) 133umol Cd(ll))g TM und 34,8 uma
Zn(I/g TM bestimmt. Die Werte liegen nah beieinander, obwohl sich die Kultur in der Arbeit
von Jaeckel (2002) noch in der logarithmischen und die Kulturen in der vorliegenden Arbeit
bereits in der stationdren Phase befanden.

Neben der Zeit- und Konzentrationsabhangigkeit der Akkumulation wird deutlich, wie
unterschiedlich Cd(I1) und Zn(ll) aufgenommen werden. Sowohl H4-2-4 as auch H8-2-1
nehmen be gleicher Belastung ca 3- (stationdre Phase) bis 6ma (logarithmische Phase) mehr
Zn(l) auf as Cd(ll). Aulerdem liegen die Werte der Zn(ll)-Akkumulation be dlen
Konzentrationen Uber dem, was extrazdluléar gebunden wird. Ausgenommen it Stamm H4-2-4
be ener 350 UM Zn(I1)-Belastung. Hier biosorbiert der Stamm mehr ads er akkumuliert, was
wiederum als Adaptation des toleranteren Stammes angesehen werden kann.

Bereits Jaeckel (2002) bestédtigte fur den Stamm H4-2-4, dass die Zn(ll)-Akkumulation Uber der
Biosorption liegt, fir andere Pilzgruppen jedoch ist dies in der Literatur nicht gezeigt wurden.
Moglicherweise sind die unterschiedliche Toxizitée von Cd(ll) und Zn(ll) und die damit
verbundenen unterschiedlichen Aufnahmestrategien verantwortlich.

Fur die Aufnahme von Cd(Il) werden in der Literatur mehrere Wege postuliert, die jedoch dle
nicht Cd(ll)-spezifisch sind und haufig die Transportwege fir essentielle lonen darstellen.
Blaudez et al. (2000) fanden fur den Ektomycorrhiza-Pilz P. involutus heraus, dass die Cd(ll)-
Aufnahme sowohl vom Membranpotentia, vom Carrier-vermittelten Transport aber auch vom
Cacium-Tranport abhangig ist. Die Expression pflanzlicher cDNA fir den Transporter LCT1 in
S. cerevisiae fuhrte zu einem deutlichen Ca(ll)- und Cd(I1)-Einstrom, was vermuten lief3, dass
Cd(l1) Uber Ca(ll)-Trangporter im pflanzlichen System mit auf genommen werden kann (Clemens
e d., 1998). In S. cerevisiae fuhrte das Ausschdteten des Gens fur den Zinktransporter ZRT1
dazu, dass die Zellen nicht mehr in der Lage waren Cd(l) in das Zdlinnere zu transportieren.
Zn(ll) hingegen wird gezidt aufgenommen und gtrikt reguliert (Gomes et a., 2002). Dafir it in
Hefen ein hochaffiner (Zrtlp) und ein niedrig affiner Transporter (Zrt2p) verantwortlich (Gaither
und Eide, 2001; Guerinot und Eide, 1999; Van Ho et d., 2002).

Es ist denkbar, dass der Bedarf an Zn(l1) als essentielles Element sehr hoch liegt und auf Grund
seiner geringen Toxizitét, in grolRerem Male aufgenommen wird. Cd(ll) hingegen wird zwar
Uber essentidle Transporter oder Kandle mit aufgenommen, fihrt aber auf Grund seiner
toxischen Wirkung unter htheren Konzentrationen zuerst zu deren Blockade und anschlief3end
zur kompletten Schéadigung.

H. lugdunensis H4-2-4 und H8-2-1 zeigten in der zeit- und konzentrationsabhangigen Aufnahme
von Cd(I1) und Zn(ll) ein dnliches Verhdten. Doch wie bei der Biosorption sind vor alem bei
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hohen Metallkonzentrationen Unterschiede zwischen den beiden Stdmmen erkennbar. So
akkumuliert H8-2-1 aus dem moderaten Standort mehr Cd(l1) und signifikant mehr Zn(ll), vor
dlem in der dationdren Phase. Dass Stdmme aus unterschiedlich belasteten Standorten
Differenzen in der Metdlaufnahme zeigen konnen, beobachteten auch Zhao et al. (2002) fir
zwei Okotypen der Cd(I1)-Hyperakkumulator-Pflanze Thlaspi cerulescens. In einem Okotyp
zeigte sich eine 4,5fach hoéhere Cd(l1)- und eine 1,5fach hohere Zn(I1)-Aufnahme im Vergleich
zum anderen Okotyp. Die Autoren vermuten, dass es sich hierbei um eine unterschiedliche
Auspragung von Cd(ll)-Transportsystemen, vor alem Ca(ll)-Kandle handeln konnte. Ebenfdls
ene verringerte Aufnahme, hier jedoch von Zn(ll), des toleranteren Stammes zeigte die Blauage
Oscillatoria anguistissima (Ahuja et a., 2001). Im Gegensatz dazu wurden in Untersuchungen
an einem Cd(Il)-resistenten und einem Cd(I1)-sensitiven Stamm von N. crassa durch Levine und
Marzluf (1989) keine Unterschiede in der Cd(l1)-Aufnahme gefunden.

Es kann angenommen werden, dass die unterschiedlichen Biosorptions- und Akkumulations-
kapazitdten gegenuber hohen Cd(I1)- und Zn(ll)-Konzentrationen in Fussigkultur, vor dlem in
der sationdren Wachstumsphase, Adaptationen an die verschiedenen Standortbedingungen der
beiden H. lugdunensis Stamme darstellen. Der Stamm H4-2-4 aus dem stark belasteten Standort
biosorbiert bei hohen Metallkonzentrationen mehr Cd(l1) und Zn(l1) ds Stamm H82-1 aus dem
moderat belasteten Standort. Im Gegensatz dazu zeigt diesr wiederum eine hohere
Akkumulation bei hohen Metallkonzentrationen.

4.5.2 EinflussdespH-Wertesim Medium auf Biosor ption und Akkumulation

Die Biosorption und Akkumulation von Metdlen in Filzen kann vom pH-Wert abhéngig sein
und je nach Metal und Organismus stark differieren (Blackwell et a., 1995; Kapoor und
Viraraghavan, 1997a). Mit steigendem pH-Wert konnen beispielsweise funktionelle Gruppen an
der mikrobiellen Oberflache deprotoniert werden und dadurch frei fir die Bindung von Kationen
zur Verfligung stehen. Im Gegensatz dazu fuhrt ein niedriger pH-Wert zu einer Protonierung und
damit verbunden Veringerung der negativen Ladung an den Bindestelen, was in ener
Inhibierung der Metalbindung resultieren wirde (Yan und Viraraghavan, 2003). Vide
Untersuchungen zeigten auch, dass nicht immer ein steigender pH-Wert zu ener Steigerung in
Biosorption und Akkumulation von Metdlen fihrt. Donmez und Aksu (1999) zeigten z.B., dass
die Cu(ll)-Aufnahme durch S. cerevisiae und S. pombe bel pH 4 optimal ist. Eine Erhéhung oder
Verminderung des pH-Werte um eine Einheit fihrten bereits wieder zu einem Verringerung der
Aufnahme. Fir Candida spec. konnte ebenfals eine bessere Biosorption bei pH 4 im Gegensatz
zu hoheren oder niedrigeren Werten gefunden werden (Donmez und Aksu, 2001). For
P. involutus lag das pH-Optimum der Cd(l1)-Aufnahme bel 4,5 (Blaudez et d., 2000). Einige
Studien haben gezeigt, dass enige Pilze organische Verbindungen freisetzen kénnen, um damit
moglicheeweise auch den pH-Wert in ihrer Umgebung zu regulieren (Gadd, 1993).
Beispidsweise wurden in Gegenwart verschiedenster Metale Oxalate und Citrate (Gadd, 1999;
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Jarosz-Wilkolazka und Gadd, 2003; Murphy und Levy, 1983) gefunden, die einen Einfluss auf
den pH-Wert des Mediums hatten. Weiterhin ist denkbar, dass Glycoproteine (bei einigen Hefen)
(Brelerova et d., 2002) oder Sulfide (S cerevisiae) (Gadd, 1992) nicht nur der
Schwermetallkomplexierung dienen sondern auch durch eine Anderung des pH-Wertes im
Medium eine verénderte Binde- und Aufnahmekapazitét von Metalen hervorrufen.

Die Stdmme H4-2-4 und H8-2-1 zeigten eine Ansduerung des Mediums in den Kontrollansétzen,
d.h. in unbelasteten Medien (siehe 3.5). Ob organische Sauren dafir verantwortlich sind, wurde
nicht getestet, kann aber vermutet werden. Moglicherweise dient die Ansduerung des komplexen
Kulturmediums zur besseren Verflgbarmachung von Nahrstoffen. In unbelasteten Ansdtzen
zeigte Fusarium spec. hingegen eine Steigerung des pH-Wertes im Medium mit der Zeit. Wurde
diesem Medium Cd(Il) zugesetzt, kam es mit steigender Konzentration Uber die Zeit zu einer
Abnahme des pH-Wertesim Medium (Gharieb, 2001).

Wurde dem Medium fir H. lugdunensis Zn(l1) zugesetzt gab es keine Unterschiede im pH-Wert
zur Kontrolle. Unter Cd(l1)-Belastung hingegen lief3en sich, nicht immer signifikante, Tendenzen
erkennen. Der pH-Wert nahm mit der Cd(l)-Belastung im Medium unabhangig von der
Wachstumsphase in beiden Stammen zu. Dabel waren keine Stammesunterschiede zu
beobachten.

Die Zunahme des pH-Wertes unter Cd(l1)-Bdastung im Medium kénnte zwei Ursachen haben.
Um die Biosorption und Akkumulation zu verringern, kénnten H. lugdunensis den pH-Wert im
Medium erhdhen. Es ware auch denkbar, dass Cd(ll) den Efflux von pH-Wert regulierenden
Substanzen, die nicht weiter untersucht und identifiziert wurden, inhibiert und dadurch die
Zunahme des pH-Wertes im Medium bedingt. Zu einer Erhéhung des pH-Wertes in Pilzen unter
Schwermetallstress liegen in der Literatur keine Befunde vor.

Da keine Ansduerung des Mediums unter Metdlstress vorlag ist anzunehmen, dass
H. lugdunensis nicht mit der Freisetzung von Sauren zur Prézipitierung und Komplexierung von
Schwermetallionen reagiert.

4.5.3 Einflussder Temperatur auf die Biosor ption und Akkumulation

Physikalisch betrachtet ist die Biosorption, eine Form der Adsorption, von der Temperatur
abhangig. In der Literatur sind sowohl temperaturunabhdngige wie auch temperaturabhangige
Biosorptions- und Akkumulationsvorgange an pilzlichen Organismen beschrieben  worden
(Blackwell et a., 1995; Singleton und Tobin, 1996). Fur H.lugdunensis H4-2-4 und H8-2-1
konnte bei ener 25uM und 50 uM Cd(ll)-Belastung eine Abhéangigkeit der Biosorption und
Akkumulation von der Anzuchtstemperatur 3.7.3) gezeigt werden. Fir beide Stémme betrug die
Biosorption bei 14 °C nur ca. die Halfteim Vergleich zu 10 °C.

Adsorption und Desorption stellen ein Gleichgewicht dar, dessen Lage von der Temperatur
abhangig ist. Nach dem Le Chatelierschen Prinzip fir exotherme Vorgénge muss mit steigender
Temperatur die Adsorption abnehmen. Dieses Prinzip, was Freundlich und Langmuir as
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Grundlage ihrer Untersuchungen nutzten, wird auch an H.lugdunensis (beide Stdmmen)
bestétigt. Bei 14 °C zeigen Se eine geringere Biosorption as be 10 °C. Auch Mameri et d.
(1999) fanden eine Abnahme der Biosorption von Zn(ll) durch Streptomyces rimosus mit
Zunahme der Temperatur.

Ahuja et a. (1999) beobachteten in ihrer Arbeit zur Biosorption von Zn(ll) an dem Cyano-
bakterium O. anguistissima keine Temperaturabhéngigkeit im Bereich von 25-45 °C. Dazu gibt
es zwel Bemerkungen. Der Temperaturbereich konnte fur solche Untersuchungen zu hoch
angesetzt sein. Aullerdem bestimmen die Autoren nur den Zn(l1)-Gehdt im Medium und
schlielen daraus auf die aufgenommene Schwermetallmenge. Dabei berlicksichtigen sie nicht,
dass zwischen der intra und extrazelluldren Metalverteilung Unterschiede in Abhdngigkeit von
der Temperatur auftreten kénnen.

Die Akkumulaion, d.h. die Aufnahme der Metdle ins Zdlinnere, ist ein energieabhangiger
Prozess. Beiden H. lugdunensis-Stdmme reagieren mit einer verstérkten, nicht signifikanten,
Aufnahme von Cd(Il) in das Zdlinnere bei einer Temperaturerhbhung um 4°C. Dabel wird die
Akkumulation durch die Temperatur weniger beeinflusst as die Biosorption. Jedoch kann bereits
dieser kleine Angtieg der intrazelluldren Konzentration Folgen haben, vor alem dann, wenn die
toxische Dosis damit erreicht wird. Fir beiden Heliscus-Stémme scheint dies nicht zu zutreffen,
da ihre Biomasse und Vitaditd durch den intrazelluléren Anstieg der Cd(I1)-Konzentration von
3,8 auf 52 pumol/g TM in H42-4 und 4,2 auf 59 pmol/g TM in H82-1 unter 50 uM Metdlgabe
nicht negativ beeinflusst werden (Tab. 14, Tab. 15).

In Candida utilis stieg die Akkumulation von Zn(ll) nur unter Glucosezusatz in Abhangigkeit
von der Temperatur kontinuierlich von 5°C bis 37 °C dgnifikant an. Wurde keine Glucose
zugesetzt, hatte die Temperatur keinen Einfluss auf die Aufnahmesteigerung (Fallla et d., 1976).
Die Autoren diskutieren, dass Glucose die energieabhdngige Zn(Il)-Aufnahme férdert und
Aufnahmekapazitdt durch Temperaturerhbhung gesteigert wird. Die BasidiomycetenrHefe
Rhodotorula rubra nahm bei 37 °C mehr Cd(l1) as bei 25 °C auf. Pb(ll) jedoch wurde bei 25 °C
besser aufgenommen (Sdinas e d., 2000). Dabei betrachten die Autoren intra und
extrazdluléren Schwermetalgehat gleichzeitig, so dass nicht genau gesagt werden kann, ob die
Temperaturerhéhung eine stérkere Bindung an die Zelloberflache oder eine starkere Aufnahme
bedingt. Dadurch bleibt unklar, warum sich die beiden Metdle in R. rubra so unterschiedlich
verhadten. Einen weiteren Einfluss der Temperatur auf die Akkumulation fanden Blaudez et al.
(2000) fur Cd(ll) im Weil¥aulepilz P. involutus. Sie beobachteten eine Absenkung der Cd(l1)-
Aufnahme in das Cytoplasma auf 27 % und in die Vakuole auf 10 %, wenn die Temperatur
wahrend der Aufnahmeexperimente auf 4 °C abgesenkt wurde.

Biosorption und Akkumulaion von 25 und 50 uM Cd(Il) in beiden H. lugdunensis-Stdmmen
werden durch die Temperatur erwartungsgemald beeinflusst, wobel die Biosorption einer
stirkeren Beeinflussung unterliegt. Die prozentuale Anderung der Biosorption von Cd(Il) unter
10°C und 14°C bel H4-2-4 und H82-1 bleibt gleich. Die Akkumulation in H82-1 wird
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hingegen stérker induziert as in H4-2-4 (Tab. 20). Dies stiitzt wieder die These, dass ene
erhdhte Cd(ll)-Aufnahme in H82-1 gegenuber H4-2-4 fir die hthere Sengtivitdt des ersten
Stammes verantwortlich sein kénnte.

Bel einem Vergleich von Literaturdaten muss auch die Anzuchtstemperatur mit beriicksichtigt
werden, da sie einen erheblichen Einfluss auf Biosorption und Akkumulation haben kann.

4.6 Untersuchungen zum Thiolmetabolismusder H. lugdunensis Stamme
H4-2-4 und H8-2-1 unter Cd(I1) und Zn(I1)-Stress

4.6.1 Beeinflussung des Sulfat-Gehaltes durch Cd(I1) und Zn(l1)

Sulfat ist Ausgangsmetabolit des Schwefelstoffwechsels. Durch Sulfatassmilation und weiterer
Reaktionen kommt es zur Synthese verschiedener Metabolite (Sulfid, Cystein, gGlutamyl-
cydein, Glutathion), die in der Schwermetaldetoxifikation eine essentielle Rolle spielen. Uber
die Aufnahme und den Gehdt an Sulfat in PFilzen sowie dessen Beenflussung durch
Schwermetalbelastung ist im Gegensatz zum pflanzlichen System sehr wenig bekannt. Die
Aufnahme von Sulfat in S, cerevisiae erfolgt ads Protonensymport im Verhdtnis 1:3 (Burgstdler,
1997) ahnlich wie fur Pflanzen beschrieben (Hawkesford et a., 1993; Leustek und Saito, 1999).
In N.crassa werden Permeasen fur den Sulfat-Transport verantwortlich gemacht (Marzluf,
1997). Der intrazellulére Gehdt an Sulfat in Pilzen bleibt jedoch ungeklart. Fir H. lugdunensis
Stamm H4-2-4 lag der intrazdlulégre Sulfatgehdt zwischen 9,2 und 16,6 umol/g TM und fir
H8-2-1 zwischen 20,2 und 21,7 umol/g TM in den Kontrollen der logarithmischen Phase. In der
stationdren Phase wiesen beide Stdmme geringere Sulfatgehalte auf. Dies ist sicher auf einen
Verbrauch zuriickzufihren. Auch die Sulfatgehdte in den Medien nahmen ab, was darauf hin
deutet, dass diese durch Sulfataufnahme durch die Hyphomyceten-Kulturen verarmt sind. Unter
Schwermeta lbelastung kommt es in H. lugdunensis zu einer Fuktuation des intrazelluldren
Sulfatgehdtes in Abhdngigkeit von der Metalkonzentration. In beiden Stdmmen wurde in der
logarithmischen Phase bel 25uM und 50 uM Cd(l)-Belastung ein Anstieg bestimmt. Bel
hoheren Konzentrationen und in der stationdren Phase hingegen nimmt der Sulfatgehat sofort
ab. Der Anstieg bel niedrigeren Konzentrationen lasst einen schnelleren Influx von Sulfat ds
dessen Metabolisierung vermuten.

Eine gesteigerte Sulfataufnahme unter niedrigen Cd(I1)-Konzentrationen (10 uM) konnte auch in
Maiswurzeln beobachtet werden (Nocito et al., 2002). Die Autoren zeigen, dass die Aufnahme
sowohl durch den hoch+ as auch den niedrigaffinen Sulfattransporter, getrieben durch den
elektrochemischen Protonengradienten, erfolgt.

Die Veringerung des Sulfatgehdtes in beiden H.lugdunensis-Stdmmen as Ergebnis einer
verringerten Aufnahme scheint nicht zwingend wahrscheinlich, da der Sulfaigehat in den
Medien kontinuierlich anahm (Daten nicht gezeigt). Moglich ist, dass Cd(ll) die Sulfat-
assmilation steigert, wie es auch Nussbaum et a. (1988) fur Mais beschrieb. Auch fur Zn(ll)
konnten ahnliche Mechanismen gliltig sain.
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Der schnelle intrazelluldre Verbrauch des anorganischen Sulfats lasst eine Metaboliserung in
andere thiolhaltige Verbindungen vermuten. Dies konnte mit den Beobachtungen eines
gesteigerten Cystein, -EC- und Glutathionpools bestétigt werden (siehe 4.6.2).

In dem Wassermoos Fontinalis antipyretica wurde eine Verringerung des Sulfatgehaltes nach
38tagiger Sulfatverarmung beobachtet. Unter Zugabe von 100 uM Cd(Il) kam es auf Grund
einer gesteigerten GSH-Biosynthese zu einer weiteren Verringerung des Sulfatpools, der jedoch
durch Sulfatzusatz im Medium regeneriert werden konnte (Sutter, 2000).

Es ist fur Pflanzen bekannt, dass Glutathion als Feedback-Regler der Sulfataufnahme fungiert
(Davidian et d., 2000). Es konnte fur H.lugdunensis angenommen werden, dass durch den
gesteigerten Glutathionpool die Sulfataufnahme verringert wird. Da die Kulturmedien jedoch an
Sulfat verarmten scheint dies fir H. lugdunensis nicht zu zutreffen.

Sulfatgabe (20 mM) in H. lugdunensis-Kulturen Stamm H4-2-4 flhrte zu einer Steigerung des
Sulfatpools (Tab. 23, S. 71). Gleichzeitig wurde jedoch die Akkumulation von Cd(ll) und Zn(I1)
verringert (Abb. 34, S. 72, Abb. 35, S 73), so dass eine Aussage Uber Beeinflussung des
Thiolpoals (Cystein, GSH, ¢-EC) unter Schwermetallstress erschwert wird.

Ergaunlich und nur mit der Maoglichkeit von unterschiedlichen Regulationsprozessen zu
erkldren, sind die Differenzen der Sulfatgehdte der hier untersuchten Stdmme in Abhangigkeit
von der Zn(ll)- oder Cd(I1)-Beastung. Zn(ll) in geringen Konzentrationen fihrt zu einer
Aktivierung der Stoffwechsdlaktivitét, gekoppelt mit einer schnelen Sulfatmetaboliserung und
Abnahme des intrazelluléren Sulfatgehaltes. Bei hohen Zn(ll)-Konzentrationen (350 uM) stieg
der Sulfatgehalt in der stationéren Phase in beiden Stammen jedoch wieder an. Es ware mdglich,
dass, wie es Hawkesford (2000) fur Pflanzen zusammenfasst, eine Remobiliserung des
vakuoldren  Sulfatpools durch drastische Herabsenkung des cytoplasmatischen  Pools
hervorgerufen wurde.

In der dtationdren Phasen wurde im Vergleich zur logarithmischen Phase in beiden Heliscus-
Stammen weniger Sulfat andlysiert. Durch Metaboliserung des Sulfates kommt es zur
Veringerung des Sulfatpools in den Zelen. Der Sulfatgehdt von 0,2 pmol/mL im Medium
reicht nicht aus um den Pool zu regenerieren.

Signifikante Unterschiede zwischen den Stdmmen H4-2-4 und H82-1 gibt es bereits in den
Kontrollen, wobei H82-1 einen hoheren Grundlevel an Sulfat aufweist as H4-2-4 aus dem
belasteten Standort mit einer Sulfatkonzentrationen von 70 mM. Unter 25uM und 50 uM
Cd(l)-Belastung weist Stamm H8-2-1 ebenfalls hohere Sulfatkonzentrationen auf. In beiden
Stammen  fuhrt eine gesteigerte Schwermetadlbedastung zu ener Veringerung des freien
Sulfatpools in Abhangigkeit von der Konzentration und der Zeit.

Die Regulierung des Sulfatmetabolismus in Abhdngigkeit von Schwermetalen im  Kultur-
medium bleibt offen, zumad die Schwefdassmilation in Filzen spezidl in Hyphomyceten noch
weitgehend ungekléart ist. Bisher sind nur die z.T. differierenden Sulfatassmilationswege aus
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S. pombe, A. niger und S cerevisiae bekannt, die vom pflanzlichen System abweichen
(Brzywczy et al., 2002; Marzluf, 1997).

4.6.2 Beenflussung des Cystein- und g-Glutamylcysteingehaltes durch Cd(l1) und
Zn(l1)-Belastung

Ein Endprodukt der Sulfatassmilation ist Cystein. Es gelt zum enen eine Vorstufe des
Glutathions dar, wirkt in vielen Proteinen as stabiliserende Komponente (Disulfidbriicken) und
kann sdbst, vor dlem in Pflanzen an der Komplexbildung zur Schwermetaldetoxifikation,
betelligt sein (Dameron et d., 1989b; Oven et al., 200248). Ein Anstieg des Cysteinpools, der
ebenfadls eine Schwefelressource darstellt, wird auch unter Schwermetallstress beobachtet
(Miersch et d., 2001).

In Tab. 28 snd dle Thiolgehalte der H. lugdunensis-Stdmme unter unbelasteten Bedingungen
zusammenfassend dargestellt. Dabei wurden die Kontrollwerte der Zn(ll)- wie auch der Cd(I1)-
Versuche gemittelt, um mogliche Differenzen durch jahreszeitliche Schwankungen zu

minimieren (s. auch Anhang A).

Tab. 28 Thiolgehalte (Mittelwerte) in den Kontrollen der H.lugdunensiss Stamme H4-2-4 und H8-2-1

[umol/g TM]
H4-2-4 H8-2-1
Cystein | o EC GH GSSC || Cystein c-EC GH GSSG
L ogarithmische Phase L ogarithmische Phase
0,366 0,108 7,46 0,301 0425 0,129 734 0,363
Stationdre Phase Stationdre Phase
0,215 0,137 752 0,213 0,309 0,119 8,28 0,235

Die Verringerung des Sulfatgehaltes unter Schwermetallstress in H. lugdunensis lief3 vermuten,
dass durch dessen Verbrauch Thiole, darunter Cystein, in ihrer Bildung induziert werden. Ein
bemerkenswerter Anstieg des Cysteinpools bestétigte diese Vermutung. Fur den Stamm H4-2-4
wurden unter Cd(l1)-Belastung Anstiege bis 550 % beobachtet, fir den Stamm H8-2-1 sogar bis
650 %. Auch unter Zn(Il)-Belastung waren die Anstiege um bis zu 870 % bzw. 220 % enorm.
Fur Cd(ll) werden solche Befunde in der Literatur ebenfals beschrieben. So fanden Miersch et
a. (2001) am Zygomyceten M. racemosus auch eine Induktion des freien Cysteins unter Cd(I1)-
Stress (100 uM) jedoch nicht unter Zn(11)-Belastung.

Auch Mais reagiert unter geringer Cd(I1)-Belastung (10 pM) mit einem Angstieg um 25 % (24 h)
bzw. 50% (48 h) wobei die Unterschiede in der Inkubationsdauer dabel nicht sehr deutlich
werden (Nocito et a., 2002).

Fur H. lugdunensis wurde hingegen dhnlich wie beim Sulfat und den weiteren hier untersuchten
Thiolen (gEC, Glutathion) in beiden Stdmmen in der dationdren Phase weniger Cystein
gefunden. Dies lésst auf eine schnelle Umsetzung der freien Poole schlief?en. Miersch et al.
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(2001) fanden am Zygomyceten M. racemosus ebenfalls, dass mit zunehmender Inkubationszeit
der Thiolpoal, hier Cystein, abnahm.

