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I Einleitung

Wasser ist die Grundlage allen Lebens. Gesunde Bdden sind die Grundlage fir die
Erzeugung gesunder Lebensmittel. Der Zugang zu reinem Trinkwasser, die Reinigung
von verschmutztem Wasser und die Gesunderhaltung der Bodden sind wichtige
Herausforderungen unserer Zeit. Steigende Bevolkerungszahlen und die damit
verbundene steigende Produktion von Lebensmitteln und kontaminierten Abwassern
fuhren zur Anreicherung von Schadstoffen aller Art in der Umwelt (vgl. COLEMAN ET
AL., 2002). Unser Trinkwasser wird zunehmend mit Pharmazeutika (JONES ET AL.,
2005), Pestiziden (HOCK ET AL., 1995; KARG&KOSTER, 2002) und hormonell
wirksamen Substanzen (KLOAS 2000; ENGELMANN&ROHDE, 2005) verunreinigt. Um
gesundes Leben auf der Erde zu gewahrleisten, bedarf es deshalb vielfaltiger
Anstrengungen zur Reinhaltung und zur Gesunderhaltung der Umwelt.

Einen mdglichen Ansatz zur Reinigung von belastetem Wasser, Boden und Luft mit
Hilfe von Pflanzen bietet die Phytoremediation. Die Phytoremediation nutzt das
natirliche Potential von Pflanzen, Schadstoffe zu entfernen und ist vor allem bei
geringen Belastungen oder bei langfristig angesetzten Dekontaminationsaufgaben eine
Methode mit gutem Kosten- und Nutzenverhaltnis (SCHRODER ET AL., 2007;
MCCUTCHEON & SCHNOOR, 2003).

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Phytoremediation organischer
Schadstoffe durch Phragmites australis, dem Schilfrohr, mit Schwerpunkten in der
Entgiftungsphysiologie dieser Pflanze.

Die Grundlage fiir diese Arbeit bilden Untersuchungen an Phragmites australis und
Abwasserparametern aus den Forschungs- und Entwicklungsvorhaben (F&E) an der
Klaranlage (KA) Morlbach im Auftrag des Freistaat Bayern, vertreten durch das
Landesamt flir Umwelt (ehemals Landesamt flir Wasserwirtschaft), sowie die darauf
aufbauenden, weiterfihrenden Experimente am  GSF-Forschungszentrum in
Neuherberg und an der Universitat Durham (UK).

Damit war es mdglich, einen Bogen vom praxisnahen Einsatz von Phragmites australis-
Pflanzen an der KA Mdrlbach bis hin zu einer physiologischen Untersuchung der Pflanze
hinsichtlich ihres Entgiftungspotentials zu spannen.
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Abwasserteichanlage und Pflanzenfilter Mérlbach

Die Nutzung von dezentralen Teichanlagen ist eines der altesten Verfahren der
Abwasserreinigung. Es werden dabei natlirliche Selbstreinigungsprozesse genutzt, wie
die Sedimentation, die Umwadlzung des Wasserkdrpers und der Abbau von
Abwasserinhaltsstoffen durch Mikroorganismen oder Wasserpflanzen (SCHLEYPEN,
1996). Abwasserteichanlagen haben einen sehr hohen Flachenbedarf und kénnen in
ihren Nahrstofffrachten sehr stark schwanken (MUDRACK&KUNST, 2003). Durch ihren
naturnahen, technikextensiven Betrieb mit sehr gutem Kosten- und Nutzenverhaltnis
sind sie flir kommunale Anlagen, die oft weitab von zentralen GroBklaranlagen liegen,
geeignet (SCHLEYPEN, 1996; MARMIROLI ET AL., 2003). In Bayern gibt es etwa 1500
kommunale Kldaranlagen mit einer AusbaugréBe bis 1000 Einwohnerwerte (EW), von
denen ca. 900 als Teichanlage bestehen (vgl. SCHLEYPEN, 1996; HOLLEIS ET AL.,
2002).

Zur Nachreinigung und zum Riickhalt von Sekundarbelastungen, z.B. Algen, kommen
immer hadufiger Helophyten (Sumpfpflanzen) zum Einsatz, die gezielt am Ablauf der
Anlage in einen Bodenfilter gepflanzt werden. Damit kann die Fahigkeit von
Klaranlagen, organische Kohlenstoffverbindungen, eutrophierende (N, P), toxische (z.B.
Schwermetalle) und endokrin wirksame Stoffe (z.B. Ostrogene) weitestgehend
abzubauen bzw. zu akkumulieren (MUDRACK&KUNST, 2003), zusatzlich unterstitzt
werden.

Die Idee fiir einen Pflanzenfilter an der KA Moérlbach hatte sich aus der Beobachtung
ergeben, dass die oben genannten Belastungen durch das vorhandene Teichsystem oft
nur unzureichend entfernt werden. So fiihren die im Teich wahrend der Sommersaison
stark auftretende Algenbliiten zu pH-Wert-Schwankungen infolge von Alkalisierung.
Diese Sekundarverschmutzung belastet den Ablauf und verschlechtert die
Ablaufqualitat (vgl. F&E-Vorhaben Mérlbachl; MELZER&STEINMANN, 1997). Da
Pflanzenfilter kostenglinstige Losungen sind, die schnell Abhilfe schaffen kénnen, sowie
durch zusatzlichen Sauerstoffeintrag, Aufnahme von Schadstoffen, erhdhte Aktivitat
von Mikroorganismen und verbesserten Nahrstoffabbau eine zusatzliche
Reinigungsleistung erbringen (SCHLEYPEN, 1996), entschied man sich in Mdrlbach fiir
den Bau eines bepflanzten Bodenfilters (MELZER & STEINMANN, 1997).

Morlbach ist ein Ortsteil der Gemeinde Berg im Landkreis Starnberg. Der Ort hat heute

ca. 200 Einwohner und besitzt seit 1973 eine eigene Klaranlage. Die unbeliiftete
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Abwasserteichanlage, der das Abwasser aus einer Mischkanalisation zuflieBt, hat eine
AusbaugréBe von 300EW. Das Rohabwasser wird in zwei hintereinander geschalteten
Absetzbecken (Erdbecken, ca. 270 m2) mechanisch vorbehandelt und gelangt
anschlieBend zur biologischen Reinigung Uber eine unterirdische Rohrleitung in den
unbellifteten Abwasserteich mit einer Tiefe von 70-90cm (vgl. Abb. 1). Am 6stlichen
Ende des Teiches, vor dem Ablauf, befindet sich der etwa 4m breite Bodenfilter, der im
Rahmen eines Forschungsvorhabens im Auftrag des Bayerischen Landesamt fir
Umwelt, von der Limnologischen Station der TUMiinchen und der Gemeinde Berg
1995-96 geplant und gebaut wurde (F&E-Vorhaben Mérlbach I; vgl. MELZER&
STEINMANN, 1997). Der Filter, der urspriinglich mit PhAragmites australis (Schilfrohr),
Phalaris arundinacea (Rohrglanzgras) und 7ypha spec. (Rohrkolben) in Segmenten
bepflanzt war, sollte im Wesentlichen Sekundarbelastungen zuriickhalten, eine
zusatzliche Reinigungsleistung erbringen und zur Verbesserung der Ablaufwerte
beitragen (vgl. MELZER&STEINMANN, 1997). Hinter dem Filter sammelt sich das
gereinigte Abwasser aus den drei Ablaufen in einer Ablaufrinne und versickert

schlieBlich nach ca. 800m in den Untergrund.

Ablauf Pflanzenfilter

N+ T

Bepflanzter Kiesfilter
N;mGﬁrung
H Ablauf Vorklarung unbelufteter
Abwasserteich

Zulauf Pflanzenfilter r‘

1. Absetzbecken ehemaliger,
2. Absetzbecken durchbrochener
Damm

T Iy |

Ablauf Versickerung

Abb. 1: Ubersicht iber die Kldranlage Mérlbach: der Weg des Abwassers von Zulauf Vorklarung, iber
Absetzbecken1+2 zum Ablauf der Vorkldrung in den unbeliifteten Abwasserteich und durch den
bepflanzten Bodenfilter in der Ablauf (Skizze nicht maBstabsgetreu).
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Bereits im Jahr der Fertigstellung wurde eine wesentliche Verbesserung der
Ablaufwerte, v.a. hinsichtlich der pH-Wert-Schwankungen und der Reduzierung der
Sekundarverschmutzung durch Algen, erzielt (MELZER&STEINMANN, 1997; GSCHLOSSL
ET AL., 1998).

In den Jahren 1997-99 wurde vom Bayerischen Landesamt flir Umwelt und der
Limnologischen Station der TU Miinchen ein Folgeprojekt durchgefiihrt (F&E-Vorhaben
Morlbach II: 1997-1999; vgl. MELZER&STEINMANN, 1999). Das Ziel hierbei war, den
Langzeitbetrieb zu erfassen, Wartungsvorschldage zu erarbeiten und die Bemessung des
Filters zu optimieren, da sich gezeigt hatte, dass sich der Filter in Bezug auf Bewuchs
und Leistungsfahigkeit mit zunehmender Betriebsdauer verandert. Einige Helophyten
setzten sich gegenliber anderen durch und erwiesen sich als geeigneter flir die
Erbringung einer dauerhaft guten Reinigungsleistung im Filter (vgl. MELZER&
STEINMANN, 1999; STEINMANN ET AL., 2003).

Sieben Jahre nach der Entstehung und vier Jahre nach den ersten beiden Projekten in
Mérlbach wurde erneut eine Reihe von Untersuchungen am Filter in Mérlbach
durchgeflihrt, diesmal vom Bayerischen Landesamt fiir Umwelt in Zusammenarbeit mit
dem GSF-Forschungszentrum fiir Umwelt und Gesundheit. Diese drei Projekte, die

auch als Grundlage flir die vorliegende Arbeit dienen, waren:

200372004 Leistungsfahigkeit des bepflanzten Bodenfilters am Ablauf der Klaranlage

Morlbach (F&E-Vorhaben Morlbach III: 2003-2004; NEUSTIFTER& SCHRODER,
2003, 2004).
In dieser Studie stand der Aspekt der Phytoremediation durch den Pflanzenfilter
und die Prifung der Effizienz und Praxistauglichkeit nach mehreren
Betriebsjahren im Vordergrund. Es wurden auch die Restreinigungsleistung und
die Riickhaltekapazitdt des Filters und seiner Bepflanzung untersucht.

2004: Leistungsfahigkeit des bepflanzten Bodenfilters am Ablauf der Klaranlage
Mérlbach und Untersuchungen zum Riickhalt und Abbau von Arzneimittelstoffen
in  naturnahen  Systemen der Abwasserreinigung (F&E-Vorhaben
Morlbach III/2: 2004; NEUSTIFTER & SCHRODER, 2004).

Hier wurde neben der Restreinigungsleistung, der Entgiftungskapazitat der
Helophyten auch der Abbau von Pharmazeutika betrachtet.
2005: Untersuchungen zum Riickhalt und Abbau von endokrin wirksamen Stoffen und

ausgewahlten Arzneimitteln in der Abwasserteichanlage und im bepflanzten
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Bodenfilter am Ablauf der Klaranlage Moérlbach (F&E-Vorhaben Mérlbach IV:
2005; NEUSTIFTER&SCHRODER, 2005).
Dieses Projekt widmete sich neben der Quantifizierung der Restreinigung vor

allem dem Abbau von endokrin wirksamen Substanzen.

Der bepflanzte Bodenfilter stellte sich nach sieben Jahren des Betriebs stark verandert
dar (Abb. 2). Die Segmente hatten sich aufgelést und Phragmites australis war die am
Bodenfilter vorherrschende Pflanze, die sich gegeniliber den anderen Helophyten
durchsetzte. Wahrend 7ypha spec. zwar noch auf Teilen des Filters vertreten war, ist
Phalaris arundinacea komplett verdrangt worden (vgl. NEUSTIFTER&SCHRODER, 2004).
Die Rampe vor dem Filter und Teile des Filtermaterials waren in den Teich abgerutscht.
Der von der Gemeinde daraufhin ausgebrachte Kies hatte zu einem starkeren Absetzen
und Abrutschen des gesamten Filters in den Teich hinein geflihrt. Die Projekte in
Morlbach zeigten, dass der Filter zwar weiterhin gut funktionierte, jedoch deutliche
Alterungsprozesse aufwies. Vermehrtes Zusetzen (Kolmation) und immer hdufigere
Uberflutungen, die den Nutzen deutlich minderten, waren neben schlechten

Ablaufwerten weitere Indizien dafiir.

unterschiedlicher Bepflanzung sind verschwunden und es kommen hauptsachlich Schilf (Phragmites
australis) und am Filterrand Rohrkolben ( 7ypha spec.) vor.
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Die Ergebnisse aus dem Projekt MérlbachIV bewogen die Gemeinde Berg fiir die Jahre
2006/2007 umfangreiche SanierungsmaBnahmen zu planen und den Filter weiter zu
betreiben.

Alle Ergebnisse und die genaue Beschreibung der Projekte MoérlbachIII-IV sind in den
jeweiligen Endberichten zu finden (vgl. NEUSTIFTER & SCHRODER, 2004, 2005).