Oven et a. (20028) beobachteten bei den Pflanzen Crotalaria cobalticola, R. serpentina und
Slene cucubalus ebenfals einen sgnifikanten Anstieg des Cysteingehaltes jedoch nicht des
GSH oder Phytochdatingehates unter Kobaltstress. In der Gelpermeationschromatographie kam
es zur Kodution von Kobat and Cystein in den Zellextrakten. Dies lief3 die Autoren vermuten,
dass freies Cystein ebenfdls an der Schwermetalkomplexierung betelligt ist. Auch bei
H. lugdunensis wurde nach der Gelpermeation (4.6.5) der Cysteingehdt in den enzelnen
Fraktionen untersucht. Es wurden jedoch keine sgnifikanten Konzentrationen in den Cd(ll)-
haltigen Fraktionen gefunden, die auf eine Betelligung des Cysteins an der Schwermetall-
komplexierung schlieffen lassen.

Die Regulierung der Cydeinsynthese in Hyphomyceten it bisher noch ungeklart. Fur
A. nidulans, S. pombe und S. cerevisiae sind 3 verschiedene Synthesewege bekannt (Brzywczy et
a., 2002, Mazluf, 1997). Fur H. lugdunensis ist unbekannt, auf welchem Weg Cystein
synthetisiert wird.

Das Dipeptid g-Glutamylcystein nimmt im Thiolpool von H. lugdunensis den geringsten Antell
en (Tab. 28). Es it Prékursor fur Glutathion und mdglicherweise auch zu einem geringen Tell
aufgrund seiner Struktur an der Schwermetallkomplexierung beteligt, wie es Dameron et a.
(1989b) in C. glabrata fanden.

Unter Cd(l1)-Stress konnte in H. lugdunensis ein grol3er Anstieg des gEC-Gehdtes bestimmt
werden. In der logarithmischen Phase betrug er fur H4-2-4 das 20fache und fir H8-2-1 das
12fache der Kontrolle. In der sationdren Phase lagen die gEC-Gehdte beider Stdmmen
darunter.

Auch im pflanzlichen Sysem (Mais) konnte unter 10 uM-Cd(Il) eine Erhéhung des g-EC-
Gehdtes um 70 % (24h) bzw. 86 % (48 h) bestimmt werden (Nocito et d., 2002). Hierbei wird
deutlich, dass g¢EC im Gegensatz zum Cystein in htherem Ausmald unter Cd(l1)-Stress induziert
wurde. Trotzdem lag der gEC-Pool auch in Mais unter dem des Cysteins, was offensichtlich
einen sehr dynamischen Pool darstellt.

Wie beim Cysen lag der gEC-Gehdt in den belasteten Proben, vor dlem in der logarith-
mischen Phase im Stamm H4-2-4 (ber dem des Stammes H82-1, obwohl der intrazeluldre
Metdlgehdt im Stamm H4-2-4 durchschnittlich niedriger war (Abb. 19, S. 49). Auch waren in
H4-2-4 bereits bel geringeren Metdlkonzentrationen signifikante Anstiege zu verzeichnen. Dies
gilt sowohl fur die Cd(I1)-, wie auch die Zn(l1)-Beastung.

Unter Zn(ll)-Stress wird deutlich, dass die Regulation der Cystein- und gEC-Synthese
nacheinander erfolgen. So wird durch 100 uM Zn(l1) in H4-2-4 in der logarithmischen Phase der
Cysteingehdt signifikant gesteigert, der g-EC-Gehdlt jedoch noch nicht. Dies geschieht hier erst
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ab 250 uM Zn(ll). Die gleiche Tendenz ist in H82-1 zu beobachten, jedoch sind die Werte fir
diese Konzentrationen nicht signifikant.

Die Anstiege des Cysteingehaltes und des g-EC-Gehates sind prozentua stérker ausgeprégt as
der Angtieg des Glutathions. Cystein und g-EC liegen jedoch in vid geringerer Konzentration in
den PRilzzellen vor (s. auch Tab. 28), was auf einen hdheren turn over schlief3en |&sst.

De intrazélluldre GSH-Pool in H. lugdunensis liegt mit 54-94 umol/g TM deutlich Uber dem
des Cysteins und gEC's. Im Verglech mit pflanzlichen und pilzlichen Systemen liegt er im
mittleren bis oberen Bereich. So zeigen z.B. Erbsenkeimlinge einen Gehdt von 3-6 umol/g TM
(Tommas et d., 2001), Hordeum vulgare (Blétter) ca. 3 umol/g TM (Patra und Panda, 1998),
Populus tremula (Blétter) 2-4 umol/g TM (Strohm et d., 1995), S. cerevisiae (Wildtyp 1278b)
7umol/lg TM  (Penninckx, 2000), Articulospora tetracladia ca. 1umol/lg TM und
M. racemosus ca. 2,5 umol/g TM (Miersch et a., 2001). Der GSH-Gehdt it abhéngig von den
Anzuchtsbedingungen, dem Kulturater und dem jeweiligen Organen (bel Pflanzen).

Unter Einfluss von Schwermetallen und anderen Stresssituationen, z.B. oxidativer oder
xenobiotischer Stress, wird fur viee pilzliche Organismen ein Angtieg des Glutathionspieges
beschrieben (Emri e d., 1997; Penninckx und Elskens, 1993). So konnte bereits fir den
aquatischen Hyphomyceten H. lugdunensis en Anstieg des Glutathions unter Cd(ll)-Belastung
gezeigt werden (Jaeckel, 2002; Miersch et a., 1997; Pierau, 1999). Dabei ist der Anstieg eine
Funktion der angebotenen Schwermetalmenge und damit verbunden deren intrazellulérer
Konzentration. Die GSH-Angtiege unter den maxima untersuchten  Schwermetall-
konzentrationen [100uM bzw. 200 uM Cd(I)] in den Arbeiten von Jaeckel (2002) und Miersch
(1997) bei unterschiedlichen Heliscus-Stammen liegen im Bereich des 2-3fachen.

Fur die beiden Stdmme H4-2-1 und H8-2-1 konnten ebenfalls Werte in diesem Bereich bestimmt
werden, obwohl die Anzuchtsbedingungen zu den Arbeiten von Jaeckel (2002) und Miersch
(1997) variierten. Fir H4-2-4 wurde bis 150 uM Cd(Il) en linearer Anstieg des GSH in der
logarithmischen Phase um das 2,4fache und fir H82-1 um das 3fache bestimmt (Abb. 23,
S. 57). Auch fur weitere AQH konnte eine Erhéhung des Glutathionspiegels beobachtet werden.
So stieg der GSH-Gehdt in A. tetracladia Stamm BB linear bis 25 uM Cd(ll) auf das Doppelte
an (Miersch et d., 2001).

Die Ergebnisse fir H. lugdunensis deuten auf eine Involvierung des Glutathions in der Cd(ll)-
Detoxifizierung hin. Unklar bleibt vorerst, ob die hier beobachteten Anstiege durch oxidativen
Stress in der Zele bedingt werden, wobel Glutathion ene Rolle der Radikalbesaitigung
zukommen wirde (Grant et a., 1996), oder ob GSH selbst eine Rolle be der Komplexierung
spielen konnte.

In S. cerevisiae wurde die GSH-Synthese unter 1 mM Cd(ll) um das 4fache gesteigert. Die
Autoren schlussfolgerten, dass GSH primér eine Funktion as Komplexbildner zukommt (Vido et
a., 2001).
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Die Untersuchungen der Cd(Il) exponierten Extrakte aus H. lugdunensis mittels Gelpermeation
an einer Superdex-peptide-Saule und anschlielfender Untersuchung der einzelnen Fraktionen
ergab, dass ein Grofdell des Cd(ll) mit Glutathion coduierte Abb. 32, S. 68). Dies ist ein erster
Hinweis, dass Glutathion direkt bei der Schwermetalkomplexierung in H. lugdunensis ene
Rolle spiden konnte. Der Nachwels enes GSH-Cd-Komplexes in vitro mittels
Massenspektrometrie gelang bis jetzt fir H. lugdunensis noch nicht. Dameron et a. (1989b)
vermuteten in C. glabrata, dass Cd(ll) in Vebindung mit Sulfid durch GSH und gEC
komplexiert werden kann, wobei auch hier keine massenspektroskopischen Daten vorliegen. Ob
Cd(Il) in C.glabrata von GSH und gEC oder Phytochdatinen komplexiert wird, hangt vom
Alter und der Dauer der Metallexposition ab (Dameron et al., 1989b).

Li e a. (1997) berichteten, dass der von ihnen entdeckte Glutathion-S-Konjugat-Transporter
YCF1in S cerevisiae ebenfdls in den Transport von Cd(I) in Verbindung mit Glutathion in die
Vakuole beteiligt ist. Dazu gdlten se kinglich einen Cd-GS,-Komplex her und untersuchten
dessen Transport in isolierte Vakuolen. Auch Barbas et al. (1992) zeigten, dass GSH eine
wichtige Rolle in der Cd(Il)-Komplexierung in C. glabrata spielt, wobel se auferdem die
Bedeutung des Sulfids hinwiesen (s. 4.6.3). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass GSH vor
dlem in Organismen, die nicht Uber die Fahigkeit der Phytochdatin- oder
Metalothioneinbildung verfigen, eine Rolle in der Metalkomplexierung spielt. Aber auch
Organismen, die dazu in der Lage sind (z.B. S. pombe, C. glabrata), bilden Metalkomplexe, die
neben Phytochdatinen und Sulfid GSH enthalten.

In der Literatur wird viel Uber die Induktion von GSH durch Schwermetalle berichtet. Dabel
wird haufig gezeigt, dass essentielle Metalle wie Cu(ll) oder Zn(Il) keinen Einfluss auf den
Glutathionpool haben. Mdglicherweise ist jedoch die eingesetzte Metallkonzentration zu gering.
Fur enige pflanzliche Vertreter, z.B. Dunaliella tertiolecta (Grinalge) oder Rauwolfia
serpentina, wird eine Abnahme des Glutathionpools unter Zn(I1)-Exposition beschrieben, da sie
mit einer Phytochelatininduktion einhergeht (Tsuji e d., 2003; Zenk, 1996). Im tierischen
System (Maus) wird ebenfalls eine Zn(I1)-Komplexierung durch GSH beschrieben (Andrews,
2001). Zur Beeinflussung der GSH-Synthese durch Zn(I1) in Hefen und Pilzen ist jedoch wenig
bekannt (Hayashi et d., 1992; Miersch et a., 1997).

In H. lugdunensis H4-2-4 und H82-1 wird mit zunehmender Zn(I1)-Konzentration ein erhthter
intrazelluldrer GSH-Pool messhar. Dabel ist der Angtieg in der logarithmischen Phase erst ab
250 uM, in der stationéren Phase erst ab 350 uM signifikant (Abb. 23, S. 57).

Die intrazdluldgren Zn(I1)-Gehdte be diesen Konzentrationen (Abb. 19, S 49) in beden
Stémmen korrelieren mit den GSH-Gehdten insofern, dass H8-2-1 hohere intrazellulére Zn(ll)-
Gehdte aufweist. Im Gegensatz zur Cd(I1)-Belastung, wo bis zu einer Konzentration von 100
UM in der logaithmischen Phase in H4-2-4 mehr GSH gebildet wurde, zeigte H82-1 bei
hoheren Zn(I1)-Konzentrationen einen signifikant hoheren GSH-Gehalt. Dass H8-2-1 be 250
UM Zn(I1) mehr GSH ds H4-2-4 aufwies, konnte bereits Grol3 (2000) zeigen. Dies lasst
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vermuten, dass beide Stdmme unterschiedliche Mechanismen beziglich der Cd(I1)- und Zn(ll)-
Detoxifikation, in denen Glutathion involviert ist, entwickelt haben.

H. lugdunensis Stanm BB zeigte ebenfdls einen, wenn auch nicht signifikanten, geringen
Anstieg as GSH-Pools unter Zn(ll)-Bdastung (Miersch et a., 1997). Dabel wurden jedoch nur
Konzentrationen bis 200 UM in der dationdren Phase betrachtet. Die Inkubation bis in die
stationdre Phase konnte den unverdnderten GSH-Gehdt von A. tetracladia unter Zn(I1)-
Belastung begriinden (Miersch et d., 2001).

Ob GSH in der direkten Komplexierung von Zn(ll) involviert ist oder ob der Anstieg eine Folge
des verdnderten Redoxstatus der Zellen ist, bleibt unklar. Um dies zu kléren, wéren weitere
Versuche, beispielsweise die Gepemeation von GSH-Zn-Komplexen oder EDX-
Untersuchungen mittels analytischer Elektronenmikroskopie notwendig.

Es it bemerkenswert, dass der intrazelluldre Glutathiongehat sowohl unter Cd(l1) as auch unter
Zn(I1)-Belastung, wie bereits bei Cystein und gEC beschrieben, in der dationdren Phase
geringer ist as in der logarithmischen Phase. Diese Erkenntnisse sind nicht neu. Auch Jaeckel
(2002) machte die Beobachtung, dass der GSH-Gehalt unter Cd(l1)-Gabe in H. lugdunensis mit
der Zeit wieder abnimmt. Fir C. glabrata wurde gezeigt, dass 500 uM Cd(Il) zu einem GSH
Angtieg in der Zdle fuhrte. Dabel betrug die Stimulierung fast das 6fache in Kulturen isoliert in
der mittleren logarithmischen Phase und weniger als das 3fache in Kulturen aus der stationdren
Phase (Barbas et d., 1992). Auch fur Pflanzen (Phaseolus vulgaris) konnte eine Abnahme des
GSH (und Cysteins sowie g-EC) mit dem Kulturdter bestimmt werden (Matamoros et a., 1999).
Es i mdglich, dass GSH nach dem Transport des Metdls in den Vakuolen abgebaut wird,
wobel Cd(l1) und Zn(ll) dann an lonen in der Vakuole komplexiert werden miuissten. Denkbar
wére die Komplexierung an Polyphosphate, wie sie z.B. bei dem Moos Fontinalis antipyretica
gefunden wurde (Bruns et a., 2001; Sutter, 2000).

Wenn S. cerevisiae vdllig ohne extrazelluldre Schwefelgabe, die zu einer Mangelversorgung an
Sulfat fuhrt, angezogen wird, scheint GSH as endogene Schwefelquelle fungieren zu konnen.
Dies kann bis zu einer Konzentrationverringerung von 10 % des Ausgangs-GSH-Gehdltes fuhren
(Elskens et d., 1991; Penninckx, 2002). In beiden H. lugdunensis Stdmmen wird deutlich, dass
vor dlem be hohen Cd(ll)-Konzentrationen und in den stationdren Phasen ein Mangd in der
Schwefel- bzw. Sulfatversorgung herrscht @Abb. 20, S. 52). Daraus kann vermutet werden, dass
auch in H. lugdunensis H4-2-4 und H82-1 GSH teilweise eine Rolle as endogener
Schwefeldonor spielen konnte.

Nicht nur der GSH-Gehat sondern auch der GSSG-Gehdt, der nur einen geringen Antell des
Glutathions ausmacht, und vor alem das Verhdtnis beider spiegelt den Redoxstatus einer Zelle
wider. Dabei ist bekannt, dass auch Metalle, vor alem toxische und essentielle in hohen Dosen
oxidativen Stress in den Zelen auddsen konnen. Unter diesem Stress kann der Glutathion-
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Redoxstatus zur oxidieter Form, in Folge ener gesteigerten GSH-Oxidation und/oder
verringerten GSSG-Reduktion mittels  Glutathionreduktase, verschoben werden (Noctor et al.,
2002; Penninckx und Elskens, 1993).

In unbelasteten H. lugdunensis Proben betrug das Verhdtnis von GSH:GSSG in der
logarithmischen Phase fur H4-2-4 20-29 und fur H82-1 18-25 und in der stationdren Phase 34-
36 bzw. 31539 (Tab. 21). Deutlich wird, dass das durchschnittliche Verhdtnis in der
stationdren Phase Uber dem in der logarithmischen Phase liegt. Bei ener Veranderung des
oxidativen Status' musste jedoch das umgekehrte Verhdtnis beobachtet werden.

Die GSH:GSSG-Verhdltnisse fur H.lugdunensis korrdieren ndherungsweise mit Literatur-
angaben. Penninckx und Elskens (1993) geben fir Mikroorganismen algemein einen Wert von
ca 50 an, fur S. cerevisiae wurden Verhdtnisse von 45 (Penninckx, 2000) bis 150 (Grant et al.,
1998) gefunden, Emri et a. (1997) zeigten fur P. chrysogenum einen Wert von 13 und in
M. racemosus sind es 335-59 (Miersch et d., 2001). In der Grinalge Scenedesmus acutus f.
alternans wurde hingegen nur ein GSH:GSSG-Verhdtnis von 2 bestimmt (Randhawa et a.,
2001). Dabel sind die Verhdtnisse von der Anzucht, vom jeweiligen Organismus und auf3eren
Einfllssen abhéngig.

In der vorliegenden Arbeit konnte ein Anstieg des GSSG-Gehdtes in beiden Pilzstémmen
sowohl unter Cd(I1) as auch unter Zn(I1) nachgewiesen werden. Dabei fallt auf, dass der GSSG-
Anteil unter Cd(Il)-Stress erst ab 50 uM deutlich und ab 100 uM signifikant ansteigt @Abb. 24,
S. 58). Der GSH-Pool reagierte bereits bel 25 uM. Dabei treten nur geringe Stammunterschiede
auf. So reagiert H8-2-1 in der logarithmischen Phase stérker, in der stationdren Phase jedoch
geringer ds H4-2-4. Bel beiden Stammen wird in der stationdren Phase weniger GSSG messbar.
Fir beide Stamme gieg das GSH:GSSG-Verhdtnis mit einer Cd(l1)-Konzentration von 25 uM
und sank dann kontinuierlich ab (Tab. 21). Dabei lagen die Verhdtnisse fur den Stamm H4-2-4
bel 150 uM Cd(l1) deutlich unter dem der Kontrolle. In H8-2-1 erreichten sie die Kontrollwerte.

Unter Zn(ll)-Belastung war im Gegensatz zum GSH bereits bel 100 uM en GSSG-Angtieg in
der logarithmischen Phase zu beobachten, in der stationdren Phase ab 250 uM. Das GSH-GSSG-
Verhdtnis sank mit zunehmender Konzentration kontinuierlich, wobei es im Stamm H8-2-1 bel
350 uM wieder leicht anstieg. Das ist ein deutlicher Gegensatz zum Cd(11).

Die Beeinflussung der Redoxzusténde hangt sehr vom Organismus und vom Stresszustand ab.
Wird der oxidative Status verschoben kommt es zu einer Abnahme des GSH-GSSG-Verhétltnis),
wie es Emri et al. (1997) fur P.chrysogenum und Grant et al. (1998) fir S. cerevisiae mit
zunehmender Peroxidkonzentration im Medium zeigten.

Unter Schwermetallstress werden hingegen sehr unterschiedliche Ergebnisse berichtet. In
P. involutus anderte sich der Redoxstatus nicht signifikant as Antwort auf Cd(I1)-Stress. Die
GSSG-Konzentration blieb hier bis 500 uM nahezu mit 37 % des Gesamtglutathions konstant
(Ott et d., 2002). In der Grunalge Scenedesmus acutus f. alternans stieg das GSH:GSSG-
Verhditnis im Ni(ll)-resistenten Stamm an. Im Ni(ll)-sensitiven Stamm sank es jedoch mit
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zunehmender Konzentration ab (Randhawa et d., 2001). Die Autoren versuchen, den
Unterschied mit unterschiedlichen GSSG-Reduktase-Aktivitdten zu erkldren. Dabei zeigte der
ressente Stamm eine vid héhere Enzymaktivitét, was zur Erhatung eines hohen GSH-Levels
und GSH:GSSG-Verhdtnisses fuhrt. Dies kann moglicherweise auch fur H. lugdunensis eine
Rolle speen. Der Stamm H82-1 zeigte durchschnittlich eine geringere Abnahme des
Verhdtnisses as der resistentere Stamm H4-2-4. In vorrangegangenen Arbeiten wurde gezeigt,
dass H82-1 (unter Anzuchtstemperaturen von 10°C) eine 2fach hohere GSSG-Reduktase-
Aktivitdt aufwies as H4-2-4, der in der vorliegenden Arbeit as toleranter erscheint (Braha et d.,
2004). Eine verringerte GSSG-Reduktase-Aktivitdt unter Metallstress sollte sich in einem
gesteigerten GSSG-Gehdlt in der Zelle auf¥ern. Dies konnte fur H. lugdunensis bestétigt werden
(Brahaet a., 2004).

Neben den Stammunterschieden falt vor alem das unterschiedliche Verhadten beider Filze in
Bezug auf den Schwermetdlstress auf. Steigt unter Cd(ll) das GSH:GSSG-Verhdltnis zuerst
enma an, nimmt es unter Zn(ll) kontinuierlich ab. Letzteres spricht fir eine Reaktion infolge
von oxidativem Stress in den Zdlen, moglicherweise durch Freisetzung freier resktiver
Sauerstoffspezies.

Dea Angtieg des GSH:GSSG-Verhdtnisses unter Cd(I1) hingegen, kann as zweiter Hinweis
(neben den Ergebnissen der Gelpermedtion, siehe Abb. 32, S 68 und Kapite 4.6.5) gedeutet
werden, dass GSH in H. lugdunensis an der Komplexierung von Cd(ll) ads Detoxifikations-
mechanismus betelligt ist. Wird GSH aus dem Glutathionkreidauf entzogen, um an der
Komplexierung von Metadlen betelligt zu sein, verandert sich das Verhdtnis nur geringflgig
oder steigt an.

4.6.2.1 Einflussder Temperatur auf den Thiolpool (GSH, GSSG, Cystein, g-EC) der
H. lugdunensis-Stamme H4-2-4 und H8-2-1

Da beide Stamme bei einer Anzuchtstemperatur von 10 °C gegentiber 14 °C en vermindertes
Wachstum (Abb. 13) und eine reduzierte intrazelluldre Aufnahme von Cd(I1) zeigten (Tab. 20),
wurde auch der Thiolpool betrachtet. Es zeigte sich, dass eine um 4 °C erhthte Anzuchts-
temperaturen eine Steigerung des Thiolpools bewirkte. Wahrscheinlich ist das ene Folge der
algemeinen Steigerung der Stoffwechselaktivitét bel hoheren Temperaturen. Die prozentualen
Anderungen der Thiol-Gehalte unter Cd(I1)-Belastung zeigten in beiden Stammen die Tendenz,
dass se bel 14 °C etwas anstiegen (Ausnahme: H4-2-4; Cystein). Dabei ist die Temperatur als
Stressfaktor, der zu einer Erhthung des GSH-Pools fuhrt wie es z.B. Kocsy et a. (2000) fur
Weizen diskutieren, in diesem Bereich unwahrscheinlich.

Die GSH:GSSG-Verhdtnisse bleiben bel beiden Anzuchtstemperaturen in H4-2-4 in der
Kontrolle und bei moderater Metdlbelastung fast gleich. Sie verschieben sich est be
50 uM Cd(I1). In H8-2-1 igt das Verhdtnis in der Kontrolle und unter 25 uM und 50 uM Cd(11)-
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Gabe bel einer Anzuchtstemperatur von 10 °C hoher, was als Stammunterschied festgestellt
werden muss, jedoch vorerst nicht erklért werden kann.

Es ist anzunehmen, dass der geringere intrazelluldre Cd(I1)-Gehdt bel 10 °C (Tab. 20) ebenfals
einen Einfluss auf den Angtieg des Thiolpools hat. Dies konnte die geringeren prozentuaen
Steigerungen von GSH, GSSG, Cysein (nicht in H4-2-4) und gEC be 10° C im Gegensatz zu
14 °C erkléren.

Es wird deutlich, dass eine Einschétzung der Thiolgehdte nur sinnvoll ist, wenn eine Aussage
Uber intrazellulére Metallgehalte getroffen werden kann.

4.6.2.2 Beeinflussung der Glutathion-Synthetase-Expressionin H. lugdunensis

Glutathion wird in zwei ATP-abhdngigen Schritten aus Glutamat, Cystein und Glycin
synthetisiert. Im ersten Schritt wird aus Glutamat und Cystein g EC durch die g EC-Synthetase
(0EC-S) gebildet. Im zweiten Schritt wird durch die Glutathion-Synthetase (GSH-S) gEC und
Glycins legiert (Meister, 1989).

Biochemisch konnte gezeigt werden, dass die Glutathionsynthese unter Cd(l1)- und Zn(I1)-
Belastung in H.lugdunensis induziet wird. Dabei gellte sich die Frage, ob dies auf
transkriptionaler Ebene oder Uber Enzymaktivitéten reguliert wird.

Durch die geringen Sequenzhomologien im Pilzreich gelang es im Rahmen dieser Arbeit nicht,
fir die g-EC-Synthetase Sequenzinformationen fir H. lugdunensis zu erlangen.

Fir die GSH-Synthetase, die fir eine Reihe von Organismen isoliert und charakterisiert worden
it (Meiger, 1989), konnte jedoch erstmas mit dem 785 bp-Fragment neben der 18SrDNA in
diesem aguatischen Hyphomyceten eine Sequenzinformation gewonnen werden.

Tierische und pflanzliche GSH-S zeigen untereinander geringe Homologien in  ihren
Gensequenzen, was die Suche einer Gensequenz in H. lugdunensis erschwerte.

Uber die transkriptionale und trandationade Regulation dieses Enzyms ist auch in anderen
Organismen relativ. wenig bekannt. Noctor et al. (1998) fassen zusammen, dass Mais und
Tomatenzellen nach Cd(l1)-Expostion neben einem erhthten GSH-Spiegel auch ene erhdhte
extrahierbare GSH-Synthetase-Aktivitédt aufwiesen. Diese Angtiege reflektieren  vermutlich
steigende de novo Synthesen der GSH-Synthetase, wobei eine Beeinflussung auf post-
trand ationaler Ebene nicht ausgeschlossen werden kann.