Phytoremediation organischer Schadstoffe

Pflanzen leisten durch die Aufnahme, der Transformation, der Konjugation und des
Abbaus bzw. der Einlagerung von Schadstoffen wichtige Beitrage zur Entgiftung und
zur Behandlung von kontaminierten Arealen und zur Abwasserreinigung. So kénnen
organische und anorganische Schadstoffe effektiv und kostengtinstig beseitigt werden
(PILON-SMITS, 2005).

Obwohl Pflanzen bei der Phytoremediation die Hauptrolle spielen, darf man nicht auBer
Acht lassen, dass die Rhizosphare nicht nur aus Boden, Wasser und Pflanzenwurzeln
besteht, sondern auch aus einer Vielzahl von assoziierten Mikroorganismen, die einen
erheblichen Anteil an der Aufnahme, der Translokation und auch dem Abbau von
organischen Xenobiotika haben konnen (SCHRODER ET AL., 2005). Die Pflanzen
unterstiitzen eine Anreicherung der Mikroorganismen in der Rhizosphare durch die
Schaffung von Oberflachen fir Biofilme, den Sauerstoffeintrag und das Ausscheiden
von Exsudaten (SCHNOOR ET AL., 1995). Manche Bakterienspezies nutzen die
Schadstoffe als Kohlenstoffquelle oder als Co-Metabolite (SCHRODER ET AL., 2005). So
kdnnen viele Xenobiotika, wie 2,4-D, Naphthalin oder Dioxin, bereits in der
Rhizosphdre durch Bakterien verandert oder degradiert werden (ZHANG&BENNETT,
2005). Je nach Betrachtungsweise des Systems Phytoremediation kann man das
Hauptaugenmerk dabei entweder auf die Pflanze oder auf die Mikroorganismen legen,
ohne die beiden Komponenten ganz trennen zu kénnen (ANDERSON ET AL., 1993;
ZABLOTOWICZ ET AL., 1995; TRAPP&KARLSON, 2001; MCCUTCHEON &SCHNOOR, 2003;
SINGH& WARD, 2004; CHAUDHRY ET AL., 2005). AuBer Frage steht allerdings die
wichtige Funktion, die die Mikroorganismen in Filterdammen bei der Mineralisierung
von organischem Material erflillen (MOORMANN, 2001; DAVIS ET AL., 2002; WISSING &
HOFMANN, 2002).
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Die meisten organischen Schadstoffe, mit denen Pflanzen in Beriihrung kommen, sind
entweder anthropogenen Ursprungs, d.h. menschliche Ausscheidungen, oder vom
Menschen in Umlauf gebracht, wie z.B. Tenside, Loésungsmittel oder Pestizide. Viele
dieser Stoffe kénnen neben den umweltschadlichen Wirkungen auch direkt toxisch
oder kanzerogen sein (DAVIS ET AL., 2002; PILON-SMITS, 2005; SCHRODER, 2006). Bei
denjenigen organischen Verbindungen, die in aquatischen und terrestrischen Systemen
vorkommen und die flir den Menschen und seine Umwelt schéddlich sein kdnnen,
handelt es sich hauptsdchlich um Ole, Lésungsmittel, explosive Stoffe, Herbizide,
Pestizide und Medikamente (KARG& KOSTER, 2002; RONNEFAHRT ET AL., 2002; MAIER,
2004; SCHRODER ET AL., 2005). Einige Arbeiten haben sich sehr eingehend mit diesem
Gebiet beschéftigt und geben einen umfassenden Uberblick (HARVEY ET AL., 2002;
SCHRODER & COLLINS, 2002; MCCUTCHEON&SCHNOOR, 2003; SCHRODER, 2006). Aber
auch sehr spezielle Aspekte der Phytoremediation organischer Schadstoffe wurden
mittlerweile untersucht, wie beispielsweise Trichlorethylen (TCE), ein sehr hdufig im
Grundwasser vorkommendes organisches Losungsmittel (vgl. COLLINS ET AL., 2002;
SHANG ET AL., 2003). TCE wurde bereits erfolgreich durch Pappeln (NEWMAN ET AL.,
1997; FERRO ET AL., 2001) abgebaut. Die persistenten und gefahrlichen polyzyklischen
aromatischen Kohlenwasserstoffe (PAK) und polychlorierten Biphenyle (PCB) konnten
bereits durch den Einsatz von Pflanzen aus verschiedenen Umweltkompartimenten
entfernt werden (OLSON ET AL., 2003; SCHNOOR ET AL., 1995; TASSI ET AL., 2003).
Auch Uber Pestizide im Wasser, wie z.B. Lindan oder Atrazin, und deren Aufnahme und
Abbau durch entsprechende Pflanzen ist in den letzten Jahren vermehrt geforscht
worden (BURKEN&SCHNOOR, 1997; LI ET AL., 2002). Fir Sprengstoffe wie
Trinitrotoluol (TNT), das auf militdrisch genutzten Gebieten Probleme bereitet, wurden
Untersuchungen von HUGHES ET AL. (1997) mit verschiedenen Makrophyten sowie von
NEPOVIM ET AL. (2005) mit Helophyten angestellt. Dabei konnte gezeigt werden, dass
sich die Konzentration von TNT in Anwesenheit der jeweiligen Pflanzen stets verringert
hat. Einen breiten Uberblick {iber die Mdglichkeiten der Phytoremediation von
explosiven Stoffen gibt die Arbeit von HANNINK ET AL. (2002).

Wahrend sich einzelne Wissenschaftler schon friih dem Thema der Phytoremediation
gewidmet und die Umweltproblematik erkannt haben (SEIDEL, 1959, 1966 und 1969;
KICKUTH, 1969), wird die Phytoremediation in Deutschland erst seit einigen Jahren fir
einen groBeren Einsatz genutzt und als Methode der Schadstoffreinigung anerkannt
(WISSING& HOFMANN, 2002). In den USA ist die Methode, Pflanzen zur Reinigung
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kontaminierter Gebiete einzusetzen, bereits weiter verbreitet als in Europa (WOLFE&
BIJORNSTAD, 2002; PILON-SMITS, 2005). Die Idee, mit relativ einfachen Mitteln und vor
allem sehr kostenglinstig, kontaminierte Gebiete zu sanieren oder Abwadsser zu
reinigen (MCCUTCHEON&SCHNOOR, 2003), erscheint flir viele kommerzielle
Unternehmen attraktiv. So werden in den USA jahrlich 100-150Mio.US$ (Zahlen aus
PILON-SMITS, 2005) fiir Phytoremediation ausgegeben, wdahrend es in Europa noch
keinen signifikanten kommerziellen Markt gibt (PILON-SMITS, 2005).

Die Phytoremediation kann jedoch nicht uneingeschrankt eingesetzt werden (WISSING
&HOFMANN, 2002). Da die verwendeten Pflanzen dem jeweiligen Standort und der
Schadstoffkonzentration angepasst sein missen, kann die Effektivitdt bei unglinstigen
Bedingungen schnell ihre Grenzen erreichen. Sehr langsame Aufnahmeraten, hohe
Toxizitat mancher Stoffe und saisonale Schwankungen kénnen stark limitierend wirken
(MCCUTCHEON & SCHNOOR, 2003). Auch die heterogene Verteilung mancher Stoffe im
Boden oder im Wasser und deren Verfligbarkeit fiir die Pflanze sind erfolgshemmend
(MCCUTCHEON & SCHNOOR, 2003; PILON-SMITS, 2005).

In der aktuellen Literatur wird Phytoremediation in verschiedene Sparten unterteilt,
denen, je nach Schwerpunkt und Betrachtungsweise, unterschiedliche Bedeutung
hinsichtlich der Einsetzbarkeit beigemessen wird. Im Allgemeinen werden folgende

Vorgange unterschieden:

Phytoextraktion: Einsatz von schadstoffakkumulierenden Pflanzen zum Entfernen
von Metallen und Organika aus dem Boden durch Konzentrierung in der
aberntbaren Pflanze (MCCUTCHEON&SCHNOOR, 2003; PILON-SMITS, 2005;
SCHRODER, 2006).

Phyto- und Rhizodegradation: Abbau und Degradierung von Schadstoffen durch
die Pflanze und ihre assoziierten Mikroorganismen (MCCUTCHEON&SCHNOOR,
2003; PILON-SMITS, 2005).

Phytovolatilisation: Einsatz von Pflanzen zur Verfliichtigung von Schadstoffen oder
ihrer Metabolite aus Boden oder Wasser (NEWMAN & REYNOLDS, 2004).

Rhizofiltration: Einsatz von Pflanzen, um Schadstoffe an ihren Wurzeln zu
absorbieren und anzureichern (PILON-SMITS, 2005; SCHRODER, 2006).

Phytostabilisation: Einsatz von bestimmten Pflanzen zur Reduzierung der
Bioverfligbarkeit von Schadstoffen (NEWMAN&REYNOLDS, 2004; PILON-SMITS,
2005).
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Organische Pumpen: Einsatz von Baumen zur Verdunstung von Wasser und damit
zur Extraktion von Schadstoffen aus dem Boden (TRAPP&KARLSON, 2001;
SCHRODER, 2006).

Hydraulische Kontrolle: Kontrolle des Wasserspiegels und der Feldkapazitat durch
Pflanzenbedeckung, um unkontrollierte Bewegungen von Schadstoffen zu
verhindern (TRAPP&KARLSON, 2001; SCHRODER, 2006).

Diese Methoden der Phytoremediation zeigen unterschiedliche Herangehensweisen in
der Anwendung, zielen aber immer darauf ab, abhangig von Grad und Art der
Kontamination, geeignete Pflanzenspezies vor Ort einzusetzen, um die genannten
Vorgange zu stimulieren und die Schadstoffe mit héchstméglicher Effizienz daran zu
hindern, Einfluss auf die Umwelt zu nehmen (SCHRODER, 2006).

Grundsatzlich ist es vorteilhaft, lokale und einheimische Pflanzenspezies fiir die
Phytoremediation zu nutzen, da diese natlrlicherweise am Einsatzort vorkommen. Sie
sind resistenter und angepasster an die dort vorhandene Umgebung und bringen auch
keine dkologischen Probleme mit sich (MCCUTCHEON & SCHNOOR, 2003).

In den letzten Jahren wird allerdings vermehrt auf dem Gebiet der transgenen Pflanzen
zum Einsatz in der Phytoremediation geforscht (MCCUTCHEON&SCHNOOR, 2003).
Durch Selektion, aber auch durch Transformation, werden Pflanzen gewonnen, die ein
héheres Remediationspotential bei der Hyperakkumulation von Anorganika zeigen
(BENNETT ET AL., 2003; VANHUYSSEN ET AL., 2004; CHERIAN&OLIVEIRA, 2005).
Pflanzen, die als Akkumulatoren von sehr giftigen Schadstoffen dienen, werden nach
einer gewissen Verweil- und Aufnahmezeit abgeerntet und meist deponiert (HANNINK
ET AL., 2002; MCCUTCHEON&SCHNOOR, 2003). Pflanzen, die weniger giftige Stoffe
aufnehmen, oder Pflanzen, die auf Filtern zur Abwasserreinigung eingesetzt werden,
bleiben meist Uber langere Zeit am Einsatzort und werden nicht aus dem &kologischen
Kreislauf entnommen (MCCUTCHEON&SCHNOOR, 2003; NEUSTIFTER&SCHRODER,
2005).
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Entgiftungsstoffwechsel der Pflanze

Schadstoffaufnahme in die Pflanze

Wie die Pflanze organische Schadstoffe genau aufnimmt, welche Rolle dabei die
assoziierten Mikroorganismen spielen, wann die Pflanze gebundene Rickstdnde
einlagert oder die Schadstoffe wieder ausscheidet, konnte bis heute noch nicht
hinreichend erklart werden, obwohl es vielfdltige Untersuchungen dazu gibt
(LANGEBARTELS&HARMS, 1985; MARRS ET AL., 1995; SCHRODER&COLLINS, 2002).
Ebenso ist die Rolle der verschiedenen Enzyme bei diesen Prozessen noch nicht
ausreichend untersucht und erkléart (SCHRODER, 2006).

Fir die Bioverfligbarkeit organischer Schadstoffe sind die Bodeneigenschaften und die
Umweltbedingungen ebenso entscheidend wie die chemischen Eigenschaften und die
biologische Aktivitat des jeweiligen Stoffes (BRIGGS ET AL., 1987; TAIZ&ZEIGER,
2002). Verantwortlich fiir die Mobilitat der Stoffe im Boden ist die Hydrophobizitdt, die
durch den Koeffizienten logK,, beschrieben wird (BRIGGS ET AL., 1982; TRAPP&
KARLSON, 2001; SCHRODER ET AL., 2005). Der logK,, gibt den Verteilungskoeffizient
einer Substanz in der Octanol-Wasser-Phase an. Ein hoher logK,, weist auf eine hohe
Hydrophobizitat hin. Molekiile mit sehr hoher Hydrophobizitat (logK,, > 3) sind so fest
an die organische Substanz des Bodens gebunden, dass sie so gut wie gar nicht in
Losung gehen (TAIZ&ZEIGER, 2002) und somit auch die Phytoremediation limitieren
koénnen. Organische Stoffe mit maBiger bis hoher Wasserloslichkeit jedoch (logKow < 3)
kdnnen ins Porenwasser gelangen und somit in die Pflanze aufgenommen werden
(SCHRODER & COLLINS, 2002).