Fir H.lugdunensis interessierte, ob eine Regulation auf Genebene durch die untersuchten
Metalle Cd(ll) und Zn(ll) dattfindet. Wurde H. lugdunensis in Gegenwart der Metalle ange-
zogen, kam es zu einer transenten Transkriptakkumulation in beiden Stémmen @Abb. 25, S. 62).
Dabei war die Induktion der Banden in H4-2-4 und H82-1 be 50uM Cd(ll) dhnlich und
steigerte sich be 150 uM deutlich. Dabei scheint H4-2-4 aus dem belasteten Standort einen
hoheren Transkriptlevel aufzuweisen. Auch Zn(ll) induzierte deutlich die Transkription des
GSH-Synthetase-Gens in den Heliscus-Stdmmen.
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In Arabidopsis thaliana wurde dies nicht gefunden (Xiang und Oliver, 1998). Die Autoren
satzen jedoch dle Metdle, sowohl essentidle ads auch nichtessentielle, in der gleichen
Konzentration en. Das lasst den Schluss zu, dass de intrazdluldre Zn(ll)-Gehalt
moglicherweise nicht die fur die Pflanze toxischen Konzentrationen erreichte und auf Grund
dessen zu keiner Induktion des GSH-Synthetase-Gens fiihrte.

Fltterungsexperimente in A. thaliana ergaben, dass die Transkriptmenge des GSH-Synthetase-
Gens unter Schwermetallexposition (und Jasmonat) gesteigert wurde, jedoch weder H,O, als
oxidativer Stress noch Glutathion in oxidierter und reduzierter Form zur Aktivierung dieses Gens
(und der gEC-S sowie GSSG-Reduktase) fihrten, obwohl der intrazelluldre Glutathionpool
unter diesen Bedingungen deutlich angtieg (Xiang und Oliver, 1998). Fir den GSH-Angtieg
unter oxidativem Stress muss demnach eine Regulation auf dem posttranskriptionaen Level oder
der Trandationsebene erfolgen.

Fur beide H. lugdunensis-Stdmme kann gezeigt werden, dass sowohl Cd(Il) als auch Zn(I1) enen
positiven Einfluss auf die Transkriptakkumulation der GSH-Synthetase haben. Inwieweit eine
Regulierung durch weitere Faktoren (oxidativer Stress etc.) erfolgt, muss in  weiteren
Experimenten gekléart werden.

4.6.3 Sulfidgehalte unter dem Einflussder Cd(I1) und Zn(l11)-Belastung

Es ist bekannt, dass einige Hefen (Dameron et d., 1989a) und filamentdse Pilze (Ahmad et al.,
2002) unter Cd(Il)-Stress einen Anstieg des intra- oder extrazelluldaren Sulfidgehats aufweisen.
Auch im Pflanzenreich, z.B. Phaeodactylum tricornutum (Scarano und Mordli, 2003), Brassica
juncea (Speiser et d., 1992a), Slene vulgaris (Kneer und Zenk, 1997) und Euglena gracilis
(Weber et a., 1987) wird die Sulfidbildung as Resktion auf Cd(Il)-Stress beobachtet. Dabel
spielt Sulfid sehr haufig in der Stabiliserung von Cd-PC-Komplexen eine entscheidende Rolle.

H. lugdunensis Proben wurden wéssrig extrahiert und anaysiert. Dabel wurde ein extrahierbarer
Sulfidgehdt beobachtet, der unter Cd-Stress fast exponentiedl anstieg. Welcher Sulfid-
Syntheseweg in H. lugdunensis gegangen wird, um das Sulfid fir die Komplexierung bereit zu
gellen, ist unklar. Méglich wére die Bildung aus Cystein Uber Cystein-Sulfinat, integriert im
Purinstoffwechsel, wie es einige Autoren fir S. pombe beschreiben (Juang et a., 1993; Ow,
1996; Speiser et d., 1992b). Aber auch der direkte Syntheseweg Uber die Sulfatassimilation wie
er fur C. glabrata postuliert wird, it moglich (Hunter und Mehra, 1998; Mehra et d., 1994).
Dabei bleibt der Ort der Biosynthese im ersten Fall ungekléart, wobei das Cytosol as Syntheseort
moglich erscheint, da in C. glabrata CdS-Kridalite im Cytosol gebildet und dann in die
Vakuole transportiert werden (Mehra et al., 1994). Im Gegensatz dazu steht, dassin S. pombe der
Einbau des Sulfids in diese Aggregate erst in der Vakuole erfolgt (Cobbett, 2000b; Ortiz et 4.,
1992).

Der Angieg des Sulfids in den H. lugdunensis Stammen H4-2-4 und H8-2-1 betrug in beiden
Stdmmen und Phasen unter 150 uM Cd(11)-Belastung mehr as das 10fache. Das liegt im Bereich
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dessen, was Ow (1996) fur S. pombe angibt (7fach fir Kulturen im Vollmedium, noch stérkere
Induktion in Minerdmedien). Dabel konnte flr H. lugdunensis keine signifikante Abhangigkeit
von der Wachstumsphase Uber den untersuchten Cd(I1)-Konzentrationsbereich beobachtet
werden (Abb. 26, S. 63). Jedoch war bis zu einer Konzentration von 100 uM in beiden Stdmmen
in der stationéren Phase weniger Sulfid messbar as in der logarithmischen. Es ist bekannt, dass
die Sulfidproduktion in S pombe vom Alter der Kultur und dem Zeitpunkt der
Schwermetallzugabe abhéngig ist (Williams et d., 1996). Dabel wurde in der stationdren Phase
kaum eine Induktion der Sulfidbildung beobachtet, was die Ergebnisse fir H. lugdunensis bis
100 uM Cd(I) unterstitzen wirde. Die umgekehrten Verhdtnisse bel 150 uM konnen vorerst
nicht interpretiert werden, wobei die hohen Standardabweichungen jedoch nicht auRer Acht
gelassen werden durfen.

Sulfid, obwohl Zdlgift, scheint eine essentielle Rolle in der Schwermetalhomoostase zu spielen.
So snd Mutanten von C. glabrata, die Sulfid hyperakkumulierenden, Cd(ll) hypertolerant
(Mehra et d., 1994). Auch von S. pombe existieren Sulfid hyperakkumulierende Mutanten, die
Cd(ll) resistenter erscheinen [Anmerkung in (Vande Weghe und Ow, 2001)]. Bemerkenswert in
der vorliegenden Arbeit ist der hthere messbare Sulfidantell im Stamm H4-2-4 gegentber
Stamm H8-2-1. Dies untermauert die in der Literatur gemachten Beobachtungen, dass
tolerantere/resistentere Stamme oft mehr Sulfid aufweisen, als weniger tolerante.

Im Gegensatz dazu zeigen Mutanten von S. pombe, die aufgrund einer hmt2-Deletion das Protein
HMT2, eine mitochondride Sulfid-Chinon-Oxidoreduktase, nicht funktionell bilden kénnen und
infolge dessen Sulfid hyperakkumulieren, eine Cd(Il)-Sengtivitét (Vande Weghe und Ow, 1999,
2001). Als mdgliche Ursache vermuten die Autoren die Blockierung der Phytochelatin-Synthese
infolge der freien CdS-Prézipitierung. Dabel steht die Bildung von PC- und GSH-enthaltenden
Komplexen ebenfdls im Mittel punkt.

Gelpermeationsuntersuchungen (siehe 3.9) lieferten keine Hinweise zur Involvierung des Sulfids
in die Bildung hohemolekularer Komplexe in H.lugdunensis. Sulfid konnte nur im
Ausschlussvolumen der Gelpermeationssaule bestimmt werden (Daten nicht gezeigt), was auf
eine Einbindung in sehr hochmolekulare Komplexe schlief?en lasst. Glutathion war in diesen
Fraktionen nicht nachweisbar, so dass die Bildung von GSH-CdS-Komplexe in H. lugdunensis
nicht bestétigt werden konnte. Dies bildet einen Angriffspunkt fir weitere Anaysen.

Da die intrazdlulére Bildung von CdS-Komplexen in C. glabrata (Dameron et a., 1989b) und
S. pombe ene entscheidende Rolle in der Cd(ll)-Detoxifizierung spielt, it dies auch fir
H. lugdunensis denkbar. In welcher Form das Sulfid an der Komplexierung betelligt ist, muss in
weiteren Versuchen gekléart werden.

Die Beobachtung, dass mit zunehmender Zeit und Cd(ll)-Konzentration auch im Medium der

beiden H. lugdunensis Stdmme H4-2-4 und H8-2-1 Sulfid messbar wird, ist nicht neu. So konnte
im Medium von Fusarium oxysporum-Kulturen eine Gelbfarbung beobachtet werden, die infolge
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von Cd(I1)-Stress aus der Bildung von CdS-Nanopartikeln resultierte (Ahmad et al., 2002).
Obwohl die Autoren die extrazelulére Sulfatreduktion diskutieren, kann nicht ausgeschlossen
werden, dass Sulfid intrazelluldr in Abhangigkeit von der Sulfatkonzentration gebildet wird und
dann einem Efflux unterliegt, der zur Prézipitierung des extrazeluldren Cd(I1) fuhrt. Eine
Bestimmung des intrazdluléren Sulfidgehdtes erfolgte in F. oxysporum nicht. Dameron et al.
(1989a) und Mehra et a.(1989a) berichteten ebenfalls, dass S. pombe und C. glabrata
extrazel lulére CdS-Partikel nach Cd(I1)-Belastung aufwiesen.

Auch Rother (2002) zeigte, dass in Standkulturen eines weiteren H. lugdunensis Stammes
Cd(l1)-Exposition zur Bildung von amorphen, kristaldhnlichen Aggregaten fihrte, die in hohem
Antell Sulfid enthidten. Es ist denkbar, dass die Sauerstoffmangeversorgung hierbei eine
bedeutende Rolle spidlt.

In der vorliegenden Arbeit war in den Medien der Schittelkulturen bel hohen Cd(ll)-
Konzentrationen extrazellular Sulfid messhar, die Bildung von Aggregaten (sehe Abb. 27,
S. 64) fand jedoch erst dann satt, wenn die Kulturen as Standkultur weitergefiihrt wurden. Ob
H. lugdunensis Uber ein Sulfid-Efflux-System verfigt, kann nur spekuliert werden. Mdglich ist
auch die Freisetzung des Sulfids ads Folge von Zellasionen oder eines passiven Ausstromes, die
dann indirekt zur Aggregatbildung fuhrt.

Die Bildung und die Zusammensetzung vor dlem intrazdlularer Komplexe in C. glabrata und
S. pombe scheint von verschiedensten Faktoren, z.B. dem GSH/Cd(Il)-, dem Cd(I1)/S-Verhdtnis
oder dem pH-Wert abhéngig zu sein (Bae und Mehra, 1998).

Ob der hohere Sulfidgehdt im Medium be Beastung mit 150 uM Cd(ll) in H4-2-4 Kulturen
(1,49 + 0,50 nmol/mL) im Gegensatz zu H82-1 (1,00 £ 0,76 nmol/mL) eine weitere Ursache fir
den Stammes- und Toleranzunterschied ist, kann nur vermutet werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte die Induktion der Sulfidbildung in H. lugdunensis nur unter
Cd(l1)-Stress beobachtet werden. Zn(I1) hingegen hatte keinen Einfluss auf den Sulfidgehat. Bae
et a. (1997) zeigten in vitro die Bildung von Glutathion-ZnS-Komplexen. Ob diese Komplexe
auch in vivo exigtieren oder von H. lugdunensis gebildet werden kénnen, so wie es Reese und
Winge (1988) fur S. pombe vermuten, ist bisher noch unklar. Wie und in welcher Form die
Sulfidbildung geregelt wird, it auch in anderen Organismen 8. pombe, C. glabrata) noch weit
von der Klarung entfernt (Vande Weghe und Ow, 2001).

4.6.4 Waeiteredurch Schwer metall induzierbare Thiolver bindungen

Nach der Kultivierung von H. lugdunensis unter Cd(l1)-Stress konnte die Induktion weiterer
Ellman-positiver Verbindungen beobachtet werden (Abb. 28, S. 65). Neben Cysein, GSH und
Sulfid wurden PC 2, auch as Cadystin bezeichnet, und Metall othioneine bestimmt.

Die Detoxifizierung von Maetdlionen durch Phytochdatine ist bel viden Organismen en
bedeutender Metalltol eranzmechani smus, eingeschlossen Pflanzen, einige Pilze und Hefen.
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PC 2 konnte in beiden H. lugdunensis Stdmmen nachgewiesen werden (Anhang B Abb. 4),
wobel bereits Jaeckel (2002) den massenspektroskopischen Nachweis fir Stamm H8-2-1
erbrachte. Die Bildung von PC2 ist konzentrationsabhangig. Es stellte sich die Frage, ob die
Veringerung des GSH-Gehaltes in der stationdren Phase mit einer PC 2-Synthese einher geht,
wie es in der Literatur beschrieben wird (Zenk, 1996). Fur beide H. lugdunensis Stdmme zeigte
sich jedoch, dass der PC2-Gehdt in der stationdren Wachstumsphase sich nicht vom PC 2-
Gehalt in der logarithmischen Phase unterschied.

Mit der PC2-Synthese erscheint eine weitere Moglichkeit der Schwermetdlchelatierung von
H. lugdunensis gegeben zu sein. Dabel ereicht der PC2-Gehdt auch bel den hochsten
Schwermetallbelastungen [150 uM  Cd(I1)] jedoch nur 1/20-1/10 (H4-2-4, logarithmische bzw.
stationére Phase) und fir H8-2-1 1/6 bzw. 1/5 des GSH-Gehaltes (Vergleich Anhang A Tab. 15
und Tab. 20).

Die Synthese von PC2 in H.lugdunensis bleibt unklar. Der herkémmliche Syntheseweg aus
GSH durch das Enzym Phytochdatinsynthase (PCS) (Cobbett und Goldsbrough, 2002) erscheint
fraglich, da weder auf molekularer Ebene ein entsprechendes Genfragment identifiziert werden
konnte, noch eine in vitro Aktivitét des Enzyms nachweisbar war. Fir eine S. pombe Mutante,
defizient in der PC-Synthese, wird beschrieben, dass sie durch den Einbau des gsh2 Gens fir die
Glutathionsynthetase, wieder die Fahigkeit zur PC-Synthese erlangte (Al-Lahham et a., 1999).
Dies fihrte zur Spekulation, dass entweder die Glutathionsynthetase eine PC synthetisierende
Aktivitdt aufweist, oder dass sie mit der PC-Synthase ghysisch verknipft ist. Letztere Aussage
wird durch den von Hayashi et a. (1991) postulierten aternativen Syntheseweg in S. pombe
gestitzt, wobei die PC-Biosynthese durch Polymeriserung von gEC-Einheiten und
anchliefender Addition von Glycin durch die Glutathionsynthetase erfolgen kann. Dieser Weg
wurde von Grill et d. (1989) fur S. cucubalus Zdlkulturen jedoch ausgeschlossen.

In der Ubersichtdliteratur zur Metallhombostase und —detoxifizierung in Hefen und Pflanzen
finden die Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Obata wenig Beachtung. Die Autoren konnten
jedoch massenspektroskopisch nachweisen, dass Carboxypeptidase Y in vitro neben einem
Abbau des Glutathions auch zu einer Bildung von PC2 und PC 3 (hier ds Cadystine bezeichnet)
fuhrte (Ima et d., 1996). In spateren Arbeiten zeigten Tsuchisaka et a. (1999), dass neben
Carboxypeptidase Y auch W und A die Fahigkeit zu PC2-Synthese zeigen. Ein aus Reis
isoliertes Carboxypeptidase-Gen, transformierten sie in E. coli und wiesen die in vivo PC 2-
Syntheseaktivitét der Carboxypeptidase nach. CPase-transformierte Tabakzellkulturen zeigten
ebenfals bel Zusatz von GSH zum zdlfreien Extrakt und nach Inkubation unter 100 uM Cd(ll)
eine PC 2-Syntheseaktivitdt. Aullerdem waren diese Kulturen Cd(I1) toleranter (Tsuchisaka et
a., 2000).

Unklar bleibt, ob diese Carboxypeptidasen strukturelle Homologien zur Phytochelatin-Synthase
oder GSH-Synthetase aufweisen, die &dhnliche Aktivitéten erkldren konnten. Man kann
spekulieren, ob nicht vidleicht Carboxypeptidasen oder die GSH-Synthetase die Rolle der PC 2-
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Synthese in H. lugdunensis wie auch in S. cerevisiae (Kneer et al., 1992), Saccharomyces
exiguus THE1-16B, Pichia farinosa, Torulaspora delbrueckii, Kluyveromyces lactis und
Saccharomyces carlsbergensis, die ebenfals nur zur PC 2-Synthese befahigt sind (Inouhe et a.,
1996), a's Nebenreaktion Ubernehmen konnten.

Grill et d. (1989) zeigten, dass das PC-Synthesegen kondtitutiv ist. Das Produkt konnte jedoch in
Kontrollen beider H. lugdunensis Stdmmen H4-2-4 und H8-2-1 nicht nachgewiesen werden, was
ebenfals einen anderen Syntheseweg vermuten lésst. Erst 25 uM Cd(Il) fihren zu einer PC 2-
Induktion, wobei H4-2-4 schndler und bis 100 uM Cd(Il) deutlich stérker reagierte as H8-2-1.
Bel ener Konzentration von 150 uM Cd(Il) zeigte H8-2-1 eine vid stérkere Induktion Abb. 29,
S. 66). Diesr Stammunterschied ist moglicherweise eine Folge des hoheren intrazelluldren
Cd(l11)-Gehaltes (Abb. 19, S. 49). Bereits Jaeckel (2002) hat diese Tendenz beobachtet, wenn sie
Cd(11) in der logarithmischen Phase zum Kulturansatz gab.

Es wird beschrieben, dass Phytochelatine vor allem in die Ausprégung von Komplexen
involviert sind, wobel in S. pombe und C. glabrata PC 2 den Haupttell einnimmt (Cobbett und
Goldsbrough, 2000; Dameron et a., 1989a; Mehra et d., 1994). Es wird zwischen LMW (low
molecular weight) und HMW (high molecular weight) Komplexen unterschieden, wobe die
LMW-Fraktion PC und Cd(ll) und die HMW-Fraktion zusizlich Sulfid enthdt (Cobbett und
Goldsbrough, 2002). (Der Einfluss von Sulfid wurde bereits unter 4.6.3 diskutiert.) Diese
Komplexe werden wie die Cd(I1)/GSH-Komplexe in die Vakuole transportiert. Aquivalent zum
Y CF1-Transporter in S. cerevisiae werden Cd(11)/PC-Komplexe Uber den ABC-Typ-Transporter
HMT1 in S pombe transportiert (Ortiz e d., 1992, Ortiz & d., 1995). Ob die PC2-
Konzentration in H. lugdunensis H4-2-4 und H8-2-1 ausreicht, um Komplexe zu bilden und
diese Uber entsprechende Transporter in die Vakuole zu beférdern, bleibt unklar.

H. lugdunensis zeigte unter Zn(I1)-Exposition keine PC 2-Bildung, obwohl dies fir anderen
Organismen beschrieben wurde. So konnten sowohl in den Grinalgen Dunaliella tertiolecta
(Tsuji et d., 2003; Tsuji & d., 2002), Sigeoclonium tenue (Pawlik-Skowronska, 2003) oder in
R. serpentina (Grill, 1987) Phytochelatine und verwandte Peptide bestimmt werden. Auch
S. cerevisiae zeigte unter Zn(l1)-Belastung eine Bildung von PC2 (Kneer et a., 1992). Liefd die
Bildung von PC2 unter Cd(Il) in H. lugdunensis einen dhnlichen Detoxifikationsweg wie in
S. cerevisiae vermuten, scheint dies fur Zn(l1) in der vorliegenden Arbeit nicht zu zutreffen.

Neben Phytochelatinen und Glutathion spidlen vor dlem Metdlothioneine eine entscheidende
Rolle in der Metdlbindung und infolge dessen in der Metdlresstenz bzw. -toleranz. Bereits
Jaeckel (2002) konnte zeigen, dass H. lugdunensis unter ihren Anzuchtsbedingungen weitere,
durch Cd(Il) induzierbare Strukturen, kleine Metdlothioneine, bildete. Aus H82-1 wurde eine
Verbindung, mit fdgender Sequenz isoliert: SPCTCSTCNCAGACNSCSCTSCSH und as
MT1 HL bezeichnet Die Verbindung aus H4-2-4 (MT2_HL) zeigte eine ahnliche Sequenz:
M SPCTCSTCNCAGACNTCSCTSCSH. Dabei  unterschieden se sich nur  durch das
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N-terminale Methionin und dem Austausch des 4. C-terminden Serins gegen Threonin von-
einander. Die Autorin postulierte, dass es sich um zwe in beiden Pilzstémmen vorkommende
Metdlothioneine handdt, die der Retentionszeit von 22 bzw. 25 min entsprechen. Dass
MT1 HL auch in Stamm H4-2-4 vorkommt, konnte in der vorliegenden Arbeit massen+
spektroskopisch gezeigt werden (Anhang B Abb. 5). Die Segquenzen zeigten Homologien zu
MT2_COLGL von Colletotrichum gleosporioides, dem Anamorph von Glomerella cingulata
(ca 60 %), das in erster Linie unter Appressorienbildung synthetisert wird (Hwang und
Kolattukudy, 1995). Nach der Vertellung des Cysteinmusters werden diese Metallothioneine der
Klasse 8 und Unterfamilie f1 der MT, wie auch die N. crassa und A. bisporus MT, zugeordnet
(nach Binz und Ké&gi; in SWISS PROT: http://www.expasy.org/cgi-bin/lisgs?metdlo.txt) (Binz
und Ké&gi, 1999). Diese Gruppe stellt eine Klasse kleiner Metallothioneine (ca. 25 Aminoséuren)
dar.

In N.crassa beschreibt Lerch (1991) 2 Cu-bindende Fraktionen nach der Gelpermeation von
exponiertem Material wobel die 2. Fraktion aus 4 MT Spezies besteht, von denen 3 en
zusétzliches Methionin am N-terminden Ende enthalten bzw. aminotermina blockiert sind.
Moglicherweise ist das eine ahnliche Modifizierung wie bei MT1 HL und MT2_HL. Das bereits
1980 isolierte MT aus N. crassa, entsprechend der Fraktion 1 in der oben erwédhnten Arbeit
enthdt 25 AS, enschliedlich 7 Cyseinresten (Lerch, 1980). Auch A. bisporus induziert unter
Cu-Stress ein 25 AS langes MT (Minger und Lerch, 1985). Wurden in den vorangegangenen
Spezies die MT nur durch Cu induziet, so konnte in S, cerevisiae en 53 AS langes
Metdlothionein ads Produkt des CUP1 Gens isoliert werden, das sowohl Cu(l) ds auch Cd(I1)
bindet und 12 Cysteinreste enthdt (Winge et d., 1985).

Auch C. glabrata zeigte die Bildung zweler ca. 4,5 kDa groRe MT, die unter Kupferbeastung
induziert wurden (Winge et d., 1985). Homolog zum MT1 in den ersten 24 N-terminalen
Aminosauren aus C. glabrata konnte auch in C. albicans ein Cu induziertes MT nachgewiesen
werden (Oh et d., 1999). Weitere Arbeiten zeigten, dass die metdlbindenden MT in
S. cerevisiae und C. glabrata in der Lage sind, sowohl Cu- as auch Cd(I1)-Resistenz, jedoch
keine Ni(Il), Pt(11), Co(ll) oder Zn(l1)-Resistenz zu vermitteln (Perego und Howell, 1997).

Wie bereits bel Jaeckel (2002) trat unter den in dieser Arbeit gewdhiten Anzuchtsbedingungen
der Peak entsprechend MT2_ HL auch unter hoher Cd(l1)-Belastung nicht kontinuierlich auf. In
H8-2-1 war sogar nur in der stationdren Phase eine Induktion zu beobachten (Daten nicht
gezeigt). Es bleibt unklar, ob das Metdlothionein MT2_ HL en Derivat des ersten ist, oder
Cd(I1) nur einen schlechten Induktor fir diese Verbindung darstellt.

Be der Induktion von MT1 HL (Abb. 30, S 66) werden wieder Stammunterschiede in
H. lugdunensis H4-2-4 und H82-1 offendchtlich. So lag der MT1-Gehdt in H82-1 in der
logarithmischen Wachstumsphase deutlich Uber dem, des durch gleiche Cd(l1)-Konzentrationen
in H4-2-4 induzierten. In der sationdren Phase waren diese Unterschiede nicht signifikant.
H4-2-4 zeigt in der logarithmischen Phase einen kontinuierlichen Angtieg. In der sationdren

105



Diskusson

Phase kam es, wie bei H8-2-1 in beiden Wachstumsphasen, jedoch wieder zu einer Verringerung
nach 150 uM Cd(I)-Gabe (bzw. 100 uM in der dsationdren Phase bei H8-2-1), obwohl der
intrazellulégre Cd(I1)-Gehat hier am hochsten war (Abb. 19, S. 49). Mdglicherweise kommt den
MT in H. lugdunensis eine Ralle in der Cd(I)-Detoxifikation zu, doch kann auch eine Rolle in
der dlgemeinen Metalhombostase nicht ausgeschlossen werden, da in der unbeasteten
logarithmischen Wachstumsphase in beiden Stammen MT1_HL nachweisbar war.

Der Einfluss des Zeitpunktes der Metallzugabe auf die MT1 HL-Bildung konnte bereits
gezeigt werden (Jaeckd, 2002). Wurden 100 uM Cd(ll) zum Inokulationszeitpunkt zugegeben,
erreichte der MT1 HL-Gehdt in H. lugdunensis Stamm H4-2-4 einen deutlich htheren Wert ds
bei Zugabe in der logarithmischen Phase. Stamm H8-2-1 hingegen zeigte bel Metdlzugabe zum
Inokulationszeitpunkt keine MT-Synthese. Die Frage ob der intrazdluldre Cd(l1)-Gehdt ene
mogliche Ursache fir die unterschiediche MT1 HL-Bildung in den beiden Beastungsvarianten
sein konnte, bleibt jedoch ungeklart.

Es ist denkbar, dass eine Vielzahl von metallbindenden Proteinen noch nicht charakterisiert ist.
So konnten Inouhe et al. (1996) zwar zeigen, dass Torulaspora delbrueckii und Pichia farinosa
in der Lage waren Medlothionein-dhnliche, Cd(I1)-bindende Proteine zu synthetiseren, die in
der Grofe den MT von S. cerevisiae dhneln, doch ihre Struktur blieb unklar. Auch Kameo et d.
(2000) konnten zeigen, dass in Beauveria bassiana, wie H.lugdunensis zur Familie der
Hypocreales gehdrend, unter Cd(l1)-Stress ein MT gebildet wird, das ca. 2,4 kDa grof3 ist. Aus
vorangegangenen Arbeiten zur Induktion von MT durch Cu in diesem Pilz vermuteten sie, dass
es sch um en 5Cygenreste enthdtendes, 22 AS langes Protein handeln koénnte. Auch in
Amanita muscaria und Boletus edulis von natirlichen Standorten konnten sowohl Cd,Zn-
bindende MT-dhnliche und Cu-bindende MT-dhnliche Proteine nachgewiesen werden. Die
Struktur blieb auch hier ungeklart. Die Aminosdureanalyse eines Proteins aus A. muscaria lief
vermuten, dass es sich um ein Agpartat-, Glutamat- und Glycin-reiches Protein handdlt, das
wenig Cysteinreste enthielt (Callin-Hansen et d., 2002).