Durch Kenntnis der Schadstoffe und ihrer Bioverfligbarkeit kann man die Aufnahme in
die Pflanze und somit die Phytoremediation verbessern. So kann durch Anderung des
pH-Wertes oder durch Zugabe von Hilfsmitteln in den Boden oder ins Wasser (Humus,
Chelate, Seifen) die Pflanzenverfiigbarkeit gesteigert werden (SCHRODER& COLLINS,
2002; SURESH&RAVISHANKAR, 2004).

Die Aufnahme von organischen und anorganischen Stoffen in die Pflanze erfolgt in
unterschiedlicher Weise Uber die Pflanzenwurzel. Anorganika liegen normalerweise als
Ionen vor und werden (iber Membrantransporterproteine aufgenommen (PILON-SMITS,

2005). Demgegeniiber kommen organische Schadstoffe natirlicherweise nicht in der
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Rhizosphdre vor, weshalb auch keine natlirlichen Transporter fir diese Stoffe zur
Aufnahme in die Membranen existieren (SCHRODER&COLLINS, 2002; PILON-SMITS,
2005). Deshalb werden sie, je nach ihren chemischen Eigenschaften, meist durch
einfache Diffusion aufgenommen. Die Molekiile mit niedriger Hydrophobizitdt kdnnen
dabei leichter in den Apoplasten gelangen (BRIGGS ET AL., 1982; TRAPP&MCFARLANE,
1995; SCHRODER& COLLINS, 2002). Die Translokation der aufgenommenen Stoffe von
der Wurzel zum Spross macht zundchst einen Membrantransportschritt vom
Symplasten der Wurzel in den Apoplast des Xylems notwendig, denn die impermeable
Suberinschicht in der Zellwand der Wurzelendodermis (Casparistreifen) hindert geldste
Stoffe daran, direkt in das Xylem aufgenommen zu werden. Die organischen Stoffe
passieren diese Barriere wiederum durch Diffusion (TAIZ&ZEIGER, 2002).
Verbindungen mit einem logK,, zwischen 0,5 und 3,0 kénnen verhaltnismaBig einfach
im Xylem transportiert werden und in den Spross gelangen (SCHRODER& COLLINS,
2002). Wenn die Schadstoffe im Symplasten des Blattes angekommen sind, kénnen sie
zu unterschiedlichen Geweben transportiert werden (COLEMAN ET AL., 1997).

Entgiftung von Xenobiotika

Giftige Stoffe werden entweder in der Vakuole oder in der Zellwand gelagert (BURKEN,
2003), durch Chelate gebunden (BARCELO&POSCHENRIEDER, 2003) oder formen
Konjugate mit Glutathion (GSH) (SCHRODER, 2006). Nach der Bindung des Fremdstoffs
an GSH verbleiben die gebildeten Konjugate nicht im Cytosol der Zelle, sondern
werden aktiv durch ATP-abhangige Membranpumpen, so genannte ABC-Transporter, in
die Vakuole oder den Apoplasten transportiert, wo sie metabolisiert und weiter
komplexiert werden kénnen (MARTINOIA ET AL., 1993; MARRS ET AL., 1995; COLEMAN
ET AL., 1997). Um die pflanzlichen Entgiftungsmechanismen besser verstehen zu
kénnen, wird haufig ein Reaktionsschema herangezogen, das die Entgiftung in drei
Phasen untergliedert und erstmals von SHIMABUKURO (1976) beschrieben wurde (vgl.
Tab. 1).

In Phasel werden die Xenobiotika, die in das Cytosol eingedrungen sind, durch
Reduktion, Oxidation oder Hydrolyse flir die weitere Metabolisierung polarisiert und
aktiviert (SCHEER, 2003). Dieses Einbringen von reaktiven Gruppen in das
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Fremdmolekiil wird meist von CytochromP450-abhdngigen Monooxygenasen (P450),
Oxigenasen und Peroxidasen katalysiert (DURST ET AL., 1997).

Tab. 1: Drei-Phasen-Modell der pflanzlichen Entgiftung, leicht verandert nach SHIMABUKURO, 1976

Drei-Phasen Modell der Entgiftung organischer Schadstoffe

Phase | Aktivierung Oxidation, Reduktion oder Hydrolyse der Verbindung

Phase 11 Entgiftung Konjugation mit Glutathion, Zucker oder Aminosauren

Phase 111 Metabolisierung Spaltung, Transport oder Rickstandbildung des
Ausscheidung entgifteten Stoffes

In Phase IT werden die in Phase I gebildeten Primdrmetaboliten des Cytosol und der
Mikrosomen mit zelleigenen niedermolekularen Verbindungen entweder glycosyliert
oder an die reduzierte Form des Tripeptides Glutathion (GSH) gebunden. Die
Glycosylierung wird durch UDP-Glycosyltransferasen katalysiert, wobei eine Vielzahl
von zuckerhaltigen Verbindungen entstehen kann (SANDERMANN ET AL., 1997; JONES&
VOGT, 2001; SCHAFFNER ET AL., 2002). Die Konjugation des Xenobiotikums an
Glutathion wird von Glutathion S-Transferasen katalysiert (SCHRODER, 2006). In
Phase III schlieBlich werden die entstandenen Konjugate abgebaut und durch interne
Kompartimentierungsvorgange oder sekunddre Konjugationen an Makromolekiile aus
dem Stoffwechselgeschehen entfernt (SCHRODER, 1996). Da Pflanzen jedoch nicht wie
Tiere Uber ein exkretorisches System verfligen, werden die Fremdstoffkonjugate
entweder in den Apoplasten oder die Vakuole deportiert (COUPLAND, 1991; DAVIN &
LEWIS, 1992; MARRS ET AL., 1995; WOLF ET AL., 1996) oder als gebundene
Riicksténde, so genannte ,.bound residues" in der Zellwand eingelagert (LANGEBARTELS
&HARMS, 1985). Endprodukte der Phase III sind also entweder I6sliche Intermediate
mit hoher Bioverfligbarkeit, mehr oder weniger stark gebundene Rickstdnde in der
Zellwand, oder auch zu einem geringen Anteil Wurzelexudate und fllichtige Stoffe
(SCHRODER ET AL., 2001; SCHRODER & COLLINS, 2002).

Wegen der Ahnlichkeit dieser Vorgénge, die zu groBen Teilen dem tierischen
Metabolismus entsprechen (vgl. LAMOUREUX&RUSNESS, 1989), wurde der Begriff der
~grinen Leber" fur pflanzliche Entgiftungsvorgange eingeflihrt (SANDERMANN, 1994).
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Glutathion und Glutathion S-Transferasen

Das Tripeptid Glutathion, eigentlich y-Glutamyl-Cysteinyl-Glycin, setzt sich aus den drei
Aminosduren y-Glutaminsdure, L-Cystein und Glycin zusammen (vgl. Abb. 3). Es liegt
hauptsachlich in seiner reduzierten Form (GSH) und seltener in oxidierter Form (GSSG)
vor (DIXON ET AL., 1998).
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Abb. 3: y-Glutamyl-Cysteinyl-Glycin

Zusatzlich zu seiner Funktion als transportfahige organische Schwefelquelle (HELL,
1997) kann es Aufgaben im Zellmetabolismus bei der Primarassimilation (NOCTOR ET
AL., 1998), als Radikalfanger (FOYER ET AL., 1997) und als reaktives Nukleophil in der
Entgiftung von elektrophilen Toxinen (SCHRODER, 1996) erfiillen. AuBerdem ist
beobachtet worden, dass Glutathion als intrazelluldres Signalmolekdl fir extrazelluldre
Veranderungen agieren kann (SANCHEZ-FERNANDEZ ET AL., 1997).

Die Konjugation von Glutathion mit dem Xenobiotikum spielt eine herausragende Rolle
bei der Sequestrierung und Toleranz gegeniiber organischer Schadstoffe in der Pflanze.
Sie wird von der Enzymgruppe der Glutathion S-Transferasen (GSTs, E.C. 2.5.1.18)
katalysiert (MARRS, 1996; SCHRODER, 2006). Viele Xenobiotika besitzen ein
elektrophiles Zentrum mit geringer Elektronendichte und der Mdglichkeit ein Elektron
von einem nukleophilen Donor, z.B. GSH, aufzunehmen und damit eine kovalente
Bindung einzugehen (SCHRODER, 2006). Diese Tatsache macht diese elektrophilen
Fremdstoffe so gefahrlich, da sie spontan mit dem nukleophilen Rest von Proteinen
und genetischem Material interagieren konnen. Die elektrophilen Zentren sind
Voraussetzung fir die Konjugation mit GSH und kommen bei vielen verschiedenen
Stoffklassen vor, die nicht von Glycosyltransferasen konjugiert werden kdnnen
(SCHRODER, 2006). Diese Konjugation wird als die eigentliche Entgiftung bezeichnet,
da die elektrophilen Stellen des Xenobiotikums entfernt und von Glutathion substituiert
werden (EDWARDS&DIXON, 2004). Die GSTs katalysieren diesen Transfer von
Aliphaten und Aromaten, heterozyklischen Radikalen, Epoxiden und Arenoxiden mit
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Glutathion, die am Schwefelatom des Glutathions stattfindet (SCHRODER, 2006).
Prinzipiell werden drei Mechanismen der Konjugation unterschieden. Die wichtigste ist
die nukleophile Substitution, wobei reaktive Substituenten vom Substrat abgespalten
werden und durch Glutathion ersetzt werden. Der zweite Mechanismus ist die
nukleophile Addition (Michael-Addition) als Anlagerung von Glutathion an Epoxide oder
Doppelbindungen, gefolgt von der Konjugation an Nicht-Kohlenstoff-Atome. Alle
Mechanismen haben zur Folge, dass die Toxizitat des Ausgangsstoffs erheblich
gemindert und die Hydrophobizitdt fiir einen besseren Transport erniedrigt wird
(SCHRODER, 2006).

Glutathion S-Transferasen sind meist dimere multifunktionale Proteine, die in allen
aeroben Organismen vorkommen (FROVA, 2003). GST-Monomere haben ein natives
Molekulargewicht von etwa 25kDa (DIXON ET AL., 1998). Generell kommen sie im
Cytosol als Dimere vor, wobei sowohl Homodimere als auch Heterodimere mdglich
sind, die differentielle Unterschiede aufweisen und deren Kopplung zu einer Vielzahl an
Isoenzymen flihrt (CUMMINS ET AL., 1997). Jede dieser Untereinheiten beinhaltet eine
unabhdngige Bindungsdomane flr Glutathion und das Co-Substrat (MARRS, 1996).
Warum Dimere Uberhaupt gebildet werden ist unklar, vor allem da man davon
ausgehen kann, dass jedes Monomer ein eigenes reaktives Zentrum besitzt, das nur
selten mit dem anderen interagiert (EDWARDS & DIXON, 2004). GSTs besitzen also zwei
Bindungsdomanen, die durch die Verbindungsregion zwischen den Untereinheiten

voneinander getrennt sind (vgl. Abb. 4).

Abb. 4: Links: Glutathion S-Transferase, Modell eines Homodimers aus Arabidopsis thaliana mit
Bindungstaschen (gelb); nach EDWARDS&DIXON (2005); Bild: http://www.dur.ac.uk/d.p.dixon /at_gst2.gif;
Rechts: Dreidimensionale Struktur einer Glutathion S-Transferase aus Arabidopsis thaliana; aus REINEMER
ET. AL (1996); Bild: http://www.rcsb.org/pdb/images/1gnw_asym_r_250.jpg.
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Die N-terminale Domane ist kleiner und beherbergt die Glutathion-Bindungsstelle. Sie
wird G-Region genannt, ist in allen GSTs &hnlich und bindet sehr spezifisch nur
Glutathion oder Homoglutathion, aber keine anderen Thiole. Die C-terminale Domane
ist wesentlich groBer und enthalt diejenigen Aminosdurereste, die das Xenobiotikum
binden. Sie bildet die hydrophobe H-Region (EDWARDS&DIXON, 2004). Diese C-
terminalen Regionen kdnnen sehr unterschiedlich sein und bedingen die verschiedenen
Substratspezifizitdten der GSTs (SCHRODER, 2001).