Es wurde vermutet, dass die Detoxifikations-Rolle der MT fur Cd(ll) eine Konsequenz der
chemischen Ahnlichkeit zwischen diessm und dem Element Zink i, da die Zn-Homoostase im
tierischen System auch Uber Metallothioneine geregelt wird (Andrews, 2000). Doch in beiden
H. lugdunensis Stammen konnte unter Zn(I1)-Bdastung im Bereich von 50 uM—350 uM in der
vorgelegten Arbeit keine Metdlothionein-Induktion nachgewiesen werden, wie es auch fir
andere Pilze bzw. Hefen bekannt ist (S. cerevisiae, C. glabrata, N. crassa).

Viele Fragen zur MT-Synthese und Regulation in filamentdsen Filzen sind noch offen, da bis
jetzt relativ wenige Arbeiten dazu durchgefihrt wurden (Gadd, 2001). Auch in H. lugdunensis
muss geklart werden, ob nicht andere Anzuchtsbedingungen, z. B. im Minimamedium, oder
Expostion mit weteren Metdlen zu ener stérkeren Induktion der MT fihren und Schluss-
folgerungen auf die Regulation geben kdnnen.
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4.6.5 ErgeUntersuchungen zur Cd(I1)-Bindung an Thiolpeptidein H.lugdunensis

Zwei Hauptgruppen von Cd-PC-Komplexen wurden bisher als Detoxifikationsmechanismus in
verschiedenen Pflanzen und Hefen detektiert: eine niedermolekulare Form (LMW), in der Cd(I1)
an Thiolgruppen gebunden ist und eine hochmolekulare Form in der anorganisches Sulfid in die
Komplexe eingebaut wurde (Cobbett und Goldsbrough, 2002; Gadd, 2001). Fir diese
Untersuchungen wurde héufig eine Gel permeationschromatographie der Extrakte durchgefihrt.

In H. lugdunensis zeigten beide Stdmme 4 Maxima in der Cd(ll)-Vertelung: im Ausschluss-
volumen der Saule (6 kDa), im Fraktionsbereich von ca 30 min, bei ca 42 min und eines bei
48 min (Abb. 32, S. 68). Letztere stellt moglicherweise freies Cd(l1) dar.

GSH duierte mit dem dritten Cd-Pesk, wobel ein Verhdltnis von GSH:Cd von 6:1 bestimmt
wurde. Das erhaltene Chromatogramm zeigt ein dhnliches Profil zu einem Gelpermetations-
chromatogramm, das mit A. muscaria Extrakten, exponiert mit Cd(l1) gewonnen werden konnte
(Cdlin-Hansen et a., 2002). Die Autoren diskutierten die Cd(I1)-Bindung an MT-&hnliche
Peptide, doch bestimmten sie nicht, ob es sich um GSH handeln konnte. Fir H. lugdunensis
scheint es wahrscheinlich, dass wie in S, cerevisiae die Cd(I1)-Detoxifizierung hauptsachlich von
der Chelatierung durch GSH und dem Transport dieser (nicht genauer bestimmten) Komplexe in
die Vakuole abhdngig ist. Dieser Prozess konnte, wie bereits erwdhnt, durch den ABC-
Transporter  YCF1 (Li et d. 1997) vermittelt werden. Der Anstieg des GSH-GSSG-
Verhdltnisses (Tab. 21) lésst ebenfals darauf schlief3en, dass GSH dem Glutathionkreidauf
entzogen wird, um an der Schwermetallkomplexierung beteiligt zu sain.

Die Involvierung des Sulfids in die Bildung héher molekularer Komplexe in H. lugdunensis
kann ein Angriffspunkt fior weitere Untersuchungen sein, da die Sulfidandysen in den
Fraktionen der Gelpermedtion keine eindeutigen Hinweise lieferten. Sulfid wurde im Aus-
schlussvolumen der Gelpermedtionssaule bestimmt (Daten nicht gezeigt), was auf eine
Einbindung in sehr hochmolekulare Komplexe schlieflen l&sst. Da  Glutathion in  diesen
Fraktionen jedoch nicht bestimmbar war, konnte die Bildung von GSH-CdS-Komplexe in
H. lugdunensis vorerst nicht bestétigt werden. Da freies Sulfid jedoch flichtig ist, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass das Nichtvorhandensein nur einen methodischen Artefakt darstellt.

In der Gelpermestion wurde bei einer Retentionszeit von 30 min en kleines Cd(l1)-Maximum,
verbunden mit einem Pegk be 254 nm deutlich (Pfelle in Abb. 32, S. 68). Dieses lasst auf eine
Cd-SH-Bindung schlief}en. Vermutlich handelt es sich dabei um Metallothionein-Cd-Komplexe
(MT1_HL oder MT2 HL). Massenspektroskopische Anaysen ergaben, dass in beiden
H. lugdunensis Stdmmen MT1 HL in der Cd(ll)-Bindung involviert ist (Anhang B Abb.6,
Abb. 7). Jaeckel (2002) beschrieb bereits fir Stamm H8-2-1 einen MT1_HL-Cd-Komplex.

Barbas et a. (1992) zeigten, dass die Vertellung des Cd(ll) in Gelpermesationsfraktionen aus
Extrakten exponierter C. glabrata Kulturen von der Expostionsdauer und dem Alter der
Kulturen abhangig ist. In der logarithmischen Phase wurde Cd(I1) an GSH komplexiert, spéter an
PC und andere Komplexe. Da in der vorliegenden Arbeit nur Proben in der logarithmischen
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Phase (ein Zeitpunkt) betrachtet wurden, muss davon ausgegangen werden, dass zu einem
anderen Zeitpunkt die Bindungspartner variieren kénnen.

4.7 Beeinflussung der Schwermetalltoleranz in H4-2-4 durch Sulfat und
Magnesium im Medium

Abschlieffend stellte sich die Frage, ob die hohen Konzentrationen anderer lonen (z.B. 70 mM
S0,) am Standort H4 einen Einfluss auf die Toleranz gegentber Cd(ll) und Zn(I1) in Stamm H4-
2-4 ausibt.

Um diesen Einfluss unter Laborbedingungen zu testen, wurde H. lugdunensis H4-2-4 in Mdz-
Pepton-Medium kultiviert, das 100 uM Cd(ll) bzw. 250 puM Zn(ll) und in unterschiedlichen
Konzentrationen SO, oder Mg enthielt. Dabei niveliete 20mM SO4* den Biomasseverlust
durch Zn(I1) vollsténdig, der Verlust durch Cd(Il) wurde auf die Halfe reduziert (Abb. 33, S. 70).
Derselbe Befund wurde fir Weizen unter 30 uM Cd(ll) und SO,*-Gabe im Bereich von 10-
1000 uM  gezeigt (McMahon und Anderson, 1998). Es ist denkbar, dass Sulfat mit
Bindungsstellen oder Transportwegen fur Cd(ll) und Zn(ll) lonkurriert, wie es Blackwell et al.
(1998) fir Ca®* und K* in S. cerevisiae diskutieren. Weiterhin besteht die Option, dass durch
einen verstérkten Sulfatmetabolismus der intrazelluldre Thiolgehalt gesteigert wird und aufgrund
dessen ene verstérkten Detoxifizierung sattfindet.  Untersuchungen zum  Thiolmetabolismus
unter Schwermetalstress in Pilzen in Abhangigkeit von der Sulfatkonzentrationen im Medium
liegen in der Literatur bisher nicht vor.

In H. lugdunensis zeigte sich, dass ein 100fach gesteigertes Sulfatangebot (20 mM) dazu fiihrte,
dass der intrazellulare Gehdt an SO,% in der Kontrolle um das Sfache anstieg. Im Weizen wurde
mit zunehmender SO,* -Konzentration (bis 1 mM) der intrazellul&re Gehdlt in den Wurzeln um
das 5fache, in den Blé&tern um das 3fache gesteigert. Unter Cd(I1)-Belastung war diese Tendenz
dhnlich (McMahon und Anderson, 1998). In den metalbelasteten Proben von H. lugdunensis
H4-2-4 fihrte nur Cd(I1) zu einer nicht signifikanten Abnahme des Sulfatpools, Zn(ll) jedoch
nicht (Tab. 23). Die Untersuchungen zu den Thiolgehdten, wobel der Gesamthiolpool und der
Glutathionpool betrachtet wurden, zeigten eine Steigerung in den Kontrollen unter 20 mM
Sulfatizusatiz. In den belasteten Proben blieb die Erhthung deutlich unter den Gehaten der
Proben ohne Sulfatzusatz (Tab. 24). McMahon und Anderson (1998) hingegen zeigten am
Weizen, dass der Glutathionpool in Cd(I1)-belasteten Proben etwas anstieg. Dies kann jedoch in
H. lugdunensis nicht die Ursache fir die gesteigerte Biomasseproduktion durch Sulfatzusatz
sein. In H. lugdunensis H4-2-4 fiihrte das erhohte Sulfatangebot in belasteten Proben nicht zu
einer Steigerung des Thiolpools, der dann zu ener Verringerung der Toxizitdt fuhren konnte.
Vor dlem unter Zn(l1)-Belastung wurde der Thiolpool in H4-2-4 nicht beeinflusst.

Wie SO,* fiihrte auch Mg, jedoch in geringerem Male, zu einer Verringerung der Toxizitét
von V0O M Cd(ll) und 250 uM Zn(I1) in H4-2-4 (Abb. 33, S. 70). Die schiitzende Wirkung von
Mg?" in Gegenwart von Schwermetallen wurde auch von Blackwell et al. (1998) fir Mn?* sowie
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Karamushka und Gadd (1994) fir Cu®* in S. cerevisiae gefunden und mit einer Blockierung der
Aufnahme diskutiert.

Eine Steigerung der Schwermetaltoleranz durch Mg** aufgrund biochemischer Resktionen in
H. lugdunensis erschien nicht wahrscheinlich. So war anzunehmen, dass die Zusdtze im Medium
enen Einfluss auf die Biosorption und Akkumulation ausiiben wirden. Im Kapitd 4.5.2 und
453 wurde die Biosorption und Akkumulation in Abhdngigkeit vom pH-Wert und der
Temperatur diskutiert. Aus der Literatur gibt es Befunde, dass andere lonen im Medium die
Biosorption und Akkumulation von Metalen in Mikroorganismen beeinflussen (Gadd, 1993;
Ledin, 2000). Wird in Laboruntersuchungen oft nur ein Metdl betrachtet, so exigtieren im
natirlichen Habitat Metale in Gegenwart verschiedenster Kat- und Anionen. Diese lonen
konnen einen starken Einfluss auf die Biosorption und Akkumulation ausiben. Oft wird dabel
eine Reduzierung der Metdlbiosorption und —aufnahme beobachtet, wobel auch Stimulierungen
und keine Effekte, je nach Metal und Organismus, auftraten (Avery und Tobin, 1993; Ledin,
2000). H. lugdunensis H4-2-4 zeigte sowohl unter dem Zusatz von NaSO, als auch unter dem
Zusatz von MgAc ene deutliche Veringerung der Biosorption und Akkumulation von 100 puM
Cd(ll) und 250 uM Zn(ll) in Abhéngigkeit von der Konzentration der Zusdtze Abb. 34, S. 72,
Abb. 35, S. 73). Ahnliche Tendenzen beobachteten Volesky et al. (1995) fir die Aufnahme von
Gold durch die Braunalge Sargassum natans. Kationen hatten kaum einen Einfluss, SO4%*, NOs
und PO,> hingegen setzten die Sorption mit zunehmender Konzentration herab. Den gleichen
Effekt zeigte Cu(ll) und Zn(ll) bei der Cd(lI)-Biosorption durch die Braunage Ascophyllum
nodosum In Weizen hingegen fihrten Sulfatkonzentrationen bis 100 uM (Bléttern) bzw.
200 UM (Wurzeln) zu einem Angtieg und erst hthere Konzentrationen (bis 1 mM) zu einer
Verminderung der Biosorption (McMahon und Anderson, 1998).

Die Biosorption von Cd(I1) und Zn(Il) durch H4-2-4 wurde durch 20mM SO,* am starksten
reduziert. Dabel sank die Biosorption auf 14 % bzw. 9% herab. Das lasst vermuten, dass de
hohe SO,-Konzentration am Standort H4 (Tab. 2) eine Rolle in der Tolerierbarkeit der ebenfdls
dort herrschenden hohen Schwermetallkonzentrationen (Tab. 3) durch H4-2-4 spiden konnte.
Die Herabsetzung der Biosorption von Zn(l1) durch SO, beobachteten auch Ahuja et al. (1999)
am Cyanobakterium O. anguistissima. Die Biosorption wurde durch steigende SO.*-
Konzentrationen bis 10mM auf 15% vermindert. Aber auch Chlorid und Nitrat (as
Ammoniumsalze) verringerten diese auf 50 % bzw. 90 %. Warum diese Anionen die Biosorption
erniedrigten, ob es sich um eine Komplexierung oder um eine Konkurrenz um Bindungsplétze
handelt, wird nicht diskutiert. Avery und Tobin (1993) betrachteten die Inhibierung der
Biosorption in Bezug zur Metalchemie (Prinzip harter und weicher lonen bzw. Basen und
Sauren). Sie zeigten, dass der Inhibierungseffekt durch das harte Sulfat-lon in S. cerevisiae bei
harten Metallen wie S*** und Mn** stéarker ist. Im Gegensatz dazu waren verstarkte Effekte in der
Inhibierung durch das weichere Thiosulfat-lonen fir Cu(ll) und Cd(ll) zu beobachten. Zn(l1) als
Ubergangsmetall wurde in seiner Biosorption von beiden lonen etwa gleich inhibiert. Warum
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Sulfat die Biosorption herabsetzt bleibt auch hier unklar. Eine Prézipitierung der Metale wurde
weder in der Literatur noch bei den hier beschriebenen Versuchen beobachtet.

An dem Cyanobakterium O. anguistissima konnten Ahuja e d. (1999) ebenfdls die
Verminderung der Biosorption von Zn(I1) durch Mg(ll) zeigen. Dabei war eine Verringerung um
50 % zu vermerken. Die geringere Beeinflussung der Biosorption durch Mg(ll) im Gegensatz zu
Sulfat konnte auch fur H. lugdunensis H4-2-4 gezeigt werden. Auch hier wird die Biosorption
durch Mg(ll) nur auf 39% [Cd(Il)] bzw. 19% [Zn(Il)] herabgesetzt. Vermutlich ist die
Zdlwandstruktur fir diese Unterschiede verantwortlich.

Akthar et a. (1996) zeigten am nichtlebenden Materia von A. niger, dass bei der Bindung von
Cu(ll) und Cd(I1) Mg(Il) und Ca(ll) freigesetzt werden. Auch Kapoor und Viraraghavan (1997b)
beobachten eine Freisetzung von Ca(ll), Mg(ll) und K(I) in A. niger be der Biosorption von
Cd(11) und Pb(Il). Daraus schlussfolgern die Autoren, dass die Metale um die Bindungsstelle an
der Oberfléche konkurrieren. Diesist auch fur H4-2-4 denkbar.

Ebenso kann vermutet werden, dass infolge der unterschiedlichen Bindestellen oder der
niedrigeren Adsorptionsstérken, die Bindungen von Cd(I1) und Zn(ll) unterschiedlich stark sind.
Dies wirde begriinden, warum die Adsorption von Zn(ll) von dem hier untersuchten Kat- bzw.
Anion starker inhibiert wird as Cd(I1).

Die Interaktion von Metalen mit biologischen Oberflachen it eine Vorraussetzung fir deren
intrazelluldre Aufnahme und Akkumulation. Da die Biosorption von Zn(ll) und Cd(Il) in
H. lugdunensis H4-2-4 durch Sulfat und Magnesium minimiert wurde, kann angenommen
werden, dass auch die Aufnahme beeintréchtigt wird. So wurde die Akkumulation von Cd(Il)
durch 20mM Sulfat auf 10% und von Zn(ll) auf 26% verringert. Mg(ll) setzte die
Akkumulation auf 48% bzw. 54 % herab. Zum enen kann angenommen werden, dass der
verringerte Metdlgehalt auf der Oberflache eine Verringerung der Aufnahme nach sich zieht.
Zum anderen ist denkbar, dass Transportsysteme fir Cd(I1) und Zn(l1) durch das Uberangebot an
Magnesum und Sulfat kompetitiv gehemmt werden. White und Gadd (1987) diskutieren ihre
Ergebnisse der inhibierten Zn(I1)-Aufnahme in S. cerevisiae durch Magnesium und Kadium auf
der Basis der teilweisen Depolariserung der Zelmembran und der Reduktion der Netto-
Oberflachenladung. In S, cerevisiae wurde der Biomasseverlust unter Manganstress durch
Magnesum verringert (Blackwell et a., 1998). Als Ursache diskutierten die Autoren eine
verringerte Aufnahme, wahrscheinlich infolge eines kompetitiven Schutzmechanismus'.

Prozentuad gesehen wird die Biosorption stérker gehemmt as die Akkumulation. Fir die
Veringerung der Toxizitéd von 100uM Cd(ll) und 250 uM  Zn(ll) in der logarithmischen
Wachstumsphase von H. lugdunensis H4-2-4 i zum groden Teil jedoch die verringerte
Akkumulation verantwortlich.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Schwermetdle stellen immer mehr ein Umweltproblem dar, vor alem durch den gestiegenen
anthropogenen Eintrag in die Umwelt. Dabei it das aguatische Okosystem ein sehr sensitives
System. Den aguatischen Hyphomyceten as primére Zersetzter von organischen Materidien
kommt dabel eine enorme Bedeutung zu. Obwohl sie as Organismen von gut durchlifteten
sauberen Gewsassern bekannt sind, wurden sie auch in belasteten Gewassern des Mansfelder
Landes gefunden, welches seit Jahrhunderten vom Kupferschieferbergbau geprégt wurde.

Dabei sellte sich die Frage, welche Mechanismen der Anpassung diese Organismen entwickelt
haben konnten, um mit hohen Schwermetalbelastungen umzugehen. Dazu wurden die zwei
Stamme des aguatischen Hyphomyceten Heliscus lugdunensis H4-2-4 aus einem stark belasteten
und H8-2-1 aus einem moderat belasteten Standort hinsichtlich ihrer Stressantwort gegentiber dem
toxischen Metall Cd(11) und dem essentiellen Metall Zn(I1) untersucht.

Andysen der 18SrDNA bestétigten die Zugehorigkeit dieses Ascomyceten (Stdmme H4-2-4,
H8-2-1 und H6-06-10) zur Ordnung der Hypocreales und Familie der Nectriaceae, wie bereits
klassische Methoden (Sporenform, Aushildung von sexuellen Stadien) zeigten.

Stammbaumanaysen nach Parsmony deuten darauf hin, dass sich in Abhéngigkeit vom Standort
Untergruppen in der Nectria-Gruppe ausbilden konnten, die Okotypen représentieren (Abb. 12).

Die Stdmme H4-2-4 und H82-1 zeigten bereits Unterschiede in ihrem Wachstumsverhalten im
unbelasteten Maz-Pepton-Medium. H4-2-4 wies gegentber H8-2-1 ein schnelleres Wachstum auf.
Unter Cd(l1)- und Zn(ll)-Belastung nahm die Biomasse konzentrationsabhangig in beiden
Stdmmen ab. Dabel hatte Cd(ll) den stérker inhibierenden Effekt. Der Stamm H8-2-1 zeigte sich
im Gegensatz zu Stamm H4-2-4 sensitiver gegentiber Cd(11) und Zn(l1).

In der dationdren Phase zeigten beide Stdmme im Vergleich zur logarithmischen Phase einen
geringeren Biomasseverlust gegenuber der Kontrolle, was auf eine effiziente Detoxifikation der
Metalle mit der Zeit hindeutet.

Auch die Vitditét, ausgedriickt as das Reduktionsvermtgen pilzlicher Dehydrogenasen, wurde
durch die Metale Cd(ll) und Zn(l1) reduziert. Nur bel Cd(ll)-Konzentrationen von 150 uM war zu
beobachten, dass die Vitditédt von H82-1 gegeniber H4-2-4 stérker verringert wurde. Niedrigere
Cd(Il)-Konzentrationen fihrten in diesem Stamm zu einer geringeren Verminderung gegeniiber
H4-2-4. Dies zeigt, dass Vitditdtss und Biomasseverlust in H. lugdunensis nicht miteinander
korrdlieren. Auch unter Zn(ll)-Belastung lief®en sich keine dgnifikanten Stammunterschiede im
Vitditésverhdten finden, wobel jedoch die Tendenz zu beobachten war, dass H8-2-1 senstiver
reagiert. Dabel gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Wachstumsphasen.

Der Wassergehat in H. lugdunensis, ausgedriickt as Verhdtnis von Frischmasse zu Trocken
masse, wurde sowohl durch Cd(ll) as auch durch Zn(ll) signifikant verringert. Dies lief} auf eine
Disbhadance des intrazelluldren lonenhaushaltes schlief?en. Stamm H8-2-1 zeigte gegeniiber Stamm
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H4-2-4 unter Cd(I1)-Stress einen etwas htheren Wassergehalt. Bei einer Belastung mit 150 pM
Cd(Il) betrug er in der logarithmischen Phase gegentber der Kontrolle 75 %, bel H4-2-4 war es
72 %. Zn(I1) zeigte in beiden Stdmmen einen geringeren Einfluss.

Fur den Ascomyceten H. lugdunensis lagen bisher keine Information zur Zusammensetzung der
Zellwand vor. Erste Ergebnisse zeigten, dass die vorherrschenden Bestandteile der Zuckerfraktion
der Zellwand in der logarithmischen Phase aus Glucose, Gaaktose, Mannose und Glucuronsiure
bestehen. N-Acetyl-Glucosamin, der Grundbaustein des Chitins, konnte nur in sehr geringen
Konzentrationen nachgewiesen werden. Stamm H82-1 wies gegeniber Stamm H4-2-4 eine
grolere Zuckerfraktion auf, wobel vor alem die Mannose- und Galaktosegehate erhtht waren.
100 uM  Cd(I1)-Belastung zeigte in H. lugdunensis H8-2-1 keinen sgnifikanten Einfluss auf die
Zusammensetzung der Zuckerfraktion, wobei tendenziell eine Verringerung beobachtet werden
konnte. 250 uM Zn(l1)-Belastung verringerte in diesem Stamm den Galaktoseantell signifikant.

Stamm H4-2-4 zeigte unter 100 uM Cd(I1)-Belastung eine signifikante Verringerung des Glucose-
und Glucuronsaureanteils. 250 UM Zn(Il) hatten keinen Einfluss auf die Zelwandzusammen
setzung in H. lugdunensis Stamm H4-2-4.

Moglicherweise fuhrt die Verringerung der Zuckeranteile in der Zellwand zu einer Abnahme von
Schwermeta Ibindestellen, was a's Schutzmechanismus interpretiert werden kann.

Biosorption und intrazelluldre Aufnahme der Metdle erwiesen sich as konzentrations-, metall-
und stammspezifische Prozesse. In beiden Stdmmen wurde in der stationdren Phase mehr Metall
biosorbiert und aufgenommen asin der logarithmischen Phase (Abb. 18, Abb. 19).

Dabel biosorbierte der Stamm H4-2-4 bei hohen Metalkonzentrationen tendenziell mehr Cd(l1)
und Zn(ll) as der Stamm H8-2-1, der dagegen mehr Metal intrazelluléa aufnahm. Dies kann as
Anpassungsmechanismus des Stammes aus dem belasteten Standort (H4-2-4) interpretiert werden.
Eine Séttigung der Biosorption bzw. der Aufnahme von Metdlen konnte in den Konzentrations-
bereichen von 25-150uM Cd(ll) bzw. 50-350 uM  Zn(I1) nicht gefunden werden. Hohere
Konzentrationen wurden nicht untersucht, da se zur Letaitdt des untersuchten Organismus
fahrten.

Wurde von beiden Stdmmen deutlich mehr Cd(ll) an der Zelwand gebunden (biosorbiert) as
aufgenommen, it es be Zn(ll), ausgenommen 250 uM und 350pUM im Stamm H4-2-4,
umgekehrt. Die Aufnahme von Zn(ll) as essentielles Metdl verléuft offenbar spezifischer as die
von Cd(ll) und wird weniger inhibiert. Dies wirft die Frage nach Metalltransportern in
H. lugdunensis auf und wére ein Ausgangspunkt fir weitere Untersuchungen.

Aus der Literatur ist bekannt, dass Thiolstoffwechsel und Sulfatassmilation ein sehr senstives
System gegenuber Schwermetdlstress darstellen. Der Stamm H8-2-1 zeigte in Kontrollansétzen
gegenuber H4-2-4 durchschnittlich hohere Sulfatgehdte, wobei in der dtationdren Phase in beiden
Stdmmen weniger Sulfat bestimmt werden konnte as in der logarithmischen. Auch unter
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Schwermetdlexposition war in der stationdren Phase ein geringerer Sulfatgehat zu beobachten,
was auf einen gesteigerten Sulfatumsatz und voranschreitenden Verbrauch schlief3en |asst.

Unter niedrigen Cd(I1)-Belastung wurde in der logarithmischen Wachstumsphase in beiden
Stdmmen ein Anstieg des intrazelluléren Sulfatgehaltes gefunden, der bel hohen Konzentrationen
stark abnahm. In der stationdren Phase wurde bereits bei geringen Cd(l1)-Konzentrationen eine
Verringerung gegeniber der Kontrolle analysiert. Zn(ll) verursachte ab 50 uM in beiden Phasen
und Stdmmen eine Verringerung des intrazel luléren Gehaltes.

Cydein gelt einen Endpunkt der Sulfatassmilation dar. Sowohl unter Cd(l1)- as auch unter
Zn(l1)-Stress kam es in H. lugdunensis Stamm H4-2-4 und Stamm H8-2-1 zu einer konzentrations-
abhdngigen Steigerung des Cysteingehaltes, wobel in der sationdren Phase deutlich weniger
messbar war. Dies konnte ebenfals fir g-EC (g-Glutamylcystein), neben Cystein ein Prékursor des
Glutathions, beobachtet werden. Zeigte Cd(Il) bereits bel 25 uM eine Wirkung, so war bei Zn(ll)
erst ab 250 uM ein signifikanter Effekt zu beobachten.