GSTs wurden erstmals in den 1960er Jahren bei Tieren beschrieben (BOOTH ET AL.,
1961). Bald darauf folgte auch die Entdeckung und Charakterisierung der ersten
Pflanzen-GSTs durch die Identifizierung eines Glutathion-Atrazin-Metaboliten in Mais
(SHIMABUKURO & SWANSON, 1969; FREAR&SWANSON, 1970). In den darauf folgenden
30 Jahren wurden deshalb hauptsachlich die Rolle der GSTs in der Herbizidselektivitat
und die Rolle der Herbizid-Safener untersucht. Erst spater wurde entdeckt, dass GSTs
auch ubiquitar in der Pflanze zur Detoxifizierung von Xenobiotika vorkommen
(PFLUGMACHER ET AL., 1999). Der Umsatz des Modellsubstrats Chlordinitrobenzol
(CDNB) durch GSTs wurde in vielen Pflanzen untersucht, wie z.B. in Fichten
(SCHRODER ET AL., 1990; SCHRODER&BERKAU, 1993), Erbsen (EDWARDS, 1996) und
Salat (PARK ET AL., 2005). Im Lauf der Zeit wurde eine Vielzahl von GSTs mit
unterschiedlichen Substratspezifitdten beschrieben (HATTON ET AL., 1996; KREUZ ET
AL., 1996; NEUEFEIND ET AL., 1997). Man erkannte dadurch auch den direkten
Zusammenhang der Induzierbarkeit dieser Enzyme bei Stress und die Bedeutung im
endogenen Stoffwechsel der Pflanzen, ohne sich ganzlich tber die Rolle der GSTs dabei
im Klaren zu sein (EDWARDS, 2004). Viel versprechend sind dabei auch zahlreiche
Versuche in den letzten Jahren mit Herbizid-Safenern, wie Untersuchungen an Weizen
(PASCAL&SCALLA, 1999), Reis (DENG&HATZIOS, 2002), Gerste (SCALLA&ROULET,
2002), Arabidopsis thaliana (DERIDDER ET AL., 2002; DERIDDER&GOLDSBROUGH,
2006; NUTRICATI ET AL., 2006) und bei Grasern (SCARPONI& DELBUONO, 2005) zeigen.
Safener sind Verbindungen, die nicht nur die Herbizidtoleranz in Getreidepflanzen
erhbhen koénnen, sondern auch zu einem starken Ansteigen der Aktivitdten der
Entgiftungsenzyme, des Glutathions und des ABC-Transporterproteins filhren kénnen
(EDWARDS &DIXON, 2004). Durch die Safener-Forschung ist bereits viel Uber die
Charakteristik und Reaktionsweisen von GSTs in Nutzpflanzen beschrieben worden,
ohne bisher erklaren zu kénnen, wie die Pflanze die Safener erkennt und wie die
komplexe Signalwirkung aussieht (EDWARDS & DIXON, 2005).
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Zur besseren Charakterisierung und Ubersicht wurde in den letzten Jahren eine
Nomenklatur fir Pflanzen-GSTs eingeflihrt (DROOG, 1997; MCGONIGLE ET AL., 2000;
DIXON ET AL., 2002; FROVA, 2003), die in ihrer Untergliederung analog zu derjenigen
fur Sduger-GSTs ist. Dabei werden GSTs anhand ihrer Sequenzhomologien in
verschiedene Klassen eingeteilt (Tab. 2):

Tab. 2: Ubersicht der Pflanzen-GST-Klassen (nach EDWARDS & DIxON, 2005)

Gen. Diversitat | Aminosauren im
Klasse (Arabidopsis katalytischen Aktivitat Struktur
thaliana) Zentrum
Phi 13 Serin Entgiftung Dimer
Tau 28 Serin Entgiftung Dimer
Theta 2 Serin GPOX Dimer
Zeta 2 Serin Entgiftung Dimer
Lambda 3 Cystein Oxidoreduktase? Monomer
DHAR 4 Cystein DHAR Monomer
TCHQD 1 Serin? ? ?
Mikrosomal 1 ? GPOX, Entgiftung Trimer

Bei Pflanzen-GSTs werden die Klassen Phi (F), Lambda (L), Tau (U), Theta (T) und
Zeta (2) und eine Klasse fiir DehydroascorbatReduktase (DHAR) unterschieden, fir die
auch funktionale Eigenschaften nachgewiesen wurden (EDWARDS&DIXON, 2005).
Dabei wurden bisher 52 Pflanzen-GSTs in Arabidopsis thaliana identifiziert und den
oben genannten Klassen zugeordnet (WAGNER ET AL., 2002; EDWARDS & DIXON, 2005).
Die beiden den neuen Klassen (TetrachlorohydrochinonDehalogenasen [TCHQD] und
mikrosomale GSTs) zugeordneten GSTs kénnen noch nicht funktional beschrieben
werden und zdhlen deshalb noch nicht zu den bestimmten GSTs in Pflanzen (EDWARDS
&DIXON, 2005). Dadurch kénnen in der aktuellen Literatur unterschiedliche Angaben
Uber die aktuelle Zahl der Pflanzen-GSTs auftauchen (vgl. SAPPL ET AL., 2004;
EDWARDS & DIXON, 2005; SCHRODER, 2006). Phi und Tau sind die beiden haufigsten
und ausschlieBlich den Pflanzen-GSTs vorbehaltenen Klassen (vgl. Tab. 2). Beide
haben eine starke Bindungsaktivitdt an Xenobiotika und viele Gemeinsamkeiten mit
den klassischen metabolisierenden GSTs bei Sdugern. Die GSTs dieser Klassen
scheinen auch fir die Entgiftung fir diverse Herbizid-Selektivitaten verantwortlich zu
sein (EDWARDS&DIXON, 2005). GSTs der Theta- und Zeta-Klassen kommen in Tieren
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und Pflanzen gleichermaBen vor und haben nur eine begrenzte Aktivitat gegeniber
Fremdstoffen. GSTs der Theta-Klasse wirken als Glutathion Peroxidasen (GPOX), die
organische Hydroperoxide reduzieren, die bei oxidativem Stress entstehen. Die Klasse
der Lambda-GSTs und die DHARs unterscheidet sich von den vorherigen Klassen
dahingehend, dass sie eher monomer als dimer vorkommt und meist Cystein als aktive
Bindungsstelle besitzt. Beide kdnnen auch als Thioltransferasen aktiv werden
(EDWARDS & DIXON, 2005).

Ziel der GST-Forschung in den nachsten Jahrzehnten wird es sein, die genauen Wirk-
mechanismen der Enzyme zu studieren, Safener-Wirkungen aufzuklaren und GSTs aus
Pflanzen, die flir die Erndhrung und Phytoremediation relevant sind, hinreichend zu
untersuchen, um dadurch neue Erkenntnisse und Einsatzmdglichkeiten fir Umwelt und

Gesundheit zu gewinnen.
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Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, ein Bild vom Phytoremediationspotential von

Phragmites australis im Hinblick auf die Entgiftung organischer Schadstoffe zu erhalten.

¢ Die Abwasserparameter pH-Wert, BSBs und TOC sollten im Jahresgang ausfiihrlich
untersucht und dargestellt werden, um Riickschliisse auf die Riickhaltekapazitat
und die Restreinigungsleistung der Schilfpflanzen am Filter der KA Mérlbach ziehen
zu koénnen.

e Das Abwasser sollte in der KA Moérlbach zudem auf 17B-Estradiol und andere
endokrin wirksame Substanzen untersucht werden, um das Potential des
bepflanzten Bodenfilters flir den Abbau dieser Substanzen abschatzen zu kdnnen.

e Wahrend des Projektes sollten Entgiftungsenzyme wie Glutathion-Reduktasen
(Schwefelstoffwechsel), Peroxidasen (Stress) und Glutathion S-Transferasen
(Entgiftung) am Filter in Morlbach bestimmt werden, um deren Nutzen als
Biomarker feststellen zu kénnen.

e Weiters sollten Phragmites australis-Pflanzen vom Filter in Mérlbach herangezogen
werden, um Abbau- und Aufnahmestudien von verschiedenen Schmerzmitteln
durchzufiihren und das Potential der Phytoremediation im Hinblick auf Abbau und

Metabolisierung genauer zu beschreiben.

Aus diesen eher anwendungsbezogenen Untersuchungen ergab sich die Fragestellung,
wie und warum die Schilfpflanze auf die vielfaltig beobachteten organischen

Schadstoffe reagiert. Dazu wurden verschiedene Laboruntersuchungen durchgefiihrt.

e Durch Inkubation mit dem Medikament Ibuprofen sollten Entgiftungsenzyme in
verschiedenen Phragmites australis-Pflanzen induziert werden.

e Ebenso sollten Untersuchungen mit dem Herbizid Metolachlor und den Safenern
Benoxacor, Cloquintocet-mexyl und Naphthylessigsaure angestellt, um dabei

Aufschluss auf deren Wirkung auf die Blatter der Schilfpflanzen zu erhalten.
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e In weiteren Untersuchungen an der ganzen Schilfpflanze sollte daraufhin die
Wirkung der Safener Benoxacor, Fenclorim und Fenchlorazol-ethyl auf Blatt und

das Rhizom quantifiziert und Transportsignale identifiziert werden.

Die in der Enzymologie gewonnen Erkenntnisse sollten schlieBlich durch genauere
molekularbiologische Untersuchungen, die sowohl am GSF-Forschungszentrum, als
auch an der Universitat Durham durchgefiihrt wurden, zur besseren Charakterisierung
von GSTs in Phragmites australis beitragen und komplettiert werden.

e Dazu sollten GSTs aus schadstoffinduzierten Rhizomproben von Phragmites
australis aufgereinigt und isoliert werden.

e Mit Hilfe von Antikdrpern sollte gepriift werden, ob nach Safener- und
Schmerzmittelbehandlung GSTs in Schilfpflanzen exprimiert werden.

e Aus den stark induzierten Proben sollte die RNA isoliert werden und durch die
daraus generierte cDNA mit Hilfe von PCR und distinkten Primern auf GSTs gepriift
werden.

e Eine cDNA-Bank aus GST-induziertem Probenmaterial sollte als Grundlage fir

weiterfiihrende Untersuchungen etabliert werden.
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IT  Material und Methoden

Phragmites australis — das Schilfrohr

Phragmites australis (CAVANILLES) TRINIUS ex STEUDEL, das Schilfrohr, gehért zu den
Poaceae, der Familie der SiiBgraser (vgl. Tab. 3) (SCHMEIL&FITSCHEN, 1996; DULL &
KUTZELNIGG, 2005).

Tab. 3: Systematik Phragmites australis (vgl. SCHMEIL & FITSCHEN, 1996)

Systematik

Reich Regnum vegetabile | Pflanzenreich
Abteilung Angiospermae Bedecktsamer
Klasse Monokotyledonae Einkeimblattrige
Ordnung Poales Graser

Familie Poaceae SiBgraser
Gattung Phragmites Schilfrohr

Art australis sudlich

Der veraltete Name Phragmites communis, Gewohnliches Schilfrohr, wird zum Teil
noch synonym verwendet.

Die Schilfpflanze erreicht eine Héhe von durchschnittlich 2-4m (vgl. Abb. 5), manche
Unterarten kdnnen auch wesentlich gréBer werden. So kann Phragmites australis ssp.
altissimus eine Hohe von bis zu 10 m erreichen (SCHMEIL& FITSCHEN, 1996).

An der Blattscheide befindet sich bei Phragmites australis statt der Ublichen Ligula
(Blattscheide) der SiBgraser ein Haarkranz, durch den es sich auch gut von der nah
verwandten Phalaris arundinacea, dem Rohrglanzgras, unterscheiden lasst (WISSING &
HOFMANN, 2002). Das Schilfrohr bliiht von Juli bis September, wobei die Rispe eine
Lange von 40 bis 50cm erreichen kann (SCHMEIL&FITSCHEN, 1996). Die windblltigen
Ahren sind am Grund mannlich, wéhrend sie dariiber zwittrig sind. Die Friichte, die erst
im Spéatherbst ausreifen, sind an einer Ahrenachse angeordnet und stark behaart.
Diese so genannten Schirmchenflieger kdnnen gut durch den Wind verbreitet werden,
aber auch eine schwimmende Ausbreitung (iber das Wasser ist moglich (DULL&
KUTZELNIGG, 2005).

Das Schilfrohr ist ein Rhizomgeophyt mit einem ausgedehnten Rhizomgeflecht, das es

zu starker vegetativer Vermehrung befahigt. Diese Rhizome besitzen nur kurze Seiten-
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und Haarwurzeln und kdnnen in der Hauptwachstumszeit einen Zuwachs von 3cm/d
erreichen. Die Schilfpflanze durchwurzelt den Untergrund bis zu etwa 3m Tiefe und
bildet dichte Rhizommatten aus, vor allem in alten Bestanden, aus denen es immer
wieder neu austreiben kann (WISSING& HOFMANN, 2002). Die Rhizome haben einen
hohen Ligninanteil und besitzen ein Aerenchym (http://www.repo-pflanzen.de, 2006),
was zu erhdhtem Lufteintrag in die Rhizosphédre flihrt. So ist die Pflanze auch im
Winter zur Wasserreinigung befdhigt und die Mikroflora wird beglinstigt (WISSING &
HOFMANN, 2002).

Abb. 5: Junge Phragmites australis auf dem Filter an der KA Mdérlbach, Friihjahr 2004. Die Schilfpflanzen
konnen aufgrund des reichlichen Nahrstoffangebots wahrend der Vegetationsperiode eine Hohe von bis zu
4 Metern erreichen.

Zusatzlich kann sich die Pflanze, durch das Austreiben so genannter Legehalme an den
Nodien, stark ausbreiten und so innerhalb kiirzester Zeit ausgedehnte Areale besiedeln,
die auf nur einen einzigen Klon zurlickgehen kénnen. Es wird vermutet, dass manche
Schilfbesténde auf Pflanzen zuriickgehen, die bereits vor tausenden von Jahren an
diesem Standort vorkamen. Im Donaudelta schatzt man das Alter einiger
Schilfbestande auf bis zu 8000 Jahre (DULL&KUTZELNIGG, 2005).

Der oberirdische Teil des Schilfes, der Halm, ist gekennzeichnet durch schnelles
Wachstum und lange Internodien, die durch erhdhten Anteil an Sklerenchymgewebe
stabilisiert werden (KLOTZLI, 1971).
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Das Schilfrohr kommt an stehenden oder langsam flieBenden Gewassern vor, bis zu
einer Wassertiefe von etwa einem Meter, aber auch auf moorigen Wiesen, in
Erlenbriichen oder Weidenauwaldern ist es anzutreffen (DULL& KUTZELNIGG, 2005). Im
natlrlichen Habitat dienen die Schilfgiirtel verschiedenen Funktionen, wie einer
Minderung von Wellen und somit dem Schutz vor Erosion, einer Filterung des
Durchflusswassers und auch einer Anreicherung von Flora und Fauna
(http://www.repo-pflanzen.de, 2006).

Lockere und nicht zu kalte Schlammbdden mit ausgeglichenem hohem
Nahrstoffangebot werden bevorzugt, aber auch im seichten Wasser ist, bei
ausreichender Ernahrung, ein gutes Wachstum gewahrleistet (ZEMLIN, 2003). Neben
den Eigenschaften, hohe organische Belastungen vertragen zu kénnen, gilt das Schilf
als besonders nitrophil (WISSING&HOFMANN, 2002).

Die Vertraglichkeit von hohen Stickstoffbelastungen macht es zur meistverwendeten
Pflanze in Pflanzenkldranlagen und Pflanzenfiltern (PELLEGRIN&HAUBER, 1999;
MCCUTCHEON & SCHNOOR, 2003). Vorgereinigte Abwasser werden von der Schilfpflanze
im Allgemeinen recht gut vertragen (WISSING& HOFMANN, 2002). Nahrstoffe, wie
Stickstoff und Phosphat, werden zum Wachstum bendtigt und so bis zu einem
gewissen MaB aus dem Abwasser eliminiert (NEUSTIFTER&SCHRODER, 2004).
Empfindlich ist Phragmites australis jedoch gegeniliber starker FlieBbewegung und
permanenter Uberschwemmung, besonders in der Wachstumsphase. Dauerhafte
Uberflutungen, vor allem im Winter, und das Eindringen von Feuchtigkeit von oben
fihren zum Faulen des Pflanzenmaterials und infolge dessen zu groBen
BestandseinbuBen. In Monokulturen und bei hoher Stickstoffversorgung zeigt sich das
Schilfrohr auch sehr anféllig gegeniiber Schadlingsbefall, vor allem durch Blattlduse
(WISSING& HOFMANN, 2002). Dauerhaft ungiinstige Bedingungen kénnen dabei zu
einem Totalausfall des Bestandes fiihren (vgl. NEUSTIFTER & SCHRODER, 2004).

Seit den 1950er Jahren wurde ein Riickgang der natiirlich vorkommenden Schilfgiirtel
beobachtet. Diese Erscheinung wurde erstmals Anfang der 1970er Jahre als
Schilfsterben bezeichnet (vgl. KLOTZLI&ZUST, 1973). Das Naturverstandnis jener Zeit
trug dazu bei, dass natirliche Schilfzonen immer mehr verschwanden und Uferrdume
zunehmend verbaut wurden. Man schatzt, dass bis 1992 an oberbayerischen Seen der
Schilfbestand um etwa 90% zurlickgegangen ist (GROSSER ET AL., 1997). Erst in den
letzten beiden Jahrzehnten wird dem Schutz dieser wichtigen Uferpflanze wieder mehr

Beachtung geschenkt und die Ursache fiir den Rickgang von Schilfbestanden auch
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wissenschaftlich genauer untersucht (vgl. GROSSER ET AL., 1997; MELZER ET AL.,
2001).

Den gezielten Einsatz und die Verwendung von Schilfpflanzen in der Phytoremediation
hat man in Deutschland erst in den vergangenen beiden Jahrzehnten entdeckt. Heute
nutzt man vielerorts das natiirliche Verhalten und die Kapazitat dieser Pflanze, um
gezielt Nahr- und Schadstoffe aus dem Wasser zu filtern, Ufer zu renaturieren und
Abwasser zusatzlich zu reinigen (WISSING&HOFMANN, 2002).

Verwendetes Pflanzenmaterial

Die Experimente zur vorliegenden Arbeit wurden ausschlieBlich mit Pharagmites australis
(CAVANILLES) TRINIUS ex STEUDEL durchgefiihrt.

Sammelorte im Freiland waren der Pflanzenfilter an der KA Mérlbach (vgl. NEUSTIFTER
& SCHRODER, 2004, vgl. Abb. 8). Fiir die Induktionsstudien wurden Phragmites australis
-Pflanzen vom Filter an der KA Mdrlbach und invitro vermehrtes Pflanzenmaterial der
Firma BioPlanta (Leipzig) in das Gewachshaus des GSF-Forschungszentrums Uberflihrt
und dort kultiviert. Fir die molekularbiologischen Untersuchungen an der Universitdt
Durham wurde jeweils ein Teil des Bestandes (Rhizome) der Phragmites australis-
Pflanzen aus Modrlbach und von BioPlanta nach England dberflinrt und dort in

Klimakammern unter definierten Bedingungen vorkultiviert.

Gewachshaus- und Klimakammerbedingungen

Die Phragmites australisPflanzen im Gewdchshaus des GSF-Forschungszentrums
wurden in 11cm-Topfe in ein Torfkultursubstrat (55% Torf, 35% Sand, 10% Lehm,
pH 6,0) getopft (vgl. Abb. 6). Dabei wurden je nach GréBe 1-3 Rhizome in einen Topf
gegeben. Die automatische Anstaubewdsserung versorgte die Pflanzen 2x taglich mit
Wasser und Nahrstoffen (N:P:K~10:5:5). Die Tagestemperatur betrug 20°C, mit
jahreszeitlichen Schwankungen, die Nachttemperatur ca. 10°C. Die relative Luftfeuchte
lag bei ungefahr 60 %, die Lichtdauer war jahreszeitenabhéngig.

Chemischer Pflanzenschutz wurde nicht eingesetzt. Es kamen lediglich biologische
PflanzenschutzmaBnahmen zum Einsatz, wie Florfliegen gegen Blattlduse,
Schlupfwespen gegen WeiBe Fliegen und Nematoden gegen Trauermicken, alle
Neudorff).
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Abb. 6: Phragmites australis-Pflanzen von BioPlanta im Gewachshaus des GSF-Forschungszentrums.

Die Klimakammer an der Universitat Durham (Abb. 7) wurde auf folgende Parameter
eingestellt: Licht 16h/d, 60% relative Luftfeuchte, Bewdsserung 2x téaglich,
Temperatur Tag und Nacht 20°C. Zusatzlich wurde ein N-betonter Diinger verabreicht,
um ein schnelleres Austreiben flir den kurzen Versuchszeitraum voranzutreiben.

Pflanzenschutz wurde nicht angewandt.

Abb. 7: Phragmites australis-Pflanzen nach einer Safenerbehandlung in der Klimakammer der Universitat
Durham.
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Abwasserparameter Mérlbach

Probenahmestellen

An der KA Modrlbach wurden an funf unterschiedlichen Stellen der Teichanlagen
Wasserproben entnommen: 3x am Ablauf des Filters (1, 2 und 3), 1x am Zulauf des
Filters als Mischprobe (4) und 1x am Ablauf der Vorklarung (5), (vgl. Abb. 8).

w
N
JEN

Ablaufrinne

} mit
Einzelabldufen
der Segmente

Bepflanzter
Bodenfilter
(ca. 4 m)

® ® ®
Rampe
(ca.2m) { T T l

ca. 110m

Zulauf aus
Vorklarun L~
g -

Unbeliifteter
Abwasserteich
®

5

ca.30 m

Ablauf zum
Versickerungs-
graben

ca.20m

-

Abb. 8: Probenahmestellen (1-5) am Ablauf der Vorklarung, am unbellifteten Abwasserteich und am
Ablauf des Bodenfilters der KA Mérlbach (Skizze nicht maBstabsgetreu).

25



Material & Methoden

Untersuchungszeitraume

Die Probenahmen an der KA Morlbach wurden an den folgenden Terminen
durchgefiihrt (Tab. 4):

Tab. 4: Probenahmetermine an der KA Morlbach

2003 2004 2005
21.05. 20.01. 31.01.
04.06. 18.02. 14.02.
16.06. 05.05. 13.07.
02.07. 26.05. 27.07.
15.07. 08.06. 09.08.
29.07. 22.06. 31.08.
20.08. 07.07. 13.09.
03.09. 21.07. 28.09.
24.00. 04.08. 12.10
22.10. 18.08.
05.11. 01.09.
18.11. 15.09.
09.12. 29.00.

20.10.

24.11.

20.12.

Die Wasserproben wurden direkt aus der KA Mérlbach entnommen und umgehend zur
weiteren Untersuchung an das Bayerische Landesamt flir Umwelt in Mlinchen geliefert.
Samtliche Untersuchungen an den Probepflanzen sowie die ELISA-Tests wurden am

GSF-Forschungszentrum in Neuherberg durchgefiihrt.

Wasserparameter

Um einen kurzen, aber aussagekréftigen Uberblick {iber das Phytoremediationspotential
des Filters geben zu kénnen, wurden hier drei Parameter aus den Projekten in
Morlbach (vgl. NEUSTIFTER&SCHRODER, 2004, 2005) ausgewahlt und Uber alle drei
Erhebungsjahre im Zusammenhang dargestellt: pH-Wert, der Biochemische
Sauerstoffbedarf (BSBs) und der Gesamtorganische Kohlenstoffgehalt (TOC).
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pH-Wert

Als ein wichtiger Parameter flir die Wassergite gilt der pH-Wert. Er erlaubt
Riickschlisse auf die aktuelle Situation einer Anlage. Schwankungen des pH-Werts,
z.B. durch Alkalisierung aufgrund von CO, - und HCOs™ -Entzug, haben ihre Ursache in
der Photosynthese des Phytoplanktons. Bei Algenbliten im Sommer kann der pH-Wert
stark ansteigen und bei Werten von Uber 8,5 eine Gefahr fir die Biozonose in
Gewassern darstellen (WISSING&HOFMANN, 2002). Es ist deshalb wichtig, in kleinen
kommunalen Abwasseranlagen pH-Werte im Teich und am Ablauf zu erfassen und die
Dynamiken zu kennen. Die Untersuchung der pH-Werte wurde jeweils direkt vor Ort
mit einem Multimeter (IKA) durchgefiihrt (DIN 38404-C5, Methoden-ID: 8, LfU).

Biochemischer Sauerstoffbedarf — BSBs

Mit dem BSBs—Wert wird der Sauerstoffbedarf gemessen, der durch mikrobielle
Stoffwechselprozesse beim Abbau der Schmutzstoffe im aeroben Milieu bei 20°C in
funf Tagen verbraucht wird (BEVER ET AL., 2002). Der BSBs wird Uber einen Zeitraum
von finf Tagen erhoben, da der Sauerstoffgehalt sehr stark schwanken kann, was vor
allem auf die temperaturabhangige Nitrifikation zuriickzufiihren ist. Um Vergleiche
anstellen zu kénnen, hat man sich standardméBig auf diesen Zeitraum geeinigt, weil
die Zehrung dann anndhernd linear verlauft (SCHWORBEL & BRENDELBERGER, 2005). Der
BSBs ist ein sehr aussagekraftiger Abwasserparameter, der es erlaubt, die Giite des
Reinigungsprozesses zu beurteilen. Deshalb wird dieser Wert auch immer an der
Vorklarung und am Ablauf bestimmt, um sich ein Bild von der Eliminierung der
Sauerstoff zehrenden, leicht abbaubaren Stoffe machen zu kénnen, die ansonsten, bei
hoher Belastung, den Sauerstoffhaushalt von Gewassern negativ beeinflussen kénnen
(MUDRACK&KUNST, 2002).

Bei der Betrachtung des bepflanzten Bodenfilters in Mérlbach spielen die BSBs-Werte
nur eine untergeordnete Rolle, da die Reinigungsprozesse meist schon im Teich
abgeschlossen sind. Wichtig war jedoch zu beobachten, ob zusatzliche Auswirkungen
durch den Filter in Bezug auf die Wasserparameter beobachtet werden kénnen.

Der Ablaufgrenzwert von BSBs bei kommunalen Klaranlagen der GroBenklasse I liegt
bei 40mg/L, wobei der selbst erklarte Ablaufgrenzwert in Mérlbach bei nur 35mg/L
liegt (nach Angabe Bayerisches Landesamt flir Umwelt).
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Die Messung des BSBs erfolgte mit OxiTop-Verfahren (WTW, Weilheim). Die
Untersuchungen wurden im Landesamt flir Umwelt durchgefiihrt (DIN EN 1899-1-HA
8.4.2, Methoden-ID: 109, LfU).

Gesamtorganischer Kohlenstoff - TOC

Der TOC (total organic carbon) ist ein MaB flir den gesamtverfligbaren organischen
Kohlenstoff. Er ist der Kennwert flir die organische Belastung des Abwassers und
ebenfalls ein Indikator fiir den Klarprozess (BEVER ET AL., 2002).

Die Untersuchungen zum TOC wurden am Landesamt flir Umwelt durchgefiihrt (DIN
EN 1484 (H3)).