Glutathion spielt eine bedeutende Rolle in der Schwermetalldetoxifizierung. Ab 25uM  Cd(ll)-
und &b 250 uM Zn(ll)-Belastung kommt es in H. lugdunensis zu einem Anstieg des reduzierten as
auch oxidierten Glutathionspiegels.

Ein Fragment der Glutathion-Synthetase konnte aus Stamm H4-2-4 identifiziert und as Sonde fir
den Northern-Blot eingesetzt werden. Die Ergebnisse zeigten, dass in beiden H.lugdunensis
Stdmmen eine Transkriptakkumulation mit zunehmender Cd(I1)- und Zn(l1)-Konzentration vorlag.
Fur wetere Untersuchungen wére auch die Regulierung der gEC-Synthetase, dem
geschwindigkeitsregulierendem Enzym in der GSH-Biosynthese, von Interesse.

Stamm H4-2-4 aus dem hoch belasteten Standort zeigt gegentber Stamm H82-1 bel gleicher
intrazelluldrer Metallkonzentration hohere Thiolgehdte (Cystein, gEC, Glutathion), was ene
welitere Ursache der hoheren Toleranz dieses Stammes gegentiber Metallen sein kann.

Neben dem reduzieten und oxidierten Glutathion kann vor alem der Quotient aus GSH:GSSG
einen Einblicke in den Redoxzustand einer Zele bzw. Organismus geben. Fur H.lugdunensis
Stamm H4-2-4 und Stamm H8-2-1 wurde beobachtet, dass unter geringer Cd(ll)-Belastung das
Verhdlitnis anstieg und mit zunehmender Konzentration in Abhéngigkeit von der Wachstumsphase
und dem Stamm wieder geringer wurde (Tab. 21). Unter Zn(ll)-Gabe kam es direkt zu einer
Veringerung des GSH:GSSG-Verhdtnis in Abhangigkeit von der Wachstumsphase moglicher-
weise a's Reaktion auf intrazelluléren oxidativen Stress.

Die Befunde zum GSH:GSSG-Verhalten und die Ergebnisse der Gelpermesationschromatographie,
in der Cd(Il) mit Glutathion coeluierte, lassen die Schlussfolgerung zu, dass in H. lugdunensis
Stamm H4-2-4 und Stamm H82-1 die Cd(Il)-Detoxifikation durch Komplexierung mit GSH
erfolgen kann. Der geringe PC2-Antell unter Cd(I1)-Belastung gegentber GSH stlitzt diese
Aussage. Es bleibt offen, ob ein anschliel¥ender Transport in die Vakuole erfolgt.
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Ob und inwieweit Sulfid an der Bildung von Cd-Komplex beteiligt ist, konnte noch nicht geklart
werden. Beobachtungen, dass mit zunehmender Cd(Il)- jedoch nicht Zn(ll)-Konzentration der
intrazdluldre Sulfidgehat in beiden Stdmmen stark angtieg, weisen jedoch darauf hin. Signifikante
Stamm- oder Phasenunterschiede wurden nicht beobachtet.

Das Auftreten von Phytocheatin 2 in Abhéngigkeit von der Cd(I1)-Konzentration konnte in beiden
H. lugdunensis Stdmmen nachgewiesen und massenspektroskopisch bestétigt werden (Anhang B
Abb. 4). Die Konzentration lag jedoch deutlich unter der des Glutathions. Bel 150 uM bildete
Stamm H82-1 mehr PC2, wohingegen e be 50puM deutlich weniger as Stamm H4-2-4
synthetisierte (Abb. 29). Der Syntheseweg des PC 2 bleibt unklar, da weder ein PC-Synthase-Gen
noch eine PC-Synthase-Aktivitét bestimmt werden konnte.

Ferner war das Auftreten von moglicherweise 2 Metdlothioneinen zu beobachten, waobei
MT1 HL in beiden Stdmmen identifiziert werden konnte. Stamm H82-1 synthetiserte mehr
MT1 HL und ereichte ein Maximum bei 100 uM Cd(Il). Stamm H4-2-4 synthetisierte weniger
aber kontinuierlich bis 150 uM.

Zn(I1)-Zugabe hatte keinen Effekt auf die Bildung von PC 2 und Metallothioneinen.

Ob PC2 und MT1 HL ene Rolle in der Schwermetaldetoxifikation in H. lugdunensis spielen ist
unklar. Untersuchungen mittels Gelpermeationschromatographie deuten auf die Involvierung von
Metdlothioneinen in die Cd(l1)-Detoxifikation hin.

Da aus vorrangegangenen Arbeiten die Aminosiuresequenz der Metallothioneine bekannt ist,
sollite es von Interesse sein, die Gensequenz mittels abgeleiteter primer zu bestimmen und die
transkriptionelle Regulierung zu untersuchen.

Die Anzuchtstemperatur kann die Stoffwechselaktivitdée von Organismen beeinflussen. In den
H. lugdunensis Stdmmen H4-2-4 und H82-1 zeigte sich eine Abhdngigkeit des Wachstums-
verhalten von der Anzuchtstemperatur. 10 °C verzogerten das Wachstum in beiden Stémmen
gegeniber 14 °C, wobei die lag-Phase um zwel Tage verlangert wurde. Unter Cd(l1)-Belastung
war der Biomasseverlust bei 10° C deutlich grolzer als bei 14° C.

Die Vitditéd von Stamm H4-2-4 wurde von den unterschiedlichen Temperaturen nicht signifikant
beeinflusst, wohingegen die Vitditét von H8-2-1 durch Temperaturerniedrigung verringert wurde.
Vitditatsverlust und Biomasseverringerung konnten ein Ergebnis unterschiedlicher intrazellulérer
Metd lkonzentrationen sein.

Durch eine Verringerung der Temperatur um 4°C wurde die Biosorption in Stamm H4-2-4 sowie
in Stamm H82-1 gesteigert. Die intrazelluld&re Aufnahme hingegen wurde durch die
Temperaturverringerung herabgesetzt. Dieser Einfluss war jedoch nicht immer signifikant.

Eine verringerte Metdlaufnahme sollte zu einer hoheren Biomasse fuhren (weniger toxisches
Metall im Stoffwechsel). Da dies jedoch nicht der Fall war, muss angenommen werden, dass
Detoxifikationsmechanismen durch Temperaturveranderungen beeinflusst werden.

Vergleichende Untersuchungen wurden im Bezug auf den Thiolpool durchgefiihrt. Dabel zeigten
beide H.lugdunensis Stdmme bereits in den Kontrollansdtzen bei 14 °C einen deutlich héheren
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Thiolpool (Cysein, gEC, GSH) as be 10°C. Unter Cd(I1)-Belastung war der prozentuale
Angtieg der Thiole gegeniber 10°C jedoch nur geringfigig verschieden. Daher kann
angenommen werden, dass unter anderem die durchschnittliche Verdopplung der Ausgangsmenge
an Thiolen, vor dlem GSH, fir die hohere Toleranz unter Cd(l1)-Belastung bel 14 ° gegenlber
10 °C verantwortlich ist.

Es zeigt sich, dass bereits eine Temperaturverschiebung von 4°C einen deutlichen Einfluss auf die
Toleranz eines Organismus gegentiber Schwermetall, hier Cd(I1) und Zn(11), hat.

Sowohl Sulfat- als auch Magnesumzusatz zu den Medien steigerten die Schwermetalltoleranz in
H. lugdunensis Stamm H4-2-4 in der logarithmischen Phase unter 100 uM Cd(I1)- und 250 pM
Zn(I1)-Belastung. Ursache dafir war nicht wie angenommen ein gesteigertes Thiolangebot
(Kontrollansétze zeigten unter Sulfatgabe enen erhohten intrazelluldren Sulfatgehdt und
Thiolpoal), sondern eine verringerte Aufnahme dieser Metalle. Auch die Biosorption von Cd(ll)
und Zn(I1) wurde sowohl durch Sulfat as auch Magnesium herabgesetzt.

Aufnahme und Biosorption wurden durch Sulfat bis zu einer Konzentration von 20 mM, einer
Konzentration die noch deutlich unter den Konzentrationen am natlrlichen Standort liegt, stérker
verringert, as durch Magnesum im gleichen Konzentrationsbereich. Eine Prézipitierung der
Metdle, die die Verflgbarkeit verringern wirde, wurde nicht beobachtet.

Es konnte gezeigt werden, dass Biosorption und Aufnahme (Akkumulation) von Metalen durch
Fremdionen, sowohl Kat- as auch Anionen, beeinflusst werden kénnen. Das hat einen Einfluss auf
das Toleranzverhalten von Organismen und muss bel weiteren Untersuchungen berlicksichtigt
werden.

Alle Untersuchungen dieser Arbeit wurden in  Maz/Pepton-Medium durchgefihrt.  Um
standortnahere Bedingungen zu erhdten wére es hilfreich, ein Minera- bzw. Minimamedium far
weitere Untersuchungen zu verwenden.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Phylogenie und dem physiologisch-biochemischen
Verhaten unter Schwermetallstress [Cd(l1) und Zn(11)], vor alem der geringeren Metallaufnahme
von Stamm H4-2-4 und dessen hoherem Thiolpool bei gleicher intrazellul&rer Metallkonzen
tration, lassen vermuten, dass es sich bei den H. lugdunensis Stémmen H4-2-4 und H8-2-1, um
zwei Okotypen handelt. Dabei scheint Stamm H4-2-4 aus dem hoch belasteten Standort des
Mansfelder Landes gegenlber Stamm H8-2-1 aus einem moderat belasteten Standort toleranter zu
sn.
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Anhang A

Rohdaten der im Text dargestellten Abbildungen

SD = Standardabweichung

Tab. 1 Trockenmasse in der logarithmischen und stationdaren Wachstumsphase der H. lugdunensis-

S&mmeH4-2-4und H8-2-1 unter Cd(Il1)-Stress (14 °C, 120 U/min, dunke) (n > 5)

H4-2-4 H8-2-1
Cd-Konz. Trockenmasse [mg/mL] Trockenmasse [mg/mL]
[UM] |[TCog. P.] SO |Sta.P.| SO |Log.P.|] D | Stat. P.| D
0 134 0,30 2,15 0,08 1,20 0,30 1,90 0,60
25 1,16 0,19 1,85 0,30 0,69 034 177 0,46
50 0,95 0,20 1,72 0,50 0,58 0,21 1,74 042
100 0,60 0,13 155 0,50 0,56 0,18 158 0,58
150 0,39 0,17 1,28 0,55 0,27 0,19 105 0,52

Tab. 2 Trockenmasse in der logarithmischen und stationaren Wachstumsphase der H. lugdunensis-

SdmmeH4-2-4und H8-2-1 unter Zn(I1)-Stress (14 °C, 120 U/min, dunkd) (n > 5)

H4-2-4 H8-2-1
Zn-Konz. Trockenmasse [mg/mL] Trockenmasse [mg/mL]
[UM] [LCog.P.] SO [Sta.P.| SO |Log.P.|] D | Stat.P.| <D
0 150 0,52 1,80 0,12 1,38 0,34 201 0,28
50 154 0,49 183 0,05 131 0,36 173 0,03
100 147 0,45 177 0,07 112 0,30 1,66 0,04
250 119 0,29 142 0,08 0,66 0,20 148 0,23
350 0,69 0,14 0,92 0,16 0,30 0,12 0,48 0,07
500

0,09 0,02 0,17 0,03
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Tab. 3 Vitalitatsbestimmung mittels Triphenyl -T etr azoliumchlorid-M ethodein der logarithmischen
und stationdren Wachstumsphase der H. lugdunensis-Stamme H4-2-4 und H8-2-1 unter Cd(I1)-

Stress (14 °C, 120 U/min, dunkel) (n >5)

H4-2-4 H8-2-1
Cd-Konz. Vitaitat [Yield %] Vitalitat [Yield%)]

[UMM] [Log.P.] SO |[Sta.P.] SO |[Log.P.| SD | Stat.P.| D
0 100 0,00 100 0,00 100 0,00 100 0,00
25 5495 | 1387 | 61,90 | 2029 | 8390 | 622 | 7060 | 1340
50 4358 | 1341 | 4485 | 1810 | 7089 | 1582 | 6450 | 17,20
100 4125 | 17,25 | 3469 | 950 | 4032 | 1278 | 4114 | 11,37
150 3450 | 906 | 2367 | 610 1664 | 299 | 2837 | 468

Tab. 4 Vitalitdtsbestimmung mittels Triphenyl -Tetr azoliumchlorid-M ethode in der logarithmischen
und stationaren Wachstumsphase der H. lugdunensis-Stamme H4-2-4 und H8-2-1 unter Zn(l1)-

Stress (14 °C, 120 U/min, dunkel) (n > 5)

H4-2-4 H8-2-1
Zn-Konz. Vitdita [Yield %] Vitaitat [Yield%]
[MM] [Log.P.] SO [Sta.P.| SD |[Log.P.|] D |[Sta.P.| D
0 100 0,00 100 0,00 100 0,00 100 0,00
50 7306 | 2553 | 11800 | 1323 | 8079 | 2039 | 7555 | 1598
100 6534 | 931 | 7890 | 1248 | 6245 | 152 | 4627 | 1517
250 5306 | 309 | 5345 | 2545 | 4195 | 2039 | 4042 | 1598
350 087 | 7,2 | 2821 | 1232 | B4 | 1556 | 3090 | 1154
500 2693 | 1347 | 2589 | 793

Tab.5 Wassergehalte (Verhaltnisvon Frischmasse/Trockenmasse) in H. lugdunensis H4-2-4 und
H8-2-1 unter Cd(l1)-Belastung in der logarithmischen und stationdren Wachstumsphase
(14 °C, 120 U/min, dunk€) (Kontroalle: n = 5-14 Cadmium: n = 6-11).

H4-2-4 H8-2-1
Cd-Konz. Frischmasse/Trockenmasse Frischmasse/Trockenmasse
[uM] | Log.P.| SO [ Stat. P. D Log.P.| SD | Stat. P. D

0 8,03 081 8,10 0,75 842 0,70 8,87 0,71
25 6,90 0,74 6,84 134 830 1,06 7,80 054
50 6,73 0,74 6,38 112 7,89 1,05 7,76 058
100 6,40 0,67 6,05 1,09 7,38 1,40 7,10 081
150 575 0,65 563 1,05 6,33 0,60 6,24 0,36

Tab.6 Wassergehalte (Verhaltnisvon Frischmasse/Trockenmasse) in H. lugdunensis H4-2-4und
H8-2-1 unter Zn(l1)-Belastungin der logarithmischen und stationaren Wachstumsphase
(14 °C, 120 U/min, dunkel) (Kontrolle:n3 12; Zink: n = 5-6)

H4-2-4 H8-2-1
Zn-Konz. Frischmasse/Trockenmasse Frischmasse/Trockenmasse

[UM] [ Log.P.| <D Stat. P. D Log. P.| SD | Stat. P. D
0 8,03 0,89 8,19 0,74 830 0,83 8,59 0,79

50 7,78 0,71 7,28 0,63 7,83 111 7,46 0,46
100 741 097 6,77 059 715 1,26 6,97 042
250 7,16 093 6,44 043 6,95 041 6,35 0,74
350 6,92 0,63 6,03 0,92 6,47 0,69 584 0,27
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Tab. 7 Biosorption durch H. lugdunensis Samm H4-2-4 und H8-2-1in der logarithmischen und
stationéren Phasein Abhéngigkeit von der Schwer metallkonzentration (14 °C, 120 U/min,

dunkel) (n=4)

H4-2-4 H8-2-1
Cd-Konz. Biosorption [pmol/g TM] Biosorption [umol/g TM]

[UM] |[LCog.P.T SO |[Sta.P.|] SO |Log.P.|] SO |Sta.P.| <D
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
25 821 1,39 1217 1,99 9,85 217 10,40 233
50 1517 2,95 24,80 4,50 2394 493 27,85 5,76
100 37,51 358 45,84 230 28,01 437 3043 8,61
150 47,16 8,72 66,94 1274 | 3914 8,10 52,22 10,64

Tab. 8 Biosorption durch H. lugdunensis Samm H4-2-4 und H8-2-1 in der logarithmischen und
stationdren Phasein Abhangigkeit von der Schwer metallkonzentration (14 °C, 120 U/min,

dunke) (n=4)

H4-2-4 H8-2-1
Zn-Konz. Biosorption [umol/g TM] Biosorption [umol/g TM]
[UM] [Log.P.T SO [Sta.P.| SO [Log.P.| SO [Sta.P.| SD
0 0,06 0,02 0,08 0,01 0,05 0,02 0,10 0,03
50 423 0,71 324 0,83 6,21 2,28 412 1,66
100 12,50 3,55 6,93 2,31 11,23 5,367 10,77 290
250 46,89 14,47 68,18 8,03 46,07 1113 | 3351 8,35
350 75,06 16,62 9741 26,12 83,29 1358 79,53 21,12

Tab.9 Aufnahmevon Cd(l1) durch dieH. lugdunensissdmmeH4-2-4 und H8-2-1in der
logarithmischen und stationdren Wachstumsphase (14 °C, 120 U/min, dunkel) (n = 4)

H4-2-4 H8-2-1
Cd-Konz. Akkumulation [pumol/g TM] Akkumulation [umol/g TM]
[UM] | Log.P.| SO |[Sta.P.| SO |Log.P.| SO |[Sta.P.| SD
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
25 320 0,61 4,98 0,89 4,09 0,78 6,23 1,28
50 5,16 1,00 8,54 153 587 121 747 157
100 6,58 1,14 1334 2,63 9,25 1,74 1441 281
150 19,56 231 22,32 250 20,58 719 27,10 11,03

Tab. 10 Aufnahmevon Zn(Il) durch dieH. lugdunensissStammeH4-2-4 und H8-2-1in der
logarithmischen und stationéren Wachstumsphase (14 °C, 120 U/min, dunkel) (n = 4)

H4-2-4 H8-2-1
Zn-Konz. Akkumulation [umol/g TM] Akkumulation [umoal/g TM]
[UM] [CogP | SO | StaaP. | <D LogP | D | StatP. | D
0 0,56 011 0,61 0,09 0,54 0,09 0,67 0,12
50 20,77 4,30 19,53 129 16,09 2,17 23,89 6,37
100 35,95 247 34,83 3,74 3541 6,37 4450 1394
250 4884 | 19,96 67,05 111 55,09 1284 | 12282 | 2599
350 52,97 9,80 70,78 10,43 83,12 7,75 14531 | 14,72
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Tab. 11 Sulfat-Gehalt von H. lugdunensis H4-2-4 und H8-2-1 unter Cd(I1)-Stressin der
logarithmischen und stationaren Wachstumsphase (14 °C, 120 U/min, dunkel) (n = 5-6)

H4-2-4 H8-2-1
Cd-Konz. Sulfat [pmol/g TM] Sulfat [umol/g TM]
[MM] [Log.P.] SO [ Stat.P.|] SD |Log.P.] SD | Stat.P.| <D
0 921 254 7,39 209 20,24 4,93 18,49 346
25 22,89 8,83 4,46 041 329 | 10,08 16,15 4,06
50 26,32 9,83 4,29 132 3098 | 10,26 14,13 3,56
100 3,55 1,62 1,70 0,63 945 175 1,39 049
150 2,86 131 0,82 0,064 3,65 0,75 0,90 0,07

Tab. 12 Sulfat-Gehalt von H. lugdunensis H4-2-4 und H8-2-1 unter Zn(l1)-Stressin der logarithmischen
und stationaren Wachstumsphase (14 °C, 120 U/min, dunkd) (n = 5-6)

H4-2-4 H8-2-1
Zn-Konz. Sulfat [pmol/g TM] Sulfat [umol/g TM]
[MM] [Log. P.] SO [ Stat.P.| SD |Log.P.| SO |[Sta.P.|] D
0 16,58 1,78 11,03 225 21,71 8H 9,78 1,02
50 1318 249 222 097 18,83 587 2,36 0,53
100 1255 2,17 1,98 0,82 14,24 3,07 0,62 0,13
250 11,80 2,24 197 081 9,88 382 158 0,31
350 8,88 4,28 535 1,66 8,03 248 580 1,32
500 4,77 2,72 4,36 143

Tab. 13 Cystein-Gehalt von H. lugdunensis H4-2-4 und H8-2-1 unter Cd(l1)-Belastungin der

logarithmischen und stationéren Wachstumsphase (14 °C, 120 U/min, dunkel) (n = 5-6)

H4-2-4 H8-2-1
Cd-Konz. Cystein [umol/g TM] Cystein [umol/g TM]
[UMM] [Log. P.] SO | Stat.P.| D Log.P. | D | Stat. P.| <D
0 0,50 0,07 0,27 0,16 042 0,23 0,22 0,04
25 1,18 0,27 0,33 0,07 0,87 0,16 0,33 0,07
50 1,20 0,22 0,46 0,09 0,97 0,26 0,46 0,09
100 1,48 042 0,66 0,32 147 011 0,73 0,24
150 2,00 042 1,73 0,39 2,00 0,57 167 043

Tab. 14 Cystein-Gehalt von H. lugdunensis H4-2-4 und H8-2-1 unter Zn(l1)-Belastungin der
logarithmischen und stationdren Wachstumsphase (14 °C, 120 U/min, dunkel) (n = 5-6)

H4-2-4 H8-2-1
Zn-Konz. Cystein [umol/g TM] Cygtein [umol/g TM]
[UM] [LCog. P.| SO | Stat. P. D Log.P.| D [Sta.P.| SD
0 0,23 0,06 0,17 0,03 043 0,18 0,39 0,16
50 0,39 0,14 0,19 0,02 0,39 0,09 040 0,12
100 081 0,38 0,20 0,07 0,49 0,09 0,37 0,07
250 0,98 0,31 0,31 0,07 1,16 041 0,64 0,16
350 1,99 0,19 091 0,36 1,39 0,70 104 0,17
500 242 0,73 1.4 0,95
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Tab. 15g-Glutamylcystein-Gehalte von H. lugdunensis H4-2-4 und H8-2-1 unter Cd(I1)-Stressin der
logarithmischen und stationdren Wachstumsphase (14 °C, 120 U/min, dunke) (n = 5)

H4-2-4 H8-2-1
Cd-Konz. gEC [pumoal/g TM] gEC [umoal/g TM]

[UMM] [Log.P.] SO [Sta.P.| SO [Log.P.] SO [Sta.P.| <D
0 0,12 0,06 0,10 0,03 0,13 0,08 011 0,01
25 0,99 034 0,27 011 0,29 0,14 0,19 0,05
50 1,08 0,46 045 0,18 0,39 0,15 0,23 0,04
100 1,80 0,58 0,64 0,25 0,86 011 054 0,22
150 241 045 138 041 161 0,75 0,74 0,06

Tab. 16 g-Glutamylcystein-Gehalte von H. lugdunensis H4-2-4 und H8-2-1 unter Zn(Il)-Stressin der
logarithmischen und stationéren Wachstumsphase (14 °C, 120 U/min, dunke) (n = 5)

H4-2-4 H8-2-1
Zn-Konz. gEC [pumoal/g TM] gEC [umoal/g TM]
[UM] [Tog. P. | Stabw. | stat.P. | Stabw. | log. P. | Stabw. | stat.P. | Stabw.
0 0,10 0,05 0,17 0,06 0,13 0,02 0,13 0,06
50 0,19 0,06 0,19 0,02 0,13 0,02 011 0,03
10 0,16 0,04 021 0,07 0,13 0,03 011 0,05
250 0,68 0,19 0,78 021 0,30 0,12 0,18 0,02
350 1,99 049 0,856 0,34 0,62 0,26 043 011
500 29 128 2383 0,53

Tab. 17 Glutathion-Gehalte von H. lugdunensis H4-2-4 und H8-2-1 unter Cd(l1)-Belastungin der
logarithmischen und stationdren Wachstumsphase (14 °C, 120 U/min, dunkel) (n = 5)

H4-2-4 H8-2-1
Cd-Konz. GSH [umol/g TM] GSH [umol/g TM]
[MM] [Log.P.| SO |Sta.P.| SD |Log.P.| SO |Sta.P.| <D

0 954 092 9,72 121 8,05 248 8,80 1,86
25 17,83 2,95 11,90 2,65 15,44 2,09 1057 1,89
50 20,03 391 11,95 2,69 18,22 234 11,07 1,76
100 20,49 487 12,68 257 1854 2,70 14,76 330
150 25,86 385 15,26 4,68 22,61 7,74 16,14 333

Tab. 18 Glutathion-Gehalte von H. lugdunensis H4-2-4 und H8-2-1 unter Zn(l1)-Belastungin der
logarithmischen und stationdren Wachstumsphase (14 °C, 120 U/min, dunkel) (n = 5)

H4-2-4 H8-2-1
Zn-Konz. GSH [umol/g TM] GSH [umol/g TM]
[WM] [Log.P.| SD | Stat.P. SO [Log.P.| SO [Sta.P.| SD
0 538 1,26 532 0HA 6,63 142 7,76 091
50 563 133 563 0,72 4,38 047 6,91 119
100 557 148 4,63 0,36 6,48 1,79 6,73 0,66
250 12HA 2,81 6,04 1,16 18,28 8,26 54 0,98
350 21,33 0,52 12,02 351 45,76 6,58 1358 175
500 2964 16,78 40,31 8,69
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Tab. 19 Oxidierte Glutathion-Gehalte (GSSG) von H. lugdunensis H4-2-4 und H8-2-1 unter Cd(II)-
Belastung in der logarithmischen und stationdren Wachstumsphase (14 °C, 120 U/min, dunkel)

(n=4)
H4-2-4 H8-2-1
Cd-Konz. GSSG [umol/g TM] GSSG [umol/g TM]
[UMM] [Log.P.] SD | Sta.P.|] SD |Log.P.] SD | Sta.P.| <D
0 0,33 0,04 0,27 0,03 0,46 0,20 0,22 0,05
25 0,35 0,08 0,30 0,04 049 0,05 0,26 0,04
50 0,59 0,13 0,50 0,08 0,79 0,36 0,27 0,08
100 0,81 0,04 0,70 0,14 0,74 0,22 0,30 0,05
150 1,22 051 0,90 0,31 1,14 0,64 043 0,20

Tab. 20 Oxidierte Glutathion-Gehalte (GSSG) von H. lugdunensis H4-2-4 und H8-2-1 unter Zn(l1)-
Belastung in der logarithmischen und stationdren Wachstumsphase (14 °C, 120 U/min, dunkel)

(n=5)
H4-2-4 H8-2-1
Zn-Konz. GSSG [umol/g TM] GSSG [umol/g TM]