Endokrin wirksame Substanzen im Abwasser der Klaranlage Mdrlbach

Ostrogene und endokrin wirksame Substanzen kommen immer wieder in Abwéssern
(SPENGLER, 2001; GEHRING, 2004) in hohen Konzentrationen vor und stellen somit eine
Gefahr flir das Trinkwasser dar (KLOAS, 2000; HEGEMANN&BUSCH, 2000). Um
feststellen zu kdénnen, ob auch an einer kommunalen Anlage, wie in Médrlbach,
Ostrogene im Abwasser nachweisbar sind, wurden Experimente zum Nachweis von
17 B-Estradiol und vier weiteren endokrin wirksamen Substanzen im Abwasser der KA
Morlbach durchgefiihrt (vgl. NEUSTIFTER & SCHRODER, 2005).

17 B-Estradiol

17 B-Estradiol wurde mit Hilfe eines 17p-Estradiol-ELISA Test-Kit (IBL, Hamburg)
nachgewiesen. Die Nachweisgrenze lag bei 10pg/mL. Bei diesem ELISA
(Enzyme linked immunosorbent assay) handelt sich um einen kompetitiven Enzym-
immunoassay zur direkten und quantitativen Bestimmung von 17 -Estradiol (IBL,
2005). Der Test basiert auf dem Prinzip der kompetitiven Bindung. In die Vertiefungen
(Wells) der Mikrotiterstreifen, die mit Antikdrpern beschichtet sind, wurde die Probe
und eine definierte Menge enzymmarkiertes Antigen (E-Ag) pipettiert. Wahrend der
Inkubation konkurrierte das Antigen aus den Standards bzw. den Proben mit dem E-Ag
um die limitierten Bindungsstellen der auf den Wells fixierten Antikérper (IBL, 2005).

Nicht gebundene E-Ag wurde durch Waschen entfernt. AnschlieBend wurde eine
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Substratlésung hinzugegeben und die Farbentwicklung (blau) durch Zugabe von H,SO,4
(Schwefelsaure) nach einer definierten Zeit gestoppt. Die Reaktionslésung war durch
die Einwirkung der Saure nun gelb gefarbt. Die Intensitdt der gebildeten Farbe ist
umgekehrt proportional zur Antigenkonzentration in den Standards und den Proben
(IBL, 2005). Die Extinktion wurde mit dem Mikrotiterplatten-Reader SpectraMaxPlus
384 (MolecularDevices) photometrisch gemessen und die Antigen-Konzentrationen
anhand einer Standardkurve direkt mit dem Programm SoftMaxPro4.6 (Molecular
Devices) berechnet.

Die Wasserproben fiir den ELISA-Test wurden einen Tag vor der Testdurchfiihrung an
drei verschiedenen Stellen in der Klaranlage genommen: Ablauf der Vorklarung, im
Teich und nach dem Filter in Mischproben aus allen drei Abldufen (vgl. Abb. 8). Die
Lagerung erfolgte Giber Nacht bei 4 °C.

Die vier Probenahmen wurden an der KA Mdérlbach an folgenden Probenahmeterminen
durchgefiihrt: 28.09.2005, 05.10.2005, 12.10.2005 und 17.10.2005.

Weitere endokrin wirksame Stoffe

Am 12.10.2005, wurde eine erweiterte Untersuchung auf endokrin wirksame Stoffe

zusammen mit dem Bayerischen Landesamt fir Umwelt durchgefiihrt (Tab. 5).

Tab. 5: Liste der untersuchten Stoffe am LfU
oP Octylphenol

NP Nonylphenol

HHCB Hexahydro-hexamethyl-cyclopenta-gamma2-benzopyran
DEHP Di(ethylhexyl)phthalat

Bei den beiden Stoffen Octylphenol und Nonylphenol handelt es sich um Alkylphenole,
die als nichtionische Tenside im Umlauf sind. Hexahydro-hexamethyl-cyclopenta-
gamma2-benzopyran (HHCB) ist eine polyzyklische Moschusverbindung und wird als
Ersatz flr den natirlichen Moschusduft in der Duftstoffindustrie verwendet.
Di(ethylhexyl)phthalat (DEHP) ist einer der wichtigsten Weichmacher auf Phthalatbasis,
der in polymere Stoffe eingearbeitet wird und diese elastischer und geschmeidiger
macht. DEHP geht dabei keine chemische Verbindung ein und kann daher aus

Kunststoffen mit der Zeit wieder entweichen. Von diesen Stoffen wei man, dass sie
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endokrin wirksam sein kdénnen (vgl. COORS, 2004; GEHRING, 2004; ENGELMANN&
RHODE, 2005).

Das Ziel war es zu erfahren, ob diese endokrin wirksamen Stoffe in Mérlbach
vorkommen und detektiert werden konnen, da diese Substanzen in kommunalen
Abwasseruntersuchungen nicht standardisiert erfasst werden.

Die mit Salzsdure angesduerten Proben wurden mit einem internen Standardgemisch
(C13-markiert, LfU) versetzt und anschlieBend mit Toluol geschiittelt. Die
Lésungsmittelphase wurde im 1L-Scheidetrichter abgetrennt, (ber Natriumsulfat
getrocknet und auf ein Volumen von ca. 5mL abdestilliert. Die weitere Aufreinigung
erfolgte durch Chromatographie an einer mit Kieselgel gefiillten Reinigungssaule. Der
gereinigte Extrakt wurde auf ein Endvolumen von ca. 200 uL mit Stickstoff schonend
eingeengt und anschlieBend mit Hilfe des Silylierungsmittels N-Methyl-N-
trimethytsilyltrifluoracetamid (MSTFA) derivatisiert. Die Messung erfolgte mit einer
Gaschromatograph-Massenspektrometer-Kombination (GC-MS) im ,Singlelon Modus"
(Agiland 5973 N, mass selective detector, GC-System 6890).

Entgiftungsenzyme in Phragmites australis

Pflanzenproben in Form von Blattern und Rhizomen von Phragmites australis wurden
direkt aus dem Filter in Mdrlbach entnommen. Die Pflanzenproben wurden entweder
fur die enzymatische Untersuchung sofort weiterverarbeitet oder in Fliissigstickstoff

gefroren und flr spatere Aufarbeitungen bei -80°C aufbewahrt.

Aufschluss des Pflanzenmaterials

Der Aufschluss des pflanzlichen Probenmaterials erfolgte nach der Methode von
SCHRODER ET AL. (2005). Gefrorenes Pflanzenmaterial wurde unter Flissigstickstoff
fein gemorsert, abgewogen und anschlieBend sofort mit Aufarbeitungspuffer (10 mL/g)
versetzt (Tab. 6).

Die Inkubation des Puffers mit dem Pflanzenrohextrakt erfolgte 30 min unter stédndigem
Rihren auf Eis. AnschlieBend wurden die ungelésten Bestandteile in einer
Kihlzentrifuge (JA21, Beckman/Coulter) 30 min bei 4°C und 20000xg abzentrifugiert.
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Das Pellet mit den unerwiinschten Zellbestandteilen wurde verworfen und der

Uberstand nach Filterung durch Miracloth (Calbiochem) weiter verarbeitet.

Tab. 6: Aufarbeitungspuffer

Aufarbeitungspuffer

25mM Tris/HCI-Puffer pH7,8 1L
EDTA (5mM) 1,4619g
Nonidet P40 (1 %) 10mL
PVP K30 (1%) 10g

Zur Isolierung der gewilinschten Enzyme aus Pflanzenrohextrakt diente die fraktionierte
Ammoniumsulfatféllung. Fremdproteine und Inhibitoren werden hierbei durch
Zerstorung ihrer Hydrathille geféllt. Mit dem ersten Fallungsschritt (0-40 % (NH4),SO4)
wurden groBere Fremdproteine ausgefallt. Nach 30min Inkubationszeit wurden die
ausgefallten Bestandteile abzentrifugiert (30min bei 20000xg). Aus dem gefilterten
Uberstand wurden im zweiten Fallungsschritt (40-80% (NH,4),SO4) die gewiinschten
Enzyme ausgeféllt. Nach erneuter Inkubation von 30min wurden die ausgefdllten
Bestandteile bei 20000xg abzentrifugiert.

Die nun als Pellet vorliegenden Enzyme wurden mit 25mM Tris/HCI-Puffer, pH7,8
resuspendiert.

Die bendtigte Menge an Ammoniumsulfat wurde nach JAENICKE (1984) berechnet, der
die gewiinschte Salzmenge (S) in Abhdngigkeit von Volumen (V) und vorgegebener
Salzmenge (s) beschreibt:

Menge an benétigtem Ammoniumsulfat [g] = 1’773*;/4* (2_3)

Die resuspendierte Proteinlésung aus der Ammoniumsulfatfallung hat eine sehr hohe
Salzkonzentration, die flir Analysen stérend sein kann (SCHEER, 2003). Deshalb wurde
die gewonnene Proteinlosung flir weitere Untersuchungen (ber PD10-
Gelfiltrationssaulen mit Sephadex G-25-Material (GEHealthcare) entsalzt. Die Saulen
wurden mit 20mL 25mMTris/HCI-Puffer, pH7,8 equilibriert. AnschlieBend wurden 2,5
mL des gewonnenen Proteinextrakts auf die Saulenmatrix gegeben und das dabei

austropfende Eluat verworfen. Das an die Matrix gebundene Protein wurde schlieBlich
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mit 3,5mL des 25mMTris-Puffers von der Sdule eluiert und in 0,5mL
Mikrozentrifugenréhrchen in Fliissigstickstoff tiefgefroren. Die Proteine kénnen Uber
langere Zeit bei -80°C aufbewahrt werden.

Die quantitative Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte photometrisch nach der
Methode von BRADFORD (1976). Definierte Mengen einer Farbstofflosung
(Bradfordldosung, Fluka) wurden mit der Enzymldésung gemischt und fir 15min
inkubiert. Der Farbstoff lagert sich an die Proteine an und verschiebt deren
Absorbtionsmaximum von 465nm auf 595nm. Die Extinktionszunahme wurde
photometrisch gemessen. Diese Werte wurden mit einer fir die jeweilige
Farbstofflésung ermittelten Kalibrierkurve verrechnet und die Enzymmenge quantitativ
bestimmt.

Fir alle hier aufgeflihrten Enzymkinetiken wurde das Photometer Spectra Max Plus 384
(MolecularDevices) verwendet. Alle anschlieBenden Proteinkalkulationen und
statistischen Auswertungen wurden mit dem Programm SoftMaxPro4.6 (Molecular

Devices) durchgefihrt.

Aktivitatsbestimmungen Glutathion S-Transferasen (GSTs)

Zur Bestimmung der GST-Aktivitdten wurden die Substrate 1-Chlor-2,4-Dinitrobenzol
(CDNB), 3,4-Dichlor-2-nitrobenzol (DCNB) und p-Nitrobenzoylchlorid (pNBoC, alle
Sigma) verwendet (vgl. HABIG ET AL., 1974).

Die Enzymldsung wurde dazu in eine Pufferlosung mit reduziertem Glutathion (GSH)
pipettiert und mit dem Substrat versetzt. Zur Messung der Kinetiken wurden die
Substrat-Ansatze (Tab. 7) gemischt und davon je 190pL in die einzelnen Wells von 96
Well-Mikrotiterplatten (Nunc) pipettiert. Kurz vor der Messung im Photometer wurden
in jedes Well 10puL Enzymprobe zugegeben und damit ihr Gesamtansatz auf 200pL
aufgefilllt. Die Kinetik der Konjugation wurde photometrisch tber 5min in Triplikaten
bestimmt. Die Aktivitdtsmessung der GSTs erfolgte Uber die Konjugatbildung bei der
jeweiligen substratspezifischen Wellenldnge. Teilt man den Wert der berechneten
Volumenaktivitat durch die Proteinkonzentration (aus Bradford-Test), erhdlt man die
spezifische Aktivitat in [pkat/mg].
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Tab. 7: Ansatz fiir alle photometrischen GST-Tests

Ansatz GST-Tests

0,1M Tris/HCI-Puffer, pH 6,4 27mL

30mM Substrat 1000pL

60mM GSH 500 L
Substrat CDNB

Konjugate von Chlordinitrobenzol absorbieren spezifisch bei 340nm, der Extinktions-
koeffizient betrdgt 9,6 mMol*xcm™. Als Puffer wurde 0,1M Tris/HCl-Puffer, pH6,4
verwendet. Nachfolgend ist die Konjugatbildung mit CDNB dargestellt (Abb. 9).

NO,

G3H S
GST
ozw—f’f p— S OQN_@SG + H* +Cl-

CDMNE

Abb. 9: Glutathion-Konjugatbildung mit dem Substrat CDNB, katalysiert durch GSTs.

Substrat DCNB

Konjugate von Dichlornitrobenzol absorbieren spezifisch bei 345nm, der Extinktions-
koeffizient betrdgt 8,5mMol*xcm™. Als Puffer wurde 0,1M Tris/HCl-Puffer, pH7,5
verwendet. Die nachfolgende Grafik zeigt ein Schema der Konjugatbildung (Abb. 10).

Cl

GSH c
GST
O,M 7N Ol ON— 7N SG o+ Hr+ C

DCHE

Abb. 10: Glutathion-Konjugatbildung mit dem Substrat DCNB, katalysiert durch GSTs.

Substrat pNBoC

Konjugate von p-Nitrobenzoylchlorid absorbieren spezifisch bei 480nm, der Extinktions-
koeffizient betrdgt 1,9mM?*xcm™. Als Puffer wurde 0,1M Tris/HCI-Puffer, pH6,4
verwendet. Nachfolgend ist die Konjugatbildung mit pNBoC dargestellt (Abb. 11).

33



Material & Methoden
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Abb. 11: Glutathion-Konjugatbildung mit NBoC, katalysiert durch GSTs.

Aktivitatsbestimmungen Glutathion-Reduktasen (GRs)

Die Glutathion-Reduktase (GRs, E.C. 1.6.4.2) liefert standig reduziertes Glutathion flr
den Entgiftungsprozess und kann so als Indikator fiir die Entgiftungstatigkeit gelten.
Die Bestimmung der Glutathion-Reduktase-Aktivitat erfolgte nach einer modifizierten
Methode von VANAKER ET AL. (1998).

Dabei reduziert das Enzym GR die oxidierte Form des Glutathions (GSSG) unter
NADPH-Verbrauch zu seiner reduzierten Form (GSH). Es wird hierbei die

Konzentrationsabnahme von NADPH gemessen.

Tab. 8: Substrat-Ansatz zur GR-Messung

Ansatz GR-Test

0,1M Tris/HCI-Puffer, pH7,5 9,3mL
EDTA 2,92mg
10mM GSSG 100pL
10mM NADPH 100pL

Zur Aktivitdtsmessung wurden 190puL Substrat-Ansatz (Tab. 8) je Well in 96 Well-
Mikrotiterplatten vorgelegt. Die Zugabe von je 10 uL Enzymprobe startete die Reaktion.
Die Extinktionsabnahme wurde 5min bei 340nm, dem Absorptionsmaximum von

NADPH, gemessen. Der Extinktionskoeffizient betrug hier 6,22mM™*xcm™.

Aktivitatsbestimmungen Peroxidasen (POX)

Peroxidasen (POX, E.C. 1.11.1.7) sind an vielen Prozessen im Sekundarstoffwechsel
beteiligt und gelten als unspezifische Stressmarker, z.B. nach Pathogeninfektion oder
Ozonbehandlung, CASTILLO, 1986; MESSNER & SCHRODER, 1999).
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Die Messung der Peroxidaseaktivitat in den Enzymextrakten folgte der Methode von
DROTAR ET AL. (1985). Als Substrat diente Guajacol (vgl. Abb. 12).

OCH,

OCH;  2¢  pox _
Guaacol GUajacyl-Radikal

Abb. 12: Reaktion von H,0, mit dem Substrat Guajacol in Anwesenheit von Peroxidase. Gemessen wurde
das braunliche Produkt Tetraguajacol.

Die Messung erfolgte wie bei den GSTs in 96 Well-Mikrotiterplatten. Es wurden 190 uL
des Substrat-Ansatzes (Tab. 9) in die einzelnen Wells vorgelegt, anschlieBend 10 uL der
Enzymprobe zupipettiert. Die Extinktionsdanderung wurde 5min bei 420nm gemessen.

Der Extinktionskoeffizient betrug hier 26,6 mM™*xcm™.

Tab. 9: Substrat-Ansatz zur POX-Messung

Ansatz POX-Test

0,05M Tris/HCl, pH6,0 27,3mL
0,9mM H,0, 600 L
3,4mM Guajacol 600 L

Auswertungen Aktivitatsbestimmung

Die Aktivitdtsmessungen wurden im UV-Vis-Modus am Photometer (Molecular Devices)
gemessen und mit dem Programm SoftMaxPro4.6 (MolecularDevices) bearbeitet. Die
Messwerte wurden in ,Rates" in der Einheit [MilliOD] angegeben. Die Umrechnung der
Messwerte in Mikrokatal [pkat] erfolgte mittels Gleichung fiir den spezifischen Faktor

(F):

F=V*x 1000 / v* t* p*x € [Mkat]

(V = Endvolumen des Tests in uL, v = Probenvolumen im Test in pL, t = Zeit in s

(rates/min = 60 s), p = Schichtdicke in cm, € = Extinktionskoeffizient in mM*xcm™)
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Aus den oben erhaltenen Werten (Rates) flir die Enzymmenge aus der Messung wird
zunachst die Volumenaktivitdt (VA) berechnet:

VA = Rates* F [Mkat/mL]

Die Volumenaktivitat gibt die Enzymaktivitat in einem bestimmten Volumen an.

Um die Aktivitdten mehrerer Proben miteinander vergleichen zu kdnnen, berechnet
man aus der Volumenaktivitat die spezifische Aktivitat (SpA), die sich auf den
Proteingehalt der Probe und somit auf die Menge an tatsachlich vorhandenem Enzym
bezieht. Die spezifische Aktivitat beschreibt die Enzymaktivitat in [ukat/mg Protein]:

SpA = VA / Proteinkonzentration der Probe[pkat/mg]

Zusatzlich berechnet man die Frischgewichtaktivitat (FgA), die sich auf die

eingewogene Menge an Pflanzenmaterial bezieht:

FgA = VAx* (3,5 / Frischgewicht)  [pkat/g]

Der Faktor 3,5 in ergibt sich aus der Verdlinnung der Probe wahrend der Entsalzung im
Anschluss an die Ammoniumsulfatfallung (PD10 Sdulen). Die Elution des Proteins

erfolgte dort mit 3,5mL Puffer (vgl. Entsalzung).

Temperaturoptima - Bestimmung der Aktivierungsenergie

Verwendet wurden hierzu Blattproben von Phragmites australis aus Morlbach der
Monate Juli, August und September 2005. Nach der Extraktion der Enzyme (SCHRODER
ET AL., 2005) wurde die Proteinkonzentration nach BRADFORD (1976) bestimmt und
die spezifische Aktivitdt der GSTs mit dem Substrat CDNB bei zunehmender
Temperatur (von 5-90°C) gemessen. Aus der Temperaturabhangigkeit einer
Enzymreaktion kann nach DIXON&WEBB (1964) die Aktivierungsenergie E, berechnet

werden.
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Fiir die Anfangsgeschwindigkeit V einer Enzymreaktion gilt:
V = - d[S]* [dt]* = + d[P]* [dt]* = k [ES]

(V = Anfangsgeschwindigkeit, S = Substrat, P = Produkt, t = Zeit, k =

Geschwindigkeitskonstante, ES = Enzym-Substrat-Komplex)

Arbeitet man bei Substratsattigung, kann die Konzentration an Enzym E gleich der
Konzentration an Enzym-Substrat-Komplex ES gesetzt werden: [E] = [ES]. Unter

diesen Voraussetzungen gilt fir eine vorgegebene Enzymmenge:

V = K = d[P]* [dt]*

Die Geschwindigkeitskonstanten K lassen sich somit fiir die untersuchten Enzyme in

[nmol Produkt*min™] angeben. Nach Arrhenius besteht zwischen K und der absoluten

Temperatur T der folgende Zusammenhang:

d[InK]# [dt] = Eax (R T2)*

(R = allg. Gaskonstante (8,3143 Joules Grad™* Mol™)

Durch Integrieren der Gleichung erhalt man dann:

log K = - Ex* (2,303 R T)™ + Konstante

Nach der Berechnung der Geschwindigkeitskonstanten im ansteigenden Bereich des
Temperaturverlaufs werden diese als logK gegen die Reaktionstemperatur in [°K]

aufgetragen. Die Steigung der Geraden S definiert sich somit folgendermaBen:

S = - Ea* (2,303% R)™ [J% Mol™]

Zur Berechnung der Aktivierungsenergie (Ea) ergibt sich daraus:

- Ex = 5% 2,303% R [3+ Mol™]
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Analgetika und Phragmites australis

Abbaustudien Ibuprofen Diclofenac und Paracetamol

Die Abbaubarkeit von Pharmazeutika durch Phragmites australis wurde im Labor des
GSF-Forschungszentrums mit Hilfe der Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC)
untersucht. Es wurden Pflanzenproben, die direkt aus dem Pflanzenfilter aus Mérlbach
stammen, verwendet und deren Abbauverhalten von Schmerzmitteln untersucht.
Rhizomstlicke der Schilfpflanzen wurden in Probelésungen der Medikamente inkubiert
und die Wirkstoffkonzentration in den Probelésungen anschlieBend mit Hilfe der HPLC
analysiert. Untersucht wurden die Analgetika Ibuprofen, Paracetamol und Diclofenac,
die haufig in hauslichen Abwassern vorkommen (TERNES, 2000; JONES ET AL., 2005).
Aus verschiedenen Konzentrationen der Analgetika wurden Kalibrationsgeraden
generiert (vgl. Abb. 14, Abb. 16 und Abb. 18). Zur Inkubation wurde dann jeweils
Konzentrationen ausgewahlt, die im Bereich der Gerade liegen (MEYER, 2004).

Die Schmerzmittel als Reinstoffe sind schwer in Wasser I6slich und wurden deshalb
zuvor in jeweils 1mL 95% Ethanol (Merck) geldést und erst anschlieBend mit
Leitungswasser in die entsprechende Konzentration gebracht. Davon wurden je 20mL
in zwei Proberéhrchen (Falcon) gegeben. Ein drittes R6hrchen beinhaltete als Nullprobe
nur Leitungswasser (vgl. Tab. 10, Tab. 11 und Tab. 12). Daraufhin wurden drei
gleichartige, von Biofilmen gereinigte, jeweils 1g schwere, Phragmites australis-
Rhizomstlicke genommen und in die Falconréhrchen mit der Inkubationsldésung gelegt.
Leitungswasser wurde verwendet, um bei den Pflanzen keinen Stress durch
entionisiertes Wasser hervorzurufen und natirliche Bedingungen zu schaffen. Aus den
Ansatzen in den Falconréhrchen wurde bei allen Versuchen zu Beginn (Oh), nach 1h,
6h, 9h und 24h jeweils eine Probe (500uL) gezogen. Fiir die Abbauversuche wurde
die HPLC ProStar 215 (Varian) mit dem UV-Detektor SP-4 (Gynkotek) verwendet.

Ibuprofen

Ibuprofen ist ein nichtsteroidales Antirheumatikum, das zur Behandlung von
Schmerzen, Entziindungen und Fieber eingesetzt wird. Chemisch gehoért es in die
Gruppe der Arylpropionsauren (vgl. Abb. 13). Verwendet wurde Ibuprofen (Sigma) in

einer Konzentration von 0,1 mM.
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OH

Abb. 13: Strukturformel Ibuprofen (Bild aus: http://de.wikipedia.org/wiki/Bild:Ibuprofen-2D-skeletal.png).

Tab. 10: Ansatze fiir Ibuprofen-Abbau-Versuch

Probe Befiillung jeweils 20 mL
P1 Rhizomstlick Phragmites australis in Leitungswasser
P2 0,1 mM Ibuprofen-Lésung ohne Rhizom
P3 0,1 mM Ibuprofen-Lésung mit Rhizom Phragmites australis

Von den Ibuprofen-Ansatzen (Tab. 10) wurden nach den jeweiligen Inkubationszeiten

(0-24h) jeweils 500 uL entnommen und davon 10pL in die HPLC-Anlage injiziert. Die

Ibuprofen-Konzentration wurde bei 233nm detektiert. Zum Einsatz kamen eine

HypersilODS-Saule (C18, 250mmx4,6 mm, Supelco) als stationdre Phase und ein

Acetonitril/Kalium-hydrogenphosphat-Puffer (60% Acetonitril, 40% Kaliumhydrogen-

phosphat, Sigma-Aldrich, Merck) als mobile Phase. Die Flussrate betrug 1mL/min,

isokratisch.

Konzentrationen [uM]
Ul
o
o

y = 0,000065x
R2 = 0,99

Area

0 4000000 8000000 12000000 16000000

Abb. 14: Kalibriergerade Ibuprofen, erhalten aus den Messungen mit den Konzentrationen 10puM, 100uM

und 1000pM.
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Diclofenac

Diclofenac ist ein wichtiges nichtsteroidales, schmerzlinderndes (analgetisches) Mittel,
das in zahlreichen Handelspraparaten enthalten ist (z.B. in Voltaren, Allvoran,
Monoflam) (http://www.omikron-online.de, 2006).

Verwendet wurde das Natriumsalz (vgl. Abb. 15) des Analgetikums Diclofenac (Sigma)

in einer Konzentration von 0,1 mM.

CO,;Na

NH
Cl Cl

Abb. 15: Strukturformel Diclofenac-Natrium (aus: http://images.google.de/images?q
=tbn:ifjkku39XOnfxM:http:// www.novartis.co.jp/product/vol/img/vsr04.gif).

Tab. 11: Ansatze fir Diclofenac-Abbau-Versuch

Probe Beflillung jeweils 20mL
P1 Rhizomstiick Phragmites australis in Leitungswasser
P2 0,1 mM Diclofenac-Lésung ohne Rhizom
P3 0,1 mM Diclofenac-Lésung mit Rhizom Phragmites australis

Von den Diclofenac-Proben (Tab. 11) wurden ebenfalls nach den Inkubationszeiten
jeweils 500pL-Proben entnommen und 10pL in die HPLC-Anlage injiziert. Die
Konzentration wurde bei 272 nm gemessen. Verwendet wurde eine Hypersil ODS-Saule
(C18, 250mmx4,0mm, Supelco) als stationdare Phase und ein Acetonitril/
Natriumacetat-Puffer (60% Acetonitril, 40% Natriumacetat, Sigma-Aldrich) als mobile

Phase, mit einer Flussrate von 1 mL/min, isokratisch.
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Konzentrationen [uM]

y = 0,00013x
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Abb. 16: Kalibriergerade Diclofenac-Natrium, erhalten aus den Messungen mit den Konzentrationen 10uM,
100 M und 1000 M.