[UMM] [Log.P.] SO [ Sta.P.|] SD |[Log.P.] D | Sta.P.| <D
0 0,27 0,13 0,16 0,04 0,27 0,07 0,25 0,07
50 0,33 0,12 0,15 0,02 0,38 0,15 0,29 0,06
100 042 0,15 014 0,02 0,85 034 0,32 011
250 1,14 0,57 0,23 011 183 044 0,80 0,38
350 1,46 0,09 0,53 0,11 1,98 047 112 049

500 2,94 1,72 1,27 0,14

Tab. 21 Intrazellularer Sulfidgehalt von H. lugdunensis H4-2-4 und H8-2-1 unter Cd(I1)- Belastungin
der logarithmischen und station&ren Wachstumsphase (14 °C, 120 U/min, dunkel) (n = 3-6)

H4-2-4 H82-1
Cd-Konz. SUfid-Gehdt [pmol/g TM] SUfid-Gehdt [pmol/g TM]

UMM [Log.P.| D Stat. P. | <D Log. P.| <D Stat. P. | <D

0 0,57 0,32 0,22 0,05 0,32 0,15 0,25 0,11

25 138 0,52 0,70 0,06 054 0,14 0,33 0,08

50 231 0,9 132 0,18 1,08 0,63 054 0,28
100 475 138 331 172 272 0,67 2,18 0,71
150 849 328 9,87 550 727 111 9,46 541

Tab. 22 Phytochelatin 2 Gehaltein H. lugdunensis H4-2-4 und H8-2-1 unter Cd(l1)- Belastungin der

logarithmischen und stationdren Wachstumsphase (14 °C, 120 U/min, dunkel) (n = 4)

H4-2-4 H8-2-1

Cd-Konz.| PC, [umol GSH-Aquivaent /g TM] PC, [umol GSH-Aquivalent /g TM]

[uM] Log. P. D Stat. P. D Log. P. D Stat. P. D
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
25 0,18 0,02 0,16 0,01 0,00 0,00 0,12 0,04
50 045 0,12 044 0,20 0,07 0,03 0,32 0,14
100 131 0,53 133 0,62 115 0,25 117 0,15
150 1,20 047 1,66 0,38 397 112 349 121
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Tab. 23MT1_HL in H. lugdunensis H4-2-4 und H8-2-1 unter Cd(I1)- Belastung in der logarithmischen
und stationaren Wachstumsphase (14 °C, 120 U/min, dunkel) (n = 4)

H4-2-4 H82-1
Cd-Konz] MTL_HL [Peskflache/100000/g TM] MT1_HL [Peakflache/100000/g TM]
[UM [ Log. P. D [ Sta. P. D [Log.P.|] D Stat. P. D
0 24,41 7.95 0,00 000 | 5850 | 2460 0,00 0,00
25 5890 | 30,10 | 12610 | 3140 | 52650 | 9950 | 20350 | 99,70
50 8290 | 2750 | 20670 | 7540 | 60820 | 33740 | 28620 | 102,40
100 [ 15560 | 5840 | 280,10 | 177,90 | 61280 | 19530 | 23740 | 2570
150 | 19140 | 9160 | 220,70 | 2980 | 42900 | 2860 | 24420 | 6330

Tab. 24 Beeinflussung der Biomasseproduktion von H. lugdunensis H4-2-4 unter 100 uM Cd(I1)- und

250 uM Zn(I1)-Stressin Abhangigkeit von der Na,SO4-K onzentration in der logarithmischen
Wachstumsphase (n=4-5)

Trockenmasse [mg/ mL ]
30,%-Konz| Kontralle+S0O,~ |  Cd(Il) + SO,~ Zn(ll) + SO~
[HM] MW D MW SD MW D
0 2,14 0,06 0,69 0,17 0,82 0,21
05 219 0,10 0,78 0,17 145 0,36
1 2,18 0,04 0,84 0,17 184 017
2 223 0,07 0,86 0,18 213 002
5 229 0,05 0,97 0,15 223 0,05
10 229 0,04 114 0,05 231 0,06
20 231 0,06 1,30 0,11 241 0,06

Tab. 25 Beeinflussung der Biomasseproduktion von H. lugdunensis H4-2-4 unter 100 uM Cd(I1)- und

250 uM Zn(I1)-Stressin Abhéngigkeit von der Mg(CH3;COO), -Konzentration in der

logarithmischen Wachstumsphase (n=3)

Trockenmasse [mg/ mL]

Mg?*-Konz.| Kontrolle+Mg™ |  Cd(Il) + Mg™ zn(ll) + Mg™
[UM] MW D MW D MW D

0 2,21 0,06 0,69 0,17 0,52 0,11

05 2,29 0,04 0,69 0,03 0,78 0,06

1 2,29 0,05 0,76 0,03 094 0,03

2 2,23 0,07 0,78 0,04 111 011

5 2,18 0,04 0,94 0,02 118 0,10

10 2,19 0,10 1,06 0,08 117 0,07

20 2,14 0,06 1,24 0,06 1,30 0,14
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Tab. 26 Beeinflussung der Biosorption von 100 uM Cd(l1) und 250 pM Zn(11) in Abhéngigkeit von der
Na;SO,4 - und Mg(CH3COO), -Konzentration im Medium durch H. lugdunensis H4-2-4 in der

logarithmischen Wachstumsphase (Mg?*:n=3; SO, n=4-5)

Biosorption [umol/g TM]
Zusatz- Cd(ll) + SO,~ Zn(ll) + SO~ Cd(l1) + Mg™ Zn(ll) + Mg~
Konz. [uM]| Mw D MW D MW D MW D
0 2733 | 1127 | 4262 5,93 2733 | 1127 | 4262 | 593
05 25,42 2,36 35,76 356 25,47 138 4249 | 458
1 2434 | 497 21,85 2,16 19,23 112 4049 | 324
2 2110 | 359 16,63 2,07 17,73 284 233 | 533
5 17,34 173 14,21 2,07 1398 1,85 2011 | 669
10 8,58 1,05 10,95 132 12,29 1,04 1242 | 226
20 3,74 1,32 4,05 244 10,69 0,58 849 1,32

Tab. 27 Beeinflussung der Akkumulation von 100 uM Cd(I1) und 250 uM Zn(l1) in Abhangigkeit von
der Na,SO4 - und Mg(CH3COO), -Konzentration im Medium durch H. lugdunensis H4-2-4 in
der logarithmischen Wachstumsphase (Mg?* :n=3; SO,>": n=4-5)

Akkumulation [pmol/g TM]
Zusatz- Cd(ll) + SO,~ Zn(ll) + SO~ Cd(Il) + Mg™™ zZn(ll) + Mg™
Konz. [uM][ Mw D MW SD MW D MW D
0 2339 | 29 46,76 | 1457 | 2339 2,96 46,76 | 1457
05 2332 | 200 46,79 0,24 23,69 316 4452 | 6,72
1 2132 | 32 36,15 331 20,60 178 4436 | 461
2 1529 | 381 24,39 240 15,13 1,05 3569 | 824
5 1161 | 286 17,01 1,87 13,04 349 3414 | 459
10 831 1,76 12,39 2,36 12,48 083 2014 | 634
20 244 1,05 11,99 3,36 11,19 1,11 2571 | 6,00
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|. Sequenzinformation zur Analyseder 185rDNA

Nachfolgend sind die erhdtenen partiellen 18S rDNA Sequenzen fur die Heliscus lugdunensis
Stdmme H4-2-4, H8-2-1 und H6-06-10 aufgefihrt.

Heliscus lugdunensis H4-2-4

GGAAGGGATGTATTTATTAGATTAAAAACCAAT GCCCTTCGGGGCTCCTTGGT GATTCATGATAACT CCTCGAAT
CGCATGCECCTTGTGCCGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTTCCCTATCAACTTTCGATGT TTGGGTATTGGCCAAA
CATGGT TGCAACGGGT AACGCGAGGGT TAGGGCT CGACCCCGGAGAAGGAGCCT GAGAAACGGCTACTACATCCAA
GGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAAT CCCGACACGGEGGAGGT AGT GACAATAAATACT GATACAGGGECTCT
TTTGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATTTAAATCCCTTAACGAGGAACAAT TGGAGGGCAAGT CTGGTGCCA
GCAGCCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGT TGT TGTGGT TAAAAAGCTCGTAGT TGAACCTTGG
GCCTGGECTGECCGGT CCGCCTCACCGCGT GTACT GGT CCGGECCGGEGCCT TTCCCTCTGTGGAACCCCATGCCCTT
CACTGGGT GT GGCGGGGAAACAGGACT TTTACT TTGAAAAAAT TAGAGT GCT CCAGGCAGGCCTATGCTCGAATA
CATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTGTGGT TCTATTTTGI TGGTTTCTAGGACCGCCGTAATGATTAATAG
GGACAGT CGGGGGCATCAGTATTCAATTGT CAGAGGT GAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTAACTACT GCGAAA
GCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAGGAACGAAAGT TAGGGGAT CGAAGACGAT CAGATACCGT CGTAGTC
TTAACCATAAACTATGCCGACTAGCGATCCGACGATGT TATTTTTTGACT CGT TCGGCACCTTACGAGAAATCAA
AGT GCT TGGGCT CCCAGGGGGAGT ATGGT CGCAAGGCT GAAACT TAAAGAAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGEG
GT GGAGCCTGCGGCTTAATTTGACT CAACACGGGGAAACT CACCAGGT CCAGACACAATGAGGATTGACAGATTG
AGACGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGT TCTTAGTI TGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATTG
CGATAACGAACGAGACCT TAACCTGCTAAATAGCCCGTATTGCTTTGGCAGTACGCTGGCTTCTTAGAGGGACTA
TCGGCTCAAGCCGATGGAAGT TTGAGGCAATAACAGGT CTGTGATGCCCTTAGAT GT TAT GGGCCGCACGCGCGC
TACACT GACGGAGCCAGCGAGT ACT CCCTTGACCGGAAGGT CCGGGTAATCTTGT TAAACT CCGT CGT GCTGGGEG
ATAGAGCATTGCAATTATTGCTCTTCAACGAGGAAT CCCTAGT AAGCGCAAGT CATCAGCTTGCGT TGATTACGT
CCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGT CGCTACTACACGAT TGAAT GGCT CAGT GAGGCGT CCGGACT GGCCCAGA
GAGGT GGGCAACCACCACT CAGGGCCGGAAAGCE TCTCCAAACCTTGGT CATTAGAGGGAA

Heliscus lugdunensisH8-2-1

GGAAGGGAGTATTTATTAGATTAAAAACCAAT GCCCT TCGGGGCTCCTTGGTGATTCATGATAACTCCTCGAATC
GCATGGCCTTGTGCCGGCGATGGT TCATTCAAATTTCTTCCCTATCAACTTTCGATGT TTGGGTATTGGCCAAAC
ATGGT TGCAACGGGT AACGGAGGGT TAGGGCT CGACCCCGGAGAAGGAGCCT GAGAAACGGCTACTACATCCAAG
GAAGGCAGCAGGCGCGCAAAT TACCCAAT CCCGACACGGGGAGGTAGT GACAATAAATACT GATACAGGCGCTCTT
TTGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATTTAAAT CCCTTAACGAGGAACAAT TGGAGGGCAAGT CTGGT GCCAG
CAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGT TGT TGT GGT TAAAAAGCT CGTAGT TGAACCTTGGG
CCTGGCTGGCCGGT CCGCCTCACCGCGT GTACT GGT CCGECCGEECCTTTCCCTCTGT GGAACCCCATGCCCTTC
ACT GGGT GT GCCGGGGAAACAGGACTTTTACT TTGAAAAAAT TAGAGT GCTCCAGGCAGGCCTATGCTCGAATAC
ATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTGTGGTTCTATTTTGI TGGTTTCTAGGACCGCCGTAATGATTAATAGG
GACAGT CGGGGGCATCAGTATTCAATTGT CAGAGGT GAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTAACTACT GCGAAAG
GAt TTGCCAAGGATGT TTTCAATTAATCAGGAACGAAAGT TAGGGGATCGAAGACCATCAGATaCCCTCGTAG:E C
TTAACCATAAACTTATCCCGACTAGGGATCGGACGATGT TATTTt TGGACTCGT TCGGCaCCTTACGAgAAAL CA
AAGT GOt TGGgCt CCAGGGGGACTATGT TCCCAAGGCT GAAACT TAAAGAAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGEG
GTI' GGAGCCTGCGGCTTAATTTGACT CAACACGGGGAAACT CACCAGGT CCAGACACAATGAGGATTGACAGATTG
AGAGCTCTCTTCCTTGATTTTGT GGGT GGT GGT GCAt GGCCGT TCTTAGI TGGTGGAGTGATTTGTCTGTTAATT
GCGATAACGAACGAGACCTTAACCT GCTAAATAGCCCGTATTGCTTTGGCAGTACGCT GGCTTCTTAGAGGGACT
ACTCGGT CAAGCCGAATGGAAGT TTGAGGCAATAACAGGT CTGTGATGCCCT TaGATGT TCTGGGCCGCACGCGC
GCTACACT GACGGAGCCAGCGAGTACT CCCTTGACCGGAAGGT CCGGGTAATCTTGT TAAACT CCGTCGTGCTGG
GGATAGAGCATTGCAATTATTGCT CTTCAACGAGGAATCCCTAGTAAGCGCAAGT CATCAGCTTGCGT TGATTAC
GI'CCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGT CGCTACTACCGAT TGAAT GGCT CAGT GAGGCGT CCGGACT GGCCCAG
AGAGGT GGGCAACCACCACT CAGGGCCGGAAAGCT TCCAAACTTGGTCATTTAGAGGA
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Heliscus lugdunensisH6-06-10

GGAAGGGATGTATTTATTAGATTAAGAACCAATGCCCTTCGGGGCTCCTTGGT GATTCATGATAACT CCTCGAAT
CGCATGGCCTTGTGCCGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTTCCCTATCAACTTTCGATGT TTGGGTATTGGCCAAA
CATGGT TGCAACGGGT AACGGAGGEGT TAGGGECT CGACCCCGGAGAAGGAGCCT GAGAAACGGCTACTACATCCAA
GGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAAT CCCGACACGGEGGAGGT AGT GACAATAAATACT GATACAGGGECTCT
TTTGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAAT TTAAATCCCTTAACGAGGAACAAT TGGAGGGCAAGT CTGGTGCCA
GCAGCCCCGGTAATTCCAGCTCCAATACCGTATATTAAAGT TGT TGTGGT TAAAAAGCTCGTAGT TGAACCTTGG
GCCTGGECTGECCGGT CCGCCTCACCGCGT TACT GGT CCGECCGEGECCTTTCCCTCTGT GGAACCCCATGCCCTTC
ACTGGGT GT GGCGGGGAAACAGGACT TTTACTTTGAAAAAAT TAAAGT GCT CCAGGCAGGCCTATGCTCGAATAC
ATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTGTGGT TCTATTTTGI TGGTTTCTAGGACCGCCGTAATGATTAATAGG
GACAGT CGGGGGCATCAGTATTCAATTGT CAGAGT GTGAAATTCTTGYATTTATTGAAGACTAACTACT G GAAA
GCAt Tt gCCAAGGATG: TTt CATTAATCAGGAACGAAAGT TAGGGGAT CGAAGACGAL CAGATACCGTCGTAGTC
TTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGACGATGTI TATTTTTTGACT CGT TCGGCACCT TACGAGAAAL CAA
AGT GCT TGGGCT CCAGGGGGAGT ATGGT CCGCAAGGCT GAAACT TAAAGAAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGEG
GT GGAGCCTGCGGCTTAATTTGACT CAACACGGGGGAAACT CACCAGGT CCAGACACAATGAGGATTGACAGATT
GAGACCTCTTTCTTGATTTt GhGG& GGTGGTGCATGGCCGT TCTTAGI TGGGGGAGTGATTTGTCTGTTAATTG
CGATAACGAACGAGCCTTAACCTGCTAAATAGCCCGTATTCCTTTGGCAGTACCCTGGCTTCTTAGAGGGACTAT
CGGCTCAAGCCGATGGAAGT TTGAGGCAATAACAGGT CTGTGATGCCCT TAGATGT TCT GGGCCGCACGCGCGCT
ACACT GACGGAGCCAGCGAGTACT CCCTTGACCGGAAGGT CCGGGTAATCTTGT TAAACT CCGT CGT GCTGGGGA
TAGAGCATTGCAATTATTGCT CTTCAACGAGGAAT CCCTAGT AAGCGCAAGT CATCAGCTTGCGT TGATTACGTC
CCTGCCCTTTGTACaCACCGCCe GTCgCCGCACCG
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II. Informationen zur Molekularbiologie von Glutathion- und

g-Glutamylcysteinsynthetase

1. Multiples CLUSTAL W (1.81) Teilsequenz-Aligment der Glutathionsynthetase von Pichia angusta
(Hansenula polymorpha) AF397211, Schizosaccharomyces pombe AF448236 und Saccharomyces
cerevisiae Y13804. Die schraffierten Bereiche geben konservierte Bereiche an, aus denen primer-

Sequenzen abgeleitet wurden.

Pi chi a angusta GCGACGACGTGAGACT TGT GGTCGGEGAACAAGGATCCGATGOCAGAAGACG: TGCCATTG 72
S. ponbe ATGTAAAAGCAATTCTTTTGATCTT- - ACTTGGTTTCTTAGTAAATATTTGATATCTTTG 238
S.Cerevisiae  -------mmm e ACAATATAACCTAA 14
* * * %
Pi chi a angusta GATAACGCGGCATTCGTA- TATCTTGCAGCC- CTTCTTTTCTGAAGCTG: - - - - - GGICA 124
S. ponbe CTTACCAATACATCATTACTAGT TCACCACCACCAACT TCGTATATCTTTGTACAAGCGA 298
S. cerevisi ae TCTAGCTTTTTATCCAATGGACT TGACTATCATCAGTACTAGAAAGTGT - - - - - - - - - CA 65
* k% % * % * * * * * *
Pi chia angusta COCTCGAGCTT-- GGITTCCTTTTTCGIGICGACAGGAGCC- CCAAATCCCAGCACCTGRC 181
S. ponbe AATCGAACGT TGGAGT TCCCTTGT TCTAACATTAAGTATT- AGACTTCTAAGIGT TAACT 357
S. cerevi si ae TTTCCATCAGTACGCTTTTTTGEOOGEGT TAGCTAGT GCTGACAAATAGT TGAACCTTCT 125
k% * % * % * * * * *
Pi chia angusta CAAAA- TGAACAGACAT- - - GGCAAAGAGTG - - - AAGAACGAGAAGTGTTTTGITTTGA 233
S. ponbe TAAAGGT TTACATTTATTTTGCEGTAATAGTAGT TTGACCCTGTGAACTAATTTCTTTG - 415
S. cerevi si ae TGAAT- TATCTAAATGT CTCCCAAATCAACG: - - - - ACATCCATATACGATCCTG- - --- 174
* % * * * * * * * *
Pi chia angusta TTAAAATTTTTGACTAGOCGGG TAAACTAT TGOGAAATATTAAAATTACAAATCAATTT 292
S. ponbe TCCAGCATATATATGCGI TAAT- CGTGI TCTAGCAGTATATTTAAATTCCTTTTGEEGIT 474
S. cerevisi ae - CAAAGGTAGCAAAGT GCCACTTCAAGCAATTATAGGAAG - - AAAGCACTACTCCTATA 230
* * * * * * * k% * * *
Pi chi a angusta AGACACCCATGGCTCTCTCTTTTCCA- - - GATCTATCGGGGEECTGCCTTAGATGACCTTG 349
S. ponbe TTATTTTAGTAGATGTATTTATCACAATGCGAAATTGAGAAGTATACACCGGAGCAAATTG 534
S. cerevi si ae AAATATGECACACTATCCACCTTCCA- - - - - === - - - - - AGGATCAATTGAATGAATTCA 277
* L * * % * * * * *
Pi chia angusta TGGAG ------- AAGCTCAC- ACACTACGCCATTTCCAATGECCTGGTGATCTATCCAC 400
S. ponbe AAGAGCT TGGAAAAGBCGCACGAGACT TTGCAT TTGOCCAT GBGGTAGT - ATTCACCGAG 593
S. cerevisi ae TCCAG ------ GAAGTTAAC- - CAATGGGECTATCACTAATGGATTATCCATGTATCCTC 328
* % * % * % * % * % * * * k k% * * % * %
Pi chia angusta G -- CGGCTTCAAGGCTTACCAG - - - - G- CGTCGGTGGCA- - CCGGTTACCCTTTATCC 449
S. ponbe CTGT CAGT T TCGAAGGAGGGEGAGGAATAT- TGCTACTCAAATTCCTATTACATTATTTCC 652
S.cerevisi ae G - - TAAATTOGAGGAGAACCCAT CAAATGCATOGGT GTCA- - CCAGTAACTATCTATCC 383
* k% *x * * * * % * k% * k k%%
Pi chia angusta CAGCG CCGTTTCCCAGAGCCCAATTCTCAAAGGGAATTGCCAT CTCGACGAAATTCAACG 508
S. ponbe CTCGGTCATTCCTCATGGT GCATTTGICGA- GGCTGTCTCTGTACAGAAGGCATACAACA 711
S. cerevi si ae AACC- CCAATTCCTAGGAAATGT TTTGATGAGGECCGT TCAAATACAACCGGTATTCAATG 442
* * * % * * % * % * * * **x k*k*k
Pi chi a angusta AATTGTATAGTCGIGITGI GGTGGACAAGAGCTGECTCAAAG - ---------- AAGTGA 556
S. ponbe AACTTTACGCTAAAATTGCAAACGACTATGAATTTCTTAGACTTCATTTAG: - - AATCGA 768
S. cerevi si ae AATTATACGCCCGTATTACCCAAGATATGECCCAACCTGATTCTTATTTACATAAAACAA 502
**%k *x k% * % * % * * % *
Pi chi a angusta TTGCAGA- TCTCTCGAAAT- ACGACCGCAATTTCACAGGCATGT TGCA- - - - - CAAGACA 609
S. ponbe TTACAAAGTATGATGAGT TTATGAACAAACT TTGGAATCTGTATCAAAAGCATCGCGAAG 828
S. cerevisi ae CTGAAGCGT TAGCTCTATCAGATTCCGAGT TTACTGGAAAACT GTGGTCTCTATACCTTG 562
* * * * * %
Pi chi a angusta TACTTGGAGGCAGAGCCCAAGATTG - TACAACCGGTGTCGCTGEEECTGT TTAGGTICGG 667
S. ponbe CTGTTGCTCACTTAAAGGAAAATCAATTTCAACCCTTAAGCTTGCGAGI TTTTAGGTCAG 888
S. cerevi si ae CTACCTTAAAATCTGCACAGT ACAAAAAGCAGAATTTTAGGCTAGGTATATTTAGATCAG 622
* * * % * * k% * kkkkk **k X
Pi chia angusta ACTACATGITGGAT- - - - ACGGTATCCAACT CGAT- - CAAACAGGTTGAGTTCAACACAG 721
S. ponbe ATTATACGGTCCATCAAGACGATAGT TTTATTGGT TGTAAACAGGT TGAATTTAATACGA 948
S. cerevi si ae ATTATTTGATTGATAAGAAAAAGGGTACTGAACAGATTAACCAAGICG GITTAATACAG 681
* k% * % * % * %k k*k k% * **k k% k%
Pi chia angusta TTAGCGITTCCTTTGGIGGICTTTCGOOGAAAGT GEECCAGCTACATAGCTTTCTCAACT 781
S. ponbe TTTCTGTGTCTTTTGGAGGTGI TTCAAAGGCCGTATCCAAT TTGCACGCCTACTGITCCC 1008
S. cerevi si ae TGTCAGTGICATTTGCAGECCT TAGCGAGAAAGT TGATAGATTGCACTCTTATTTAAATA 741

* **x k% K*kk*k * % * % * * % * k% *
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COCAGGGTCTCTACGG CAGACOGCAGTACTACCAAGAGGECT GACT TGOCAACCAGOCAG
AATCGGGTTTGTATOG AAAGOCTCT- TACTACAAATTATTTAACA- GTGAACACGTCTG
GEGCAAACAAGTACGATCCTAAAGGACCAATTTATAATGATCAAAATATGGTCATTTCTG
* % * % * * * %
TCTATGGA- - - TGGACT- - - - TGOCAA:- - - - - GGGGCTTCTTGAAGCGGI’ ------- GAA
TCTCTGGAATTTGCACTGGTATATCAAAT GCTGTAGATGCCTACOGT GATTACGTTAAAA
ATTCAGGA- - - TACCTTT- - - TGTCTAA- - - - GGCATTGGOCAAAGCTGT - - - - - - - GA
* * % % * * * * % * * * * *
ATACTACGAAACAAGCGAAAA: - - - - - - - AACAGCGTCCA- - CCATTGTTCTCTTTGITG
ACATTACAAGCAAAATGAATATTGCT TCTGATAACACGAAACCCATTGTTTTATTTGITG
ATOGTATAAGTCACAACAAAGTT- CTTCTACAACTAGTGATCCTATTGTCGCATTCATTG
* * % * * * % * * * *kkk*k * * * % %
TTCAGOCT GGAGAAAGAAACGT GTTTGACCAGOGCGCCAT TGAATACAGCT TGTTTGCCA
TGAAGGGECGGAGAACGAAACAT TACGGACCAACGCACCCTGGAATATGAGTTGCTTAATC
TOCAAAGAAACGAGAGAAATGT GTTTGATCAAAAGGT CTTGGAATTGAATCTGT TGGAA
* * % * k k% * **x *% * * **k*k% * % %
AA- - - GGAGTTAAAT CGGAGCGAGT CGAAT TTGACAAGGTCACTTCT- - - TCAGTGAAGG
GATTCCATGTGATATCCAAACGTATTGACATTGCTGAACTCAATTCC: - - CTCATACATG
AATTOGGTACCAAATCTGT TAGGT TGACGT TTGATGATGT TAACGATAAATTGTTCATTG
* * k%% * * * % % * * % * *
TOGACTOCTCCAGTAAGCT TTTCTACAAGGAACAG: - - < - = == == - = - GAGGTGEOCGTG
ATAAATCATCCAACAAACTTTAC- ATGAAAACTAGTTTTACCACTTATGAAGTTGCAGTC
ATGATAAAACGOGAAAGCTTTTC: ATTAGGGACACA: - - - - - GAGCAGGAAATAGCGGTG
* ** **k*k*k * % * * % * ** %%
GI'GI'ACTATOGITOAGCATACGCTOCTAGTGAGFACAACCAT(I:AGATT(IITGGAAA(IIA
GTTTATTATCGAGT OGGT TATGCAT TGGATGATTACCCTTCTCAAGAAGCATGGGATATG
GTTTATTACAGAACGGGT TACACAACCACT GATTACACGT COGAAAAGGACT GGGAGECA
**x k% k% * * * % * *k*k K k% * % * k% %
CGOCTGCTACTTGAAACAACT AAAGOGGT CAAGT GOCOGT CCTTGCTGGTCCAACT GAGT
CGTTTAACTATTGAGAATACGT TGGCTATAAAATGOCCTTCTATTTCAACGCATTTAGCT
AGACTATTOCTCGAAAAAAGT TTOGCAAT AAAGGOCOCAGAT TTACTCACTCAATTATCT
* * * *% * * * % * k% * k% * * % * *
GGTGOCAAGAAAGT GCAACAACT TCTGACT GACOGGEOGGT GCTGCAGAAA: - - - TACGG
GGCTCGAAGAAAAT TCAACAAGTACT TGCTGAAAGT AATGCATTAGAAAGATTTTTAGAG
GOCTOCAAGAAAATTCAGCAAT TGT TGACAGATGAGBGOGT ATTAGGTAATACATCTCC
* % * *kkk*k*k * **k **k*k * * * k% * *
ATTTTTGG ACGAGGAAC- - TTCTCTCCA- - OGTTOGTGCGAATCTACCCACTGGATTCG
GGTGACGA- ATTACAAGCAGTACGTTCTA- - OCTTOGCTGATATGTATOCACTTGATGAT
GATGCTGAGAAAAAGAGT AGT TTGTTAAAAACT TTTGTCAAAATATATOCCT TGGATGAT
* * * * * * * * * k% * ** k% ** * * k%
AGOGAGCAGEGOCAGAT TGCAAAAAAGCTTGTGT TOGAGCAT TCGGAACGGTTTETGTTG
ACACCT OGAGGAAAGGAAGGT AT TAAACT CGCAT TOGAAAAACCOGAGGACTTTGTCTTA
ACGAAGCT TGRCAGGGAAGGCAAGAGGCT GGCAT TAAGT GAGCOCT CTAAATACGTGI TA
* * * % * * * * * % % * % * * * ** k%
AAGCOCCAGAGAGAAGEOGECCGAAACAATATCTACAAGCAGGACATTCCTGECTTTTTG
AAGCCTCAACGAGAGEGT GGT GGAAACAATACGT AT GGAAAAGACATCOCTGGT TTACTC
AAACCACAGCGEGAAGET GGOGGAAACAAT GTTTATAAAGAAAATATTCCTAATTTTTTG
** k% k% * k% k% k**k FAkXkXxkkkk * % * * ** **%x * % *
CGCAGCTTGGACGAGAAGGAAT GBGGAGOGTACAT TTTGATGRAGCTCATTGTTCCTG -
AGCAAAAT GCCTCAGGAAGAATGGGACT CTTACAT TTTAATGCGCTATATAAATGOOG: -
AAAGGT ATOGAAGAACGT CACT GGGATGCATATATTCTCATGGAGT TGATTGAACCAGAG
* * * *k k% * ** **k*k * *k*k * % * %
CTGT- TCACGACAACCACATTCT GAGGAAT GEOGAAGT TCTCGACGAGAGTATTGTGAGC
TTOCATCACAA- AACTATATTTTGAAGGGAGAAAGACCTGAAAAGT TTGATGTCGTCGAC
TTGAATGAAAAT AATATTATATTACGT GATAACAAAT CTTACAACGAACCAATCATCAGT

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

GAGCTGGGGATGI TTGECACGCT GCTCT TCAACGAGACAGACGECACGATCCTCCACAAT

GAAATTGGTATTTTAGGTACGATCGT TTGGAACAT CAAGACT GACGAAGT CGT TCAAAAT
GAACTAGGAATTTATGGTTGCGT TCTATTTAACGA- - - - - - CGAGCAAGTTTTATCGAAC
* % * k% *x%x * * % * * % * k% * * * * %

GACTATGCCGECTACCTGCT GCGGT CCAAAACT AGCACGT CCAACGAGEGAGEEGT TGCT
GGACAGTCGGGT TTCATTTGT CGTACCAAACCCAAAAAAACTAATGAAGGT GGTGT TGCA
GAATTTAGTGECTCATTACTAAGATCCAAATTTAATACT TCAAAT GAAGGT GGAGT GECG

* * k% % * * *kkk*k * * * k% k% **%k *k*k **k %%

GCTGEGT TTGECTGOGT GCGACAGT TTGTATCTACACGA- - - - - - - TTAGA-------- AG

ACAGCTATGCTTCTTTATCTAGTATTGAACTTTCTGA- - - - - - - ATAAATTTTGIGTAT

CIJKIBNTTCIIBNTGWTTTIFK)MSEATTATTCTTTACTAGGTGTACATGTACTATACACAT
* k% * * * * k% * * % * *

840
1065
801

881
1125
844

931
1185
903

991
1245
963

1045
1302
1023

1361
1076

1152
1421
1136

1212
1481
1196

1268
1541
1256

1323
1598
1316

1383
1658
1376

1443
1718
1436

1501
1776
1496

1560
1835
1556

1620
1895
1610

1680
1955
1670

1725
2008
1730
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AGAACATATCAAAACGACECG: - - - - - - GIGAAACGAG AGT- - ACCTCTCGTCGG - CA 1773

CAGTTACACCAGGTCAAAGGTATTTAATGTGAGACAAA- CGTGAAGATGTI TGATAA- - AA 2065

AGATGCCTAGGAAGATGATGCTAGAACT TGATTAACAATTAGT TAAGGAATATATAATCAC 1790
* * * % * * k% % * % * *

GTCGCCAT- TGGAATTGGT CTCECAT TCAACGOGCCAAT TEEOECGT GG - - - - - - - - - 1822

TTTTTGATCTGAAACACGT TGCTACTTCAAGATATCAATAGACATGATAGACAAGATCCG 2125

ACTTCTACATAAATTTGCTGITTTAGCSCTCATTCCTTCTTTCTTTCACCCTTTAGTAGCG 1850

* * * * * *

2. MultiplesCLUSTAL W (1.81) Teilsequenz-Aligment der g-Glutamylcysteinsynthetase von Pichia

angusta (Hansenula polymorpha) AF435121, Candida albicans AF176677.1, Saccharomyces cerevisiae

D90220 und Schizosaccharomyces pombe D55676. Farbig markiert sind konservierte Bereiche
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TTGAGTAATTTCATTTTATTAACACATGAATATTGGTCAATTGGAAAACAAAAAAATAGG 77
TGCGITATCGGEGT TCTTACTTTTACAGT GATCTTGCTCATCACGGAACTGTAACCAATCG 300
CAAAAAAAAGT AAACAAGGAAAAGAACT CACCTAGATTAGTAGGT GAGAATACCGAACTG 75

GGACCATACAGATAGT CCAAGAAAT GEGGAAAGAGAGCGATAGCGAGG GATAGEGAGAG 136
TAGCTGT TCACAACTATCT TCTGGTGAGGATTTACGGTATGATCATGCTGGTAAGCTTCG 360
GCTGCTATTATGSGTATTAGTAGCTTTGECTCAACTAATTTATAAGA: - - - - AATCAAAT 130

GCTCAAAAAAAATAATACTCATGT GECTAGTAACCAAATCTTTTCAAG - - - - - - ACAAG 189
TTACTCATGCTTTGGT TGECTTCTTGAAAGT GTCTAGI TCACTTTATGCCCGGT TATAAA 420
AATTTGATATTTCTATATTTTTTTCGT TAATATTTTGAATATTGIGI TTACACATATCCA 190

AAGAAGATTGTGTAGTGATCCAGTAGAATACATATATAATAA- - - TAATTTGITTGTGCT 246
CATAAACTTTCACAGGGT TCTCTTTGATCACCTCTTTGI TTAATCTTATGAATCCAAGSG 480
ATTAGTGI TTTGGGT TTTACGAAAGCGCAAGGAATTCGT TAAAGGTGTTTAATGCGTCAA 250

ATAGTGACAAT- ATAGCAATAGTAAAAAAAGAAAATAGT AAACT TGAATCAAATCTACCA 305
ATTTTATCGGT CAAAGGEGEGAAAT CAATGCGAAAGACAGT AATGATGAGAGAAAAACTCTC 540
CACTTCTGAGI TTACACTGT CAAGT TTCATGT CGT TAGAAGCGAGGAATATATTTTTCAC 310

ACTACTAGATAAAT- - AATTGATTCAATTGCTATGT GCGTATACAAGGEGAAGT TGTTAGC 363
CGTAACCACCAAGT TTGGT TCAGCGCGACGAGATTTTTATCGATTATCGAGAAAAATACC 600
AATGATTAGTAGCATAAAGCAAAATTAATAAGATCATGAATCTACAGAGGAATAAATACC 370

TGATTAT- - ACCACGATATGITTGT TGATTGTACTATTGIGI TATTTTTAATTGGTAGAA 421
TGTATATCTACATTTCTATGTCAGTGATATATACTTCTTAGATAAGT TATGCCACCAGTG 660
TGCTTGG - TTCACACGECATAAGT TTGT TACAATACTATATCAACGT TCAACCTCCAAA 428

ATCAGI TCCCGAAAAAGATTGGT TTATTCCGGTACGAG ACGGAAAGAGGGAGAAGGAGS 480
CATACGCTTACGCACACACACGTATTCTTGTGCACACG: CCTGTTACTTCTTGCAGACAT 719
TGCGECGGTAAATATCCGTAT TTGCGATACCGTACGAGGACTGTTAGTAATATAAGCGAA 488

GAAAGAAAAGATTTGCCATTG TGTTGRAAAGATTTTATTACCGTAGATTAATTGTGITG 539
CAGACATACTATTGTAATTCA- AAAAAAAAAAGCGAATCTTCCCATGCCTGI TGCTGCTC 778
GTAATTTTCGATGGTACATAGCTCACGTAATCATTTCCATATATGATTTTAATTCTCTTC 548

................. TCTAGA- - - - - - - ATCAGCCTCCACATA- - AGCCAGCGAGCAC 34
T----- AGTATTTTGATACCAGA- - - - - - - AGAATTTGACCAATA- - ATTTTGICCTTTT 585
T----- TGAATGECGACAGCCTATTGCCCCAGTGT TCCCTCAACA- - ACCTTGGTAGITG 831

ACTTAGATTATTTGAACAGT TACATTACAAACTACTGCCTTCAGTATCAAGTGGATGGAAG 608
* * *

*



Anhang B

Pi chi a angusta
C. al bi cans

S. cerevi si ae
S. ponbe

Pi chi a angusta
C. al bi cans

S. cerevi si ae
S. ponbe

Pi chi a angusta
C. al bi cans

S. cerevi si ae
S. ponbe

Pi chi a angusta
C. al bi cans

S. cerevi si ae
S. ponbe

Pi chi a angusta
C. al bi cans

S. cerevi si ae
S. ponbe

Pi chi a angusta
C. al bi cans

S. cerevi si ae
S. ponbe

Pi chi a angusta
C. al bi cans

S. cerevi si ae
S. ponbe

Pi chi a angusta
C. al bi cans

S. cerevi si ae
S. ponbe

Pi chi a angusta
C. al bi cans

S. cerevi si ae
S. ponbe

Pi chi a angusta
C. al bi cans

S. cerevi si ae
S. ponbe

Pi chi a angusta
C. al bi cans

S. cerevi si ae
S. ponbe

Pi chi a angusta
C. al bi cans

S. cerevi si ae
S. ponbe

Pi chi a angusta
C. al bi cans

S. cerevi si ae
S. ponbe

Pi chi a angusta
C. al bi cans

S. cerevi si ae
S. ponbe

GE3CG - - - CCTACGT- CTGCACAAGGTATCCTGCAGTCGTCGEG- CTGECAGTGT TACC
AATCCTTATCTTGIGT- TAAAATACTTTGICTTTTATTAAGAGAG GAAACAATTTTACT
GAGCGCAA- TTAGCGTATCCTGTACCATACTAATTCTCTTCTGCC- CAACGACGECTGECC
AAACCT GGAATTGAAGT GTGCAAACCT TACTAAACCGT TACTGCTTCAAACT TTTGTACT

* * * * * * %
(¢ o (R TGTCTGCAAG TT- - - - GBAGCOCA - - = - <= == === = o - - -
GTAT- -« camem - TATATCTATT- TTCTATAAAACTCATCAATAGTGAA: - - - - - - -
.y P PR AGTCAGCATG GOGCGCACGTGACTACAACTGTGRG: - - - - - - -
ATTTGTAAGATTACAATGGGTTTATTAGTACTCGGGACT CCTTTAGATTGGOCAGAATCT
* * *
- GAACAAGCT CGGATCCTGOCTCCAGCGT - - - - - AAATTGGTC- T- COGGGAAGTAACGA

AGNGTAATATGTTAACCTCTCTCTACAAATAACAAAATTGCTC- CACTATAAAGTTCAAT
TGGAAACCTTTTOGT CCTOCOOGGT TTTTCAGT GAGCOGACTC- TACTACAATGCTTTTT
AAAAAATATTGTGATTATGTCOGT GAAAAT GGTATAATGGTACGT GTCATTAGTAATGAA
* * * * * *
TAGACATGG - CAGGTAGCAA- - AAAAAAAAAAAAT GGAGOGGAAAAAATTGTACAGATC
TCAATTTAATTCAGCTCACAACCAAACGT ATGTATACTTGTTGATTGAATTGT- - - GACA
CATTTTTCACTCAG - - - - - - - - AAAAACCTGCAAT- TTGOCAAATTGRCCATGCTCTGT
CAGCTAGTGGGCAT TTGACATCTGAGT GCAT TGATTATTTCGAAAGCAAAATAGACGAGC
* % * * *
AGACGCGT CGATOGACGOCCACT OGCT GATAACCAAGCACOGCATGTAGT CA- - - - - - - -
AAACTATTTGGCAGATGCT- GCTTACAAATCCACTTGCATCACATTTAATAAAATTTCTT
GOCTCOCTTGACAAAGGACATCTTOCCTGTTTATAAACGGCG: GCTTACCAAAAGTTGAA
ATAACAATAAATGCTTCATTTCTTTTCGATCCTTCTTCACCTCTGATTTGGATGTTTTGT
* * % * * * * *
- - - - TTATTTGCTTGATCACOCGAAAT CAAGT GAGT GTACGACAACTACCCAAACATGTG
TTTTTTTTTTTTITGCTTCTTCTTCTTCATCTTCTTTCATTATATATATATATATCCACA
GCTTGTTCTTGOCTCTTATGAGT GGAGCAATCGATTATATTGAATOGTTGTGCTGGAGTA
ATTTTTTTAATATGTCAAATAGT TTTGCAGT TGTTTATACTGTGATTGTTCAACTTTATG
* * % * *
GACAGOGGEOCA- OCOGOG- CCTGAATGOGGATTTGTTAGOCGACT- - TTAAAAATGCAGC
GTTGAAAGTTAATCTTCT- AATTGATACTTACTTCTTT- CTTCOG - TOCCTTTCATCCT
GTTGGATCTTTCCACGT GGTCTOGAGT CACT TGTAGAAGCTGAAAA- TTGAGCAGATTTA
A- - AATTGTTGAAATTTTTTACGATCGCTTGTTAGCTAACTTTTTTATCTTTAGCAATTT
* * *
ATTCGCTTGTACGT GCTGACAAATAATTGAGAAAGGAAAA- ACTTTCCT- - GAAAAACCT
ATTCACTCTTTG - TCTTTTAAATATTCAAGAAAATAATTCAAAAAGAG - GAACCACTG
GTATAGGGCTAG: - ATTGTAGGGTGGTTTAGAGTATCGAAAATATACAT- - ATAGAAGAA
TTGCACATGTATG: ATACTTATATATCTAAAAAGCAAGATGTTCTACT TTGGEGGEGGACGA
* * * * % *
TATCOGACCATGGGTCTGCTCTCTCTGRGT- ACGOCTCTACATTGGAACGACTCCOGTCTC
TATT- ATCATGGGTCTTTTATCTATTGGT- ACACCTTTAAGT TGGGATGAATCGAAAAAG
TAAA- - - - ATGGGACTCTTAGCTTTGGGEC- ACGOCT TTGCAGTGGT TTGAGTCTAGGACG
AATTGAATGTATAGTTG TGTCTATGGATGATAAGAGTAAAAAGGCGOGAGT- GAGTCTC
* * * * ** * * * * * % ** *
TATGCTGATCATGT GOGCACAAACGGT ATCATTCAGCTGATAAACT GTTTCAACGOGGCA
TATAATAATCATGTTAGAACCAATGGGATAACTCAATTGATTAACATTTTCAA- ACAACA
TACAATGAACACAT AAGEGAT GAAGGT ATCGAGCAGT TGTTGTATATTTTCCAAGCTGC-
CGTCAGGAAGATATTT- - - TGAACGOOCTOGGTAAATATGAGGAGACATTTAG - - - GCA
* * * L * * * * % *
CGAG- ACOGCAAGAATG- ACOCGTTTTTGTGGGGAGACGAAGT GG - - - - AATATATGCT
TGGATATCGTGAAAATG: ATGTATTTTTATGGGGAGATGAAGTTG - - - - AATATATGTT
TGGTAAAAGAGACAATG ACCCTCTTTTTTGEGGAGACGAGCTTG - - - - AGTACATGGT
TGTAGATTTTGGACCTGTATATGOCGCT TTGAGGAATGAAACCT GCOCAAAGAATATAGA
* * ** * * k% *k*% * * * * k%
GGTGAAGCT- - - GGACAGGGAGCACAAAGT TGCTCGT CTTGOCATCAACA: AGGACCATC
AGTTGATTT- - - TGATGAAACCAAAAAAACTGCTAGATTATCAATTGATA- AAGATTATA
TGTAGATTT- - - TGATGATAAGGAGAGAAATTCTATGCTCGACGT TTGOC- ATGACAAGA
CGCCATTTTATCTGAAGT GGCTAAAAACCOGGCT GATTATGT CGAACGCATAGGAGGAAA
* * * % * % * % * k% *
TTTTGAAAGACCTTG GOGAGAATGGCTCATCOCTTOGAGGT GBCGGTCAGTAATAATG -
TTATTAATGATTTAA- ATGACCCTGATAAATTATTGCCAATAGCTGAAAAACAAGATG -

TACTCACTGAGCTTA- ATATGGAGGATTCGTCCCTTTGTGAGEG- - - - - - TAACGATG -
TTCAAACAAAGATACTATAGAAAT TACGAGT TCCACCAAACCACAT GCGCAGAACGCGEGET
* * * * * * * *

- - TGGTGT TCCACCCCGAGT ACGECAGATACATGATAGAAGCAACT CCGCTCCGECCCTA
- - TTAGTTATCATCCAGAATAT GGTAGAT TTAT GGTAGAAGCAACCCCGGECAAAACCATA
- - TGAGT TTTCACCCT GAGTATGEOCGGTATAT GT TAGAGECAACACCAGCTTCTCCATA
CCCTACTTTCCATCCAGAATATGGTCGT TATATGI TGGAAAGTACACCAGGT GCGCCTTA

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

88

643
889
668

682
927
728

163
741
986
788

219
798
1036
848

271
857
1095
908

327
917
1155
968

383
973
1214
1026

440

1029
1270
1085

499

1087
1325
1143

559

1146
1384
1196

612

1200
1438
1256

668

1256
1494
1316

725

1313
1545
1376

783

1371
1603
1436
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G ----m-- ATGGGACGAAA- GTGGAAG - AGTTTGAATA- - - - - - - - - - TGTTGAGCA 822
TA-------- ATGGGAATTTA- TTACTGG - ATTATTTATA- - = - - = - - - - TATTGAAAA 1410
TTTGAATTACGT GEGTAGT TACGT TGAGGT TAACATGCAAAAAAGACGTGOCATTGCAGA 1663
TG --mnn-- GTTCCACTTTA- - - - AAGG- - ATTTTACTTT- - - = - - - - - TGTAGAGTA 1472
* * * * * * % *
TAACATGAGAACTAGA: - - - CGGCAGATTGC- CACACAGGAGCTTG - - - - GAGAAGAAG 872
AAATATGATAATTCGA: - - - OGTCA- ATTAT- GTGAAGATAATTT- - - - - - - ACCTTCTC 1457
ATATAAGCTATCTGAATAT GOGAGACAAGATAGTAAAAATAACTTGCATGTGEGCTCCAG 1723
CAATATGCGATTAAGA- - - - AGAAAAATTAT- - TGAAAACCATTT- - - - - - - ACTACCCA 1519
* % % * * * * % * * %
ATATGTTGCCATTGACACTCACTTCTTTTCOGOGAATGGECGT TGAGATTTTTACA: - - - 928
ATATCAAATTATTAACATTGACTACATTCOCAAGAATGGGATGTAATATTTTTACT- - - - 1513

GTCTGTC- CCTTTGACGCTGACTGTCT TCOOGAGGAT GEGATGCOOCGACT TTATTAACA 1782
ATGAGCTACCTTTAACAATTACTAATTTCTTTOGTCTTGGAACACCAGGCTTTACG - - - 1575
* ** k% * k%% * * * * k% * k k%
- TATCOGGO0G00GAGOC- TAACGGT GAAGOGTCCAAGT CTCTCTTCCTTOCGGACGAGA 986
- TCACCACCATCAAAACC- TGATGGTATTGCATCACAATCATTATTTTTACCTGATGAAA 1571
TTAAGGATOCGT GGAAT CATAAAAATGOCGCT TOCAGGTCTCTGTTTTTACCCGATGAAG 1842
- GATCCAGAAGTOGAAGC- CAATGGTGCAATTTOGOGATCTTTTTTCTTACOGGACGATG 1633
* * * * * % * % * * % * k% *%k k%
TCATCAACOGOCACT TOCGTTTTCOCAACGCT GACAGCCAACATTOGT CGCAGAAGGGACC 1046
TCATAAATOGT CATGCTAGAT TOOCAACT TTAACGGCCAATATTAGGAAAAGAAAGGGTC 1631
TCATTAACAGACATGTCAGGT TTCCTAACT TGACAGCAT CCATCAGGACCAGGOGTGGTG 1902
TTATCAACACACATGTTCGTTTCOCGACCT TGACTGCTAATATTOGT CAAAGGCGCGEGA 1693
* k% k% * % * *%* **x % * k% k% * % * * * *
AGAAGGT GAGTATCAACATCOCTCT GTACAAAGACGAGAAAACT GTGGCTTCAGGAATTG 1106
ATAAAGT GGCAATTAATTTACCAATTTATCCTGATAAATCCACTAAACTTTTAGA: - - TG 1688
AAAAAGTTTGCATGAAT GTTCOCAT GTATAAAGATATAGCTACTCCAGAAACGEA: - - TG 1959
GAAAAGT GBOCATGAATGTTOCGAT TTTCTTCGATAAAAATACAATTAAACCATTTCACG 1753
**x k% * % k% * * % * % * % * % *
ATOCGTCCATTCCTCGAAGGAACT TGTTCOOGCAT CACGACGAAGAACCATTTTTGEGREG 1166
ATACG: - - ATACCTCAAAATCGT GAATTATTTGATAGT GATAAAGAACCTTGGATAGGTG 1745
ACTCC- - - ATCTACGATCGAGATTGGTTTTTACCAGAAGACAAAGAGGEOGAAACTGG - - 2013
ATOCTACCGTTCCTTGGGATAGAAAT TTGT TTOCT GAAGAT GCAAATGCACGAGATGGTG 1813
* * * * * * % * % * *
COGCCAAGAAGGGCTACAT AT ACATGEACTCGATGEECTTTEEEATEEECT CGTOGTGIC 1226
CTTOCAAACCAGGGTTTATATATATGGAT TCTATGEGAT T TGGAATGEEGTCAAGTTGTT 1805
CTTOCAAACOGGGT TTCATTTATATGGAT TOCATGEGT TTTGECATGEECTGTTOGTGCT 2073
CAGOGTTAGACAATCATATTTACATGGACAGTATGEGT TTCEGTATGEEATGCTGTTGTC 1873
* * **x k% kkkkk khkkkk *k *k *kkkk X * %
TGCAAGT AACGAT GCAGBOCOCAGAT GTGGCT CATGCTAGATTOCTGTACGACTCTCTGGS 1286
TACAAATCACCATGCAAACGAAAAACAT TAGT CAAGCACGT TATTTATATGATAGT TTAG 1865
TACAAGTGACCT TTCAGGECACCCAATATCAACAAGGCACGT TACCTGTACGATGCATTAG 2133
TACAAATTACATTCCAAGCTAAAAGT TGTGATGAAGCTAGACTTTTATACGATCAGTTGA 1933

X kkk Kk Kk X kk K * k% * kk k* *
TCAACATCGCTCCATTGATGCCTGECTGT GACAGCTGCGECTCCGATTTTCCGEEECCATC 1346
CACCAATTGCCCCCATAATGI TGAGI TTATCAGCGGECAGCACCAATTTTTAAAGGATTTT 1925

TGAATTTTGCACCTATAATGCTAGCCT TCTCTGOCGCTGOGCCTGCTTTTAAAGGT TGEC 2193
CTCCTATTACCCCCTTGATGCTGGECATTATCTGCCGGAACT CCAGCATTTCGAGECTATT 1993
* * k% * kk*x % * * k% X% * k% * % * %
TTGCTGATCACGACGT TAGATCGAATGI GAT TGOCBCAGCAGT TGATGATCEGACCCCGT 1406
TAGTTGATCAAGATGI TAGATCGAATGI TGT TAGTGGIGCCGET TGATGATCGTACATTTA 1985
TAGCCGACCAAGATGI TCGI TCGAATGI GATAT CTGGT GCEGT GGACGACCGTACT CCCGA 2253
TGCECTGATCAAGAT TGTAGATCGAATGI GAT TGCTGGICCTGICCATGATCGAACE: - - - 2049

* % ** *%x k% * * *kkkkkk*k * * *%* k% k% k(% ** **%

ATGAGOGOGGAGA: - = =< === - = - - GOCGOCATT- - - - - GAAGGGTCA- - - - - - - - - - 1437
TTGAAAAGGGACAAGAACCTTATTCTGGTTATCATTTATTTGGAGGATTAGATATTGATG 2045
AGGAAAGAGGTGT TG - - - - - = - - - - GOCATTACTACCCAAATACAACA: - - - - - - - - - 2292

----------------------------- CAAAGAGA- - - - - GAGGGAACACTTTGGAC: 1462
CTCAAGAT AAATTGAGAATTAATAATCATCAAATAAATCAACAAGGGGATTTATTGGATT 2105
----------------------------- AGAACGGATTTG GAGGCATTGOCAAAGACG 2322

----------------------------------------------------- GAGEAA- 2055
* %

- - - ACAGCAGAGCTTGTGOGG - - - < - - = - - - ATACCAAAGTCACGGTATGACTOGGTGG 1508

TATATACTAAAGATGGTAAACCAAT TCAAAGAGT TCCTCAATCAAGATATGATTCAATTG 2165

TACAAGATAAAGTOCTTGAA: - - = = = = == = - - ATACCAAAGTCAAGATATAGTTCGGTTG 2370

- - - GAAATGAAAACTGTG = - - == === === === - - CCAAAATCAAGGTATGATTCTGTTG 2095

* * * % * kk*k * k%% * % * %
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ACCAGTACCT GGEGTGACT TGGAT TCTTCOGGCAGATTCTCCTATTTCAGAAAAGAGTACA 1568
ATAATTATTTAAATGAT- - - AATTATTATGATACAAAAT- - - ATTTCCAAGATGAATATA 2219
ATCTTTTCTTGGGTGGGTOGAAAT TTTTCAATAGGACT TATAACGACACAAATGTACCTA 2430
N CTTATATATCTCGAATGACA- - AGOGCAATTT- - - < - - - - - - ACOGGCATATA 2137
* * * * * * * *
ATGACAT CGAAT CTCOGAAAAATAGCAAGGT TTACGAAAAACTTGTTTCCAATGS - - GT 1625
ATGATCTTAATGCACCAATAAATGAACAAGT TTATCAACGATTAATTGATGAAGGTAAAC 2279
TTAAT- - - GAA- - - - - AAAGTATTAGGACGACTACTAGAGAATGAT- - - - AAGGOGOCAC 2478
ATGACGT COCGGTOGT TATAAATCAAGATTGCTACGATAAGCTAATA: - - AAAGATTGCA 2194
* % * * % * * % * * * * %
TTGACGAAACACT GROGGGECCAT TTOGCACACCT GTTCATCOGGGACCCTATCGTCATTT 1685
TCGACAAGTATATGGOCAATCATTTTGCTCATTTATTTATTCGTGATCCATTAGTCATTT 2339
TGGACTATGATCTTGCTAAACAT TTTGOGCAT CTCTACATAAGAGATCCAGTATCTACAT 2538
TTGATGAAAGAT TGGCTAAGCACATGGCTCACATATTCTCTCGTGATCCTTTGGTTATTT 2254
* k% * * k% * % * k% k% * % * ** * % * * *
TCACOGAAT CCATAGAGCAGGACAACACOGT CGAGACCGACCAT TTCGAAAACATCCAGT 1745
TCAGTGAAAGAATAAAT CAAGATAATAATTTAGAAAATGATCATTTTGAAAATATTCAAA 2399
TCGAAGAACTGTTGAAT CAGGACAACAAAACGT CTTCAAATCACTTTGAAAACATCCAAA 2598
TCAGTGACAGCATTTTACAAGACAACAGT GTATCCAATGCTCATTTTGAGAACCTAAACT 2314
* % * % * **x X%k **x % % X%k **x k% * *
CTACAAACTGECAGACACTGOGT TTEAAGBETOEAAAACAGTCTGCTG - - - TGOOGGAA 1801
GTACAAATTIGECAAACT TTACGAT T TAAACCTOCAGCATTATATACTAAAGATACTGATT 2459
GTACAAATTGBCAGACAT TACGT T T TAAACCOCCCACACAACAAGCAA: - - - CCOCGGAC 2654
CAACTAACTIGECAATCTATGOGCT T TAAACCTOCT CCACCAGGTAGTG: - - - < - - < - - - - 2362
** ** *kkk*k * * ** ** **k **k k% *
AGGCACGATGTTCOGGEGT GRAGAGT TGAGCTCOGGOCAATGGAAATTTCCTTGACAGAT 1861
TGAC- TACTAAACCAGGT TGGAGAGT TGAATTTAGACCCATGGAAATTCAATTGACGGAT 2518
AAAAAGGATTCTCCT GGT TGGAGAGT GGAAT TCAGACCATTTGAAGTGCAACTATTAGAT 2714
---------- ATATTGGTTGGOGTGTAGAATTTAGATCAATGGAAATTCAAATAACTGAT 2412
**k *k* * Kk **% * * * * k*x*%x % * * % %
T TOCAAAACEETEOGTATEEAAACT TTTOC- GTOCTGCTCTOGCTAGCGGTGCTCAAATA 1920
TTTGAAAATGOGECTTATTCATCATTTATA- ACTTTATTATCTAAAGCAATTTTGAAATT 2577
TTTGAGAACGCTGOGTAT TCOGT GCTCATATACT TGATTGTOGATAGCATTTTGACCTTT 2774
TTTGAAAATGOGECATATTCAATTTTTGT T- GTGATGCTTTCTOGTGCAATTCTATCCTT 2471
*%k k% k%% k% ** **k*k * * * k% * % * *
TAGACCAA: - - - - ACTTCTACCTOCCTATTTOGTATGT GGAGGCTAATATGAAGACGECG 1975
TCAACCAA: - - - - ATTTTTATATOCCATTACTGAAAGTAGAAATTAATATGAAATTGGCT 2632
TCOGATAATATTAACGCATATATTCATATGTCCAAAGTATGGGAAAATATGAAGATAGCC 2834
CAATTTGA: - - - - ATCTGTACATGCOGATATOGCTAGT GGATGAAAACATGAAAGCTGCT 2526
* * * % L * * % *% K*kkk*k * %
CATCGOOGGAAT GCCATAGT GGAGCAGACATTOCACT TCOGAACCAATGTGTGEGAGECA 2035
CATAAAGTTGATTCAACTTTAAAAGATAAATTTTGGTTTAGATG: - - - - - ATTTGAATTA 2686
CATCACAGAGATGCTATCCTATTTGAAAAATTTCATTGGAAAAA: - - - - - - ATCATTTCG 2887
CATGCTOGTGATGCCATTCATCGTAAAAAGT TTTGGTTCOGT TG - - - - - - - - CAATCCA 2577
* % % ** * % * % * % *
GGAGAGGCAATTGT GGAGCAGCT GAGT CTTGAAGAGGT TTTCCACGGATCOGGCTCTTTC 2095
TGGAA- - - - - - TATTGATCCACAAGAATTTGATGA: - - - - - TTATGGATTTGAATGGTTT 2734
CAACGA:- - - - - CACCGATG - - TGGAAACTGAAGA- - - TTATTCTATAAGOGAGATTTTC 2936
TTeememem - TCCTGACG - - CAAGTACTGATGA: - - - - - - - - TGAATCTGGTCAGTTC 2616
* % * k% k% * * * %
GAGGGACTTCTATCTCTAGT TTACCGATACATCAAAGAGACATGAGGAGAACCTCTTCCC 2155
GACCAATTT- - ATTAATGGTA- ACCAACA- ACAAAATGGTCACGTGAACAA. - - - - TAAC 2785

CATAATCCA- - GAGAATGGTATATTTCC- - - TCAATTTGI TACGCCAATG: - - - - - CTAT 2985
CGICAACTT- - ACAATTGACGAGI TATTT- - AATGGTGAGCACCGTGAAAACGGATTCCC 2672
* * *

GCAAAGCTTGAGECGT ACCT CAAGCTGGTGAGCT TTAGAGCTTCGECAAAAATCCCATCC 2215
AATAACAATGACAAGAAAACCAAA- - AATGATCC- - - AATAATTGITAATGGTTCTACTA 2840
GOCAAAAAGCGTTTGTAACCAAAG: - ATTGGA- - - - - AAGAATTAA- AGCATTCTTCCAA 3037
AGGTTTAATTACCATTGT TCGAAGCTATTTATACTCTTGTAATCCT- GATGCCAAAACTA 2731
* % * *
ACAGCGCAATACATACGCGAATTTTGT CGTGAGT CATCCAGATTACAAGAAGGACAGTATT 2275
CTACTACTAATGGTACAAATAGT GECAGTGGTATAACGGAA- - ACAAATGGTACAATGIT 2898
ACACGAGAGACTATACTATTATTTAAAGCTAATTTCTGATAGAGCAAGCGGTGAATTGCC 3097
TTTGCCTAATTGAACGT TATATTCGC- - CTAATTTCTCAAAGAGCAAATGECCAATCCTT 2789
* * * %% * *
GTCAGCGACCAAAT AAACT ACGACCT GCTGGAGATGECGECCAAACT GTCCACATACGAT 2335
ACCTAAAGGATGT GAAGGT AAGACA- GTGGAAGAGATTAATGATGT TGATGATA- ATGGT 2956
AACAACAGCAAAATTCTTTAGAAATTTTGTACTACAACATCCAGATTACAAACATGATTC 3157
GACTGCTGCTTCGT GGATACGCAATTTCATTACAACTCATCCTTCTTATAAGCAAGACAG 2849

* * * * *
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CACGCECCTGGTGACTGACT TCT TCGEECCCGAACT GEGTCAATGGT TAATTGATAATGGT 2395
- ATTGATCAAAGGTATACTATTTGTCAATTGATTAATGGTAGT GECGAATTCCCTGGTTT 3015
AAAAATTTCAAAGTCGATCAATTATGATTTGCTTTCTACGTGTGATAGACTTACC- CATT 3216
CGTIGGTCAACGACGAAATTAATTATGATTTAATTAGAAGAATAGCAAAAATTGTAGATGG 2909
* * % * * %
TACTAGATAAAAAACATAAACCATACAGCTGCGCAAACCTAGTI TCTCGTTTTCCCTTTCG 2455
TATTAAATTAGIGAT- TAAATTG ATTGC- - CACTGATTTGGTAC- CACAAGCATTAAAC 3070
TAGACGATTCAAAAGGTGAATTG - --- - - - - ACATCCTTTTTAGGAGCTGAAATTGCAG 3267
CGACTACGACGATACGT TACTTGGAAA. - - - - ATCCTCATAATGCAGATGAATTCTGAGT 2964
* * % * * *
GACTCAGACTGAGAGT CGAAGSCT TCCTTGTGGACT TCCTCCTGAGCCTTAGCTGGTCTC 2515
AATTCA- ACT- ATATCTAAAGAACAATTGATTGAGAAT- TGATAAGGTTAAG - - ATCTT 3124
AATATG - - TAAAAAAAAATAAGCCTTCAATAGAAAGE - - - - AAATGITAA- - - ACTCC 3316
GGAATA- - - - TATATAAGATTTTTTTCTACTTAATAAG: - - - - ATATCTAAA- - - - ATTT 3011
* % * * * * %
TTGIGCTTCTGTCTGCGTCCCTTCTCGACCTTCTCGACCTTCTCTTCCTCGTCCTTTGEC 2575
ATTTATATTTACTTGCAACAAGAGCCAA- - - TGEEGAAATACCAACCACGECACATTGEG 3181
TTTTACTTCGGT TGTGAAAGAAAGT TGACATTATCGATTTGGGTGACACGGTG ATTGAA 3375
TGGTAATTTAAATTCCTTTGCAATTCAGTATTACAAGTGTAGT TCTTTGECAACTGAGAC 3071
* * * * *
TCCTCGTCTTTTGECTCCTTCTCCAACTTCTCCTTCGAATCTTCCTTAAGGTGCTTGICC 2635
TAAGAAATAAAGTATTACAACATCAAGAT- - - - TATAAACAAGATTCAAAGTATCAGAAA 3237
AAAGCAACGACCAG TATTATACCTCTTTTTTTTATTATTCAGITT- - - - ATATTTTTGC 3430
TTCCCATTGATTCCTTTCATTAAGTGAATA- CTCATTATTTAATTA- - - - GTGCTAATAT 3126
* * * *
TGITTCGTCTTGGAGAACTCGCCTCCCTTGTGECCCTTCAACTTCATTCCCTTATGATGT 2695
AAGTAACATTTG - - AATTTGATTGA- - TGATTCAATAAAAATCACCGTAATTAAAAGAT 3292
AAGTGATCTTAAGCATTTCTACACAAACT TATGCCAACGTGACCATTTATTATTTTATAT 3490
ATATTCAGTAAC- - - TACATAGTTGATTTTCTGTATTGCCCCACCCTTCCCTATTGITAT 3183
* * *
GGICTGTCGTGAGCCTTGTGCTCCTCGATTTCAAACTCGTGI TCGGTCTCTC TGAGITC 2754
AGACAATTGATAGA- - - AGGATTTTTGSGTGCTGACAT- TACTGAGTATTTAATGGGATC 3348

AGCAAAAAAAAATG - - AGEGEECCTTG - - CAGAACAATTGI TGCGAGTTTG - - - - - TA 3538
GIGTATACGCAGGT - - - AGGGTGAGCGAACGCAA- - - TGCATGCACCCTTTTAAGAGTCC 3237
* * * %

ACCTTCAGCACCCTTGATGCTCTTGTGROOCT TGTGCATCTCGTGAGCCTTCAG: - CATG 2812
AAAATAAACA: - ATTAATAATTAATCGGATTTATCTTATCTTATCTTATATTAA- - ATTA 3404
ATAACAAGCA- - - CGTAGAATATTGGCCATTTAATTTTTCTCTTCAATTTATAG - AATG 3593
GOGCTACGCAT- TTTAACTGOCTTTTGCTGTAATGGECTCCACGT TCTTCOGCAGTACATG 3296
* % * * * * *
COGOCCTTCTTGTCCATCTTGCAGT CCTTGAATGGCTTGACCT - - CATCTTCCATG: - TC 2868
TATTATATTATTACTGTATTAATATCATTTTTTTATTTGATTTTCCATTTGITAGTAACT 3464
GTTGTGTTAGTGACAAAAAGAATATTCTTCOCOGOCAGGACTCG: AACCTGGAATC: - - - 3648
TTGOOGTTTATTCTGGGGT TGAAGTCTATGAATGCTTT- ATTAAAGGTGTCTCTGT- - - - 3351
* * * * * *
GTGCATGOCT TOGAAT OCOGGT GGAGGEOGGT GTGCTOCGT GGAAT COGTGRRCATGTGG 2928
TTTAATGTATATGAATTCATCATGTAATTATTGAGOCACCCAAAAGCAGCCTTGTTGRAG 3524
- TCCTGGTTOGTAGOCAGACGCOGT GACCAT TGBGOCACGAGGAA: - - - CAAGAATATAA 3703
- - - GATGOGCAGACGCOGOGAT TCCTGGT TGAATGCTACACAAAT- - - - CTTGAAAGTGG 3404
* * % * *
GTGGTGTGGATGGGTCAAG: GACTTGACA- COGTGGACAACOGGACCGGACTGCAAAACC 2986
TTAATATTGGTGATACAGGTGATACAATA- CTGTAGCAAAGTTGTCTAAGOCGCATAA- - 3581
A- GATCTCTGAGGGECAAGGTATGOCTATG TOGCAATAAAATGTTTGTTOCTGOGCAA- - 3759
CTGACTTTGACAAACCACAAAGGACAAGEGT TTTAGAAAGACAAGTACAGATTGGTGS - 3462
* * * *
AGACAGGCAACGAAGAACAAAAACACT CCCAAGCOGAGT TTGGCAATCTTTTTGTTGGTC 3046
----------- GTATAATAGAAACATTGCCTCACTACTATTAATAATACAAGGGCTACCC 3630
--------------- AAGTAAAGTTCTATTAATATACAACTACACAGTTATOGGTT- - CA 3802
--------------- GCATGAAAAAGTACAAGGT GGATATGGAAAATATCAGGGTAAGTT 3507
* % * * *
TCATATCTGCTCTTGATCTTGTAGAGT TTCTOGACCT OCTCGOGAGECAAAGTGACGTCG 3106
TTCTAT- TGGTGTTAATCAACTAAAAGAT- - CATTGTCCTATTGATOGTATTTGACATTG 3687
CACTATTCGATAGTTGTAAAAACCATTTTGATAAAGATATAACAAGES- GTTTATTAAGG 3861
GTCTAC- TGTTACGOGTTGTGACATGATTTGCTATCTTTGAACAACGOGAACAATTGAGT 3566

* % * % * * *
GTGTATTCTGECAATTCTGI TTTAGAAGACATGGT TAACAACAAGGAAAAATTGCACGCT 3166
ATTGATTT----- GITGCAACCAAAATTCTATGCTTA- - - - TAAGAAAAGACAACCAGCT 3738

ACATTTTT- - - - GCTACAAGTCGTGAAGTATTGATTG - - - TAGGCGATCGTTGGTAACT 3913
GITTACTA----- AGCCAAATCGAGGTATTTTAATACCTTTTTGTATTAAATATCT- - CT 3619

* * * * %
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ATATAAATATCA- CTOGATAAGCCACCAAACTAAGCATATTCCAAAACGGEGCTTCOCAAA 3225
TTAGTATTGTAAACACGAAAAACTAA- AAACAGGTOGTGTCG: - - - ATGTACTT- - GAAA 3791
TTCTOCATATOGGAATATTCAATATTGAACT CACCOCTOCCTTGCGATAAGCTCC: TTAG 3972
ATGGACGOGTOCTCTAAATGATTGACGGTATTAACCAAACTAT- - - AGGAACTT- - GGGT 3674
* * * * * * %
CGCATTTGAATCACOGAATAAAAT TTTTGECAAAGOCOGAT GACATAATATTACAATCOG 3285
TATATATGCA:- - - - GGCACAAGAATTCAGGTGA- - - CCATT- - TTTTTTCTTTTAATTGG 3842
CTTATTGGTG - - - TAGGTGGTAATTTCOCTTAGTGGCACT- - TTOGCTTTTATAATTTT 4026

TOCATTTCAGOGTGBAGTCGAG: - - = - = == == === == == == === cc oz oz ommocoo oo 3696
* %

AGGCTGACAAACGOGCT TGGRCAAGBCAGGAGSGT TCGGATGGGACCTAAGCAAGTGTGTG 3345

TGGTG - --=-=---- CTGGTGGT GGAGT GBGGT GGAGGTAGAAAAAAAGAGEG - - - - - 3885

TTTTACATTAGAA. - - CTGGT- - CTCTTGAGTGTTTTTTTTATCTTTGGTTGOGTGT- - - 4078

AGCGCCTCATAGGECTATCACCGATAAGT CTTCGT CCAATCGCACATCTGAGCATTTTCA 3405
----------- AAACTACTACCGT TAAAATCCTGGTATTTTGTAAGTAGTAGCAACAACT 3934
---------- AGGGTTGTAACAGEC- - - ATCAGAGGGAATATATATCCTATTGCTGITCTC 4125

GAAGTAAGCTGCTGTGACACTGTGTGACTACTTGACTATTTGACT TGGGTACAAG- GCCC 3464
GGAAGAA------- TAATA- - - - ATAATAATAAGGT GACT CAGCAAAAATAGAATCGGTA 3983
TCRAGAA- - ----- TTACAA- - - GTGGATGCGCCAGAATTTGACACGCTTG - ATTCGIC 4173

CTAAACTAAGTAAGCA- GCAGTCTTCCAGACTCCTTTCTGCATATAGECAAT- - - CTTAT 3520
CTAAATTAAGAGTIGT TTACATTTCTCCGTAATA- - TTGGTCATTCAAAAAAT- - - CCTAC 4038
TTCAATAGACAGAATTTGAGCCTTTCTTGCTCCTGT TAGATCTTGTAACACCGTACCAAC 4233

ACGAAACTAGCACACTTTTTTGCATATATGGT TGGTGTACAGATGTCGAATATTATTTTT 3580
AATAAATTTAAACGT TGATATTAAGTGAACTTTCGTCTTTA- ATACTAACTAATAAAACA 4097
ATCAGATTGAGEGATTGI T- - - AGATCAAGATTCATGATGGGT TCCAGAAGGTTCTATTT 4290

CAAGATTTTTCCCCAGT CGATTGACTTTCCTTATGTATCGACCCTCAACTGGTCTGCTCA 3640
AACTACAATAGAAAAGT GTAGAGAAACAATATAAGTAATTATTAG AAAAAAAGAGTAAA 4156
TTCAGGTTTTAAGTCATTGAGAG: CTTTAAAAATTAAGI TTCTAGTAATTTTTAAGATTT 4349

ATCAGCGT TCAGTGCCGT TATTTGCCCCTCGCTTTTAT TCATCAGCT TGCAGAAAATATG 3700
AATGAAACACAAAAGAATTAAGT GAGT GAGT GAGT GAGTGAGTGAGCTGGATGGAACA- - 4214
CTTGTGGAGT TTCAATATCAGGT GGGACTGACCAATCGCTATTGATTTTGATGGAGCATG 4409

GGACAGCGAC- ACAGCAAAATCOGGAT TTTCTTTCOCCACCAGAACCT CAAAATTGGTAC 3759
GGACGACGACGACGACGACGATGGAAAAACT TTTTAATTTTTTATTTTTTGGTATCTTAT 4274
G m i m e 4410

GCACTTCTAACCAAACCACCT TCCCAAAATAAACATCGCT TAGCCAATTTCCAAAAGGAG 3819
ACACTACTAACTAATTAACTAGEC:- - - AATTTCACATAACTGAAAAAAGAAGAAAGACAAA 4331
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3. Teilsequenz der Glutathionsynthetase von Heliscus lugdunensis Slamm H4-2-4 (785 Basenpaar €)

(AY 297429) und davon abgeleitete Aminosaur esequenz

785 Basenpaare

TTATTGITTC
TCAAGCGCCT
GIAAACGTGC
GCTGATGGAA
GCGAGCTGGG
GCGTCCCAAG
ACGGCAACTT
GGAGGTGCTT
ATGGAGGECG
CGCCGCCCTG
CCGCATGGTAA
AGATCCAGGG
TATCTGCCGCG
TAACA

TGITACATAA
AGATATCTTG
GATCTTCCCG
ATCCGITACC
CGGCGAGAGA
TCCATCCCAG
CCTCCAAGCG
GCCGTGATCT
GACGCTCGGT
CTCGCTGGAA
TCAGCCCTCA
TTTACCAACA
CTTGATCCTA
AATAA

CACCACCTTC
TCTTTCGGECC
GCCAGAGCTC
CAGATGGCGA
TCAAGACGGT
CCTCCTGGECC
CGTAGACCTT
GCGAGECTGG
ACGCCTTGGEC
GACGAGGAAG
AGCCGACTCG
AACCCTCGGEC
CGTTAGAAAG

GIAAGTCGCA
CCAAAACGGA
GAAACACGAC
CCGAGTCAGA
AACTCTTCCGA
TCTTCCGACT
CCAGCTGCTT
ACATGCGGTC
ACCACCTGGA
CAAAGAAGGT
GCAAGTTTAT
TCTACCCGAT
AGCTTTGCCA

CCGCTECGEGET
CTCTAGTCCT
CGCCACATCT
CTTTGGTIGIT
GGGGCACTTA
TGGGTAGTCA
TGATTGGTTT
TGTGITTAGG
AATTTGGTAC
ATGATGGCCT
AATACCAGCA
TATGGGAGT G
TTCGATCTTT

Reverse und konpl ement &re Sequenz

TGAACCCTAC
ATATTCTCTC
TGCGCACGCC
CCTCAAGTAT
CCAGCGCCAT
ACGGTATGCG
TTACCGTCTG
GGGCTACGAC
GCGCTCCCAT
GCAGCAAATC
CAGAGACGAC
GGACACGAGC
GCGCGTACGTG

TTGAGCACGT
GCATCGCTCG
TCAGTGICGT
GIGAGGATTT
ATGGCATGGG
CTAGGGTCGT
CGGGGCAGAC
ACATCCGCAT
TCCAGATGGC
TTTACATACT
GCCAAGCCGT
TCGAGGAGAG
GGAGGGTAGG

CCTCCAAAGA
CTCGACACTC
TTGCCTCCTG
GITAAAAGGCC
CTGGAGTACC
GATGTCCTAA
CCCCGAAACC
CCTAGTGACT
GCCATTAAGT
CTCACAACAC
ACTGAAGATG
GATGCAGGAC
CTCAAACCGC

ACGCCTGGCA
TGTCCATCGCG
CTCTGATAAA
GCTGCACCTT
AGCCCTCCAG
AGCCCGACCG
GGTAAAAGCA
ACCGTAGTCG
GCTGGTCGAA
TGAGGTCTGA
GCGCAGTCGT
AATATTCCGT
GITCATGCGA

TCGAACTTTC
CCATAGCCGA
GTATTCGAGT
ATCATCTTCC
AAATTGCCAA
ACACACCAGC
AATCAAAGGT
ACCCAGGCCA
GCCCCACCGT
CAAAGTCGCC
TGGCGGAGCT
TAGAGGCCCG
AGCGGGAAGG

Transl ati erte Am nosauresequenz di eses Teil stickes

CYI SKSHEPYPPKI ELSNAGRYLAKTEYSLLDTPI AEGSLDLPGNTTAHG
LAAG RVGFTMRYPESDL KYVKGHHL PRPGRREKL FDQRHLEYQ AKASP
S| PVFRLRYADVLNTPASQAPPSASCFYRL PRNQSKVYEVAVI YMRSGYD
PSDYPGQEAWDARYHL ERSHAI KCPTVLTQLAGTKKVQQ LTTPKSPSVP
SALSKFI RDDTEDVAELVRTFTNI YPMDTSDAGL EARKKAL DPKL CQAYV
L KPQREGGGNN

AAGCTTAGGA
GTAGATGITG
CTTGCTGAGG
CTTTGITCCA
GIGGTACCGA
CATGTAGATC
GCTGGCGCTT
GAAGACT GGG
GAGTTTCTCT
CTCGGGGTAA
GITTCCGGGA
TTTGGCAAGA
CTTACTTATG

TAACGCCGGEC
GGGTTCCCTG
CGGCTTTACC
TCGT CCAGGG
GGCGTCGCCC
CTCGCAAGCA
CTACGAAGTT
GGAGCCTTGG
CTTGACCCAG
ATCTGITCCA
CTGGCGCACG
AAAGAAGCCG
TGGTGGAAAC
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[11. Infor mationen zu massenspektrometrischen Analysen
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Abb. Il ESI-M S/M S Spektrum des M oleklilpeaks m/z 540 von PC 2 ausH. lugdunensis Samm H4-2-4
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Abb. Il MALDI-TOF Spektrum der MT1-HL-Fraktion aus H.lugdunensis H4-2-4 nach 100 M Cd(ll)-
Exposition in der logarithmischen Wachstumsphase
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Abb. IV MALDI-TOF Spektrum der MT1-HL-Fraktion ausH. lugdunensis H8-2-1 nach 100 uM Cd(l1)-
Exposition in der logarithmischen Wachstumsphase
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