Paracetamol

Paracetamol ist ein Acetanilid und gehért in die Gruppe der Nichtopioid-Analgetika (vgl.

Abb. 17). Es ist als Schmerzmittel (Analgetikum) in deutschsprachigen Landern von

mehreren

Herstellern unter vielen Markennamen erhdltlich (z.B. ben-u-ron,

Paracetamol-Hexal). Fir diesen Versuch wurde das hochreine Medikament (Merck) in

der Konzentration 0,01 mM verwendet.

Abb. 17: Strukturformel Paracetamol ( aus: http://www.strukturformeleditor.de/Paracetamol.jpg).

OH

MH

r

Tab. 12: Ansatze fiir Paracetamol

Probe Befiillung jeweils 20mL
P1 Rhizomstlick Phragmites australis in Leitungswasser
P2 0,01 mM Paracetamol-L6sung ohne Rhizom
P3 0,01 mM Paracetamol-Losung mit Rhizom Phragmites australis
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Nach den Inkubationszeiten (0-24h) wurden von den Paracetamol-Ansatzen (Tab. 12)
wurden jeweils ein 500 pL-Aliquot entnommen und davon je 10pL in die HPLC-Anlage
injiziert. Die Paracetamol-Konzentrationen wurden bei 250nm detektiert. Verwendet
wurde eine Hypersil ODS-Saule (C18, 250mmx4,0mm, Supelco) als stationdre Phase
und eine Essigsaure/Methanol-Losung (85 % Essigsaure (1%), 15% Methanol, Sigma-
Aldrich, Merck), als mobile Phase. Die Flussrate betrug dabei 1 mL/min, isokratisch.

100

90

50 y = 0,000041x o
20 R2 = 0,99 —

Konzentrationen [uM]

0 500000 1000000 1500000 2000000
Area

Abb. 18: Kalibriergerade Paracetamol, erhalten aus den Messungen mit den Konzentrationen 1uM, 10uM
und 100 M.

Spezifische Aktivitaten bei Ibuprofen- und Diclofenac-Proben

Bei den beiden Rhizomproben aus dem Abbauversuch von Ibuprofen und Diclofenac,
wurden abschlieBend auch die spezifischen Aktivitdten bei den GSTs und POX bestimmt
und im Vergleich zu den Kontrollen dargestellt.

Die Aufarbeitung des pflanzlichen Probenmaterials, die anschlieBende Enzymaktivitats-
bestimmung mit dem Substrat CDNB und die Bestimmung der Proteinkonzentrationen

erfolgte wie bereits bei den Entgiftungsenzymen in Material & Methoden beschrieben.
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Untersuchungen zur Aufnahme und Metabolisierung von Paracetamol in
Phragmites australis

Aufgrund der deutlichen Abnahme der Konzentration des Analgetikums Paracetamol in
der Inkubationsldsung in Anwesenheit von Rhizomstlicken der Schilfpflanze, stellte sich
die Frage, ob es sich dabei lediglich um einen Abbau im Wasser handelt, oder ob das
Medikament in das Rhizom aufgenommen und metabolisiert wird.

Um Uber diesen Sachverhalt genaueren Aufschluss zu erhalten, wurde das 1g schwere
Rhizomstlick von Phragmites australis aus Morlbach, das 24h in der 0,01mM
Paracetamollésung inkubierte, aufgearbeitet und auf Paracetamol und seine
Metaboliten untersucht. Diese Untersuchung wurde in Zusammenarbeit mit Dr.
Robert May (Medizinisches Labor Dr.Tiller&Kollegen, Minchen) mittels HPLC
durchgefiihrt.

Zur Aufarbeitung wurde das Rhizom unter Flissigstickstoff mit Mdrser und Pistill
pulverisiert (vgl. SCHRODER ET AL., 2005). Aufgenommen wurde das Pflanzenmaterial
in 10% Ethanol in H,0 (v/v) und gut durchmischt. Mit dem UltraTurrax (IKA) wurde
die Probe nochmals zerkleinert. AnschlieBend wurde 20min bei 20000xg und 4°C
zentrifugiert (Kiihlzentrifuge JA21, Beckman/Coulter). Der Uberstand wurde durch
Miracloth (Calbiochem) filtriert und schlieBlich tiefgefroren.

Im Labor wurde ein 25 pL-Aliquot des aufgetauten Rhizom-Extrakts enthnommen und in
eine HPLC (Dionex) zur Paracetamolanalytik eingespritzt. Detektiert wurde mit UV-Vis
(Gynkotek) bei 250nm. Ausgewertet wurde mit dem Programm Chromeleon 6.8

(Dionex).

Ibuprofen-und Safner-Experimente im Hinblick auf GSTs

Ibuprofen-Experiment

In diesem Versuch wurden Phragmites australis-Pflanzen aus Morlbach und von
BioPlanta mit einer Ldésung des Schmerzmittels Ibuprofen (Sigma) in einer
Konzentration von 100mM bespriiht. Zur besseren Applikation und Aufnahme in die

Pflanze wurde der Losung eine geringe Menge Detergens (Tween20, 0,1%, Sigma)
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zugegeben und die ganze Pflanze tropfnass gespriiht, mit etwa 5mL Ldsung je Pflanze.
Die Anwendung wurde nach 1h wiederholt. Die Experimente wurden mit Nullprobe und
in dreifacher Wiederholung durchgefiihrt.

Die Aufarbeitung des pflanzlichen Probenmaterials und die anschlieBende Enzym-
aktivitdtsbestimmung mit dem Substrat CDNB aller Safener- und Ibuprofen-
Experimente erfolgte wie bereits bei den Entgiftungsenzymen in Material & Methoden
beschrieben. Beim Ibuprofen-Experiment wurde die Aktivitdtsbestimmung zudem mit
den Substraten DCNB und pNBoC durchgeftihrt.

Blatt-Induktionsversuch

Beim Blatt-Induktionsversuch wurden Phragmites australis-Pflanzen aus Moéribach
verwendet, die im Gewachshaus des GSF-Forschungszentrums angezogen wurden.

Es wurden dabei die Safener Benoxacor (Sigma), Cloquintocet-mexyl und
Naphthylessigsdaure (NAA, beides Fluka) in der Konzentration von 100mM verwendet.
Benoxacor ist ein Safener bei Mais, Cloquintocet-mexyl wird bei Weizen und NAA wird
bei Hirse eingesetzt (HOCK ET AL., 1995). Von den Safenern wurden Ldsungen
hergestellt (je 100mM) und davon 20mL in Falconréhrchen gefiillt. Dort hinein wurden
20 frisch geschnittene Blatter von Phragmites australis gegeben. Um Verdunstung der
Safener-Lésungen zu vermeiden, wurden die Réhrchen mit Parafilm abgedichtet. Nach
24h wurden die Blatter entfernt, aufgearbeitet und auf Proteingehalt und spezifischen
Aktivitat gegenliber GSTs untersucht.

Die Blatt-Induktionsversuche wurden mit Nullprobe und in dreimaliger Wiederholung

durchgeflihrt.

Safener-Induktionsversuch 1

Im Safener-Induktionsversuch1l wurden ganze Phragmites australis-Pflanzen aus
Morlbach verwendet. Die vom Filter enthnommenen Pflanzen wurden in 1ler Tdpfen
vorkultiviert und mit dem Herbizid Metolachlor oder dem Safener Benoxacor (beide
Sigma) bespriiht. Weitere Pflanzen erhielten eine Blockbehandlung aus dem Safener
Benoxacor und 72h spater mit dem Herbizid Metolachlor. Die Konzentrationen der

applizierten Spritzldsungen betrugen 100 mM.
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Safener-Induktionsversuch 2

Im Anschluss an den Safener-Induktionsversuchl wurden beim Safener-
Induktionsversuch 2 mit ganzen Phragmites australis-Pflanzen von BioPlanta gearbeitet.
Die Pflanzen wurden mit den Safenern Benoxacor (Sigma), Fenclorim (Fluka) und
Fenchlorazol-ethyl (Ehrensdorfer) in den Konzentrationen 100mM bespriiht. Die
Safener Fenclorim und Fenchlorazol-ethyl werden bei Reis bzw. Weizen eingesetzt
(HOCK ET AL., 1995).

Bei beiden Safener-Induktionversuchen1+2 wurde ebenfalls zur besseren Applikation
und Aufnahme in die Pflanze allen Spritzldsungen eine geringe Menge Detergens
(Tween 20, 0,1%, Sigma) zugegeben und die ganze Pflanze und das Substrat
tropfnass bespriiht, was in etwa einer Losung von 5mL je Pflanze entspricht. Die
Anwendung wurde nach 1h wiederholt. Die Safener-Experimente wurden mit Nullprobe
und in dreifacher Wiederholung durchgeftihrt.

Affinitatschromatographie

Die Affinitatschromatographie diente der weiteren spezifischen Trennung des
Enzymgemisches im Rohextrakt. Sie beruht auf der Affinitat des zu trennenden Enzyms
zur Matrix des Saulenmaterials. Das Saulenmaterial besteht aus Agarose, an die Uber
so genannte Spacermolekiile Glutathion gebunden ist. Glutathionabhdngige Enzyme,
nach denen im vorliegenden Fall gesucht wird, kdnnen so spezifisch an diese Matrix
binden. Die Elution der Enzyme erfolgt in mehreren Fraktionen mit steigender GSH-
Konzentration im Elutionspuffer (25mM Tris/HCI-Puffer, pH7,8). Bei zunehmender
Konzentration von GSH kommt es an der Saulenmatrix zu Verdréangungsreaktionen
wobei spezifisch gebundenen Enzyme nach und nach eluiert und in einzelnen
Fraktionen (1 mL) gesammelt werden.

Fir die Affinitatschromatographie wurde das Saulenmaterial GSH-Agarose (Fluka)
verwendet, da sich bereits in friiheren Arbeiten gezeigt hatte, dass dieses
Saulenmaterial bei Phragmites australis geeignet ist (MAIER, 2004).

Zum Equilibrieren der Saule wurde die Matrix mit 20ml 25mM Tris/HCI-Puffer, pH7,8
gespilt. Daraufhin wurde 1mL des entsalzten Proteinrohextrakts (Benoxacor-

Rhizomprobe und Kontrolle) auf die Saule gegeben und bei geschlossener Sdule 15min
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bei Raumtemperatur inkubiert, um eine ausreichende Bindung der Enzyme an die
Liganden zu gewahrleisten.
Die Elution erfolgte nach folgendem Gradienten (Tab. 13):

Tab. 13: Gradienten fiir die Elution bei Affinitatschromatographie

Eraktion Konzentration | Konzentration
NaCl [M] GSH [mM]
1-10 0 0
11-12 0,1 1
13-14 0,15 2
15-16 0,2 4
17-18 0,25 8
19-20 0,3 16
21-22 0,3 0
23-27 0,5 0

Die aufgefangenen 1 mL-Fraktionen wurden einzeln gesammelt und bei -80°C gelagert.
Zur Beurteilung der Trennleistung wurde in allen Fraktionen der Proteingehalt nach
(BRADFORD, 1974) und die spezifische GST-Aktivitat flr das Substrat CDNB bestimmt.
Nach der Affinitdtschromatographie sollen die Proben entsalzt werden, bevor sie in der
Gelelektrophorese aufgetrennt werden.

Dies erfolgte (iber PD 10-Gelfiltrationssaulen mit Sephadex G-25-Material (GE
Healthcare), wie bereits im Kapitel Aufschluss des Pflanzenmaterials in Material &

Methoden beschrieben.

2 D-Gelelektrophorese

Aufgetragen wurden Proben nach Affinitatschromatographie der Phragmites australis-

Rhizome aus dem Safener-Induktionversuch 2 (Benoxacor-Behandlung, 72h).
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Erste Dimension - Auftrennen nach dem Isoelektrischen Punkt

Tab. 14: Rehydratisierungspuffer

Rehydratisierungspuffer

Urea (8 M) 9,69
CHAPS (2 %) 0,49
EDTA-Na, (0,5M) 100pL
EGTA (0,5M) 100pL
H,O dd ad 20mL
Bromphenolblau (0,5 %) 200 L
IPGBuffer 100pL

Die Probe (5pL) wurde mit 120 L Rehydratisierungspuffer (Tab. 14) gemischt, 125puL
Gesamtansatz. Der Probenansatz wurde auf den flir die erste Dimension benétigten
IPGDryStrip pH 3-10 (Amersham) pipettiert. Die Inkubation erfolgte 10h bei
Raumtemperatur in einem mit CoverFluid bedeckten Keramikschiffchen (Amersham).
AnschlieBend wurde der IPGDryStrip auf der IPGphor (Amersham) mit folgendem

Programm isoelektrisch fokussiert (Tab. 15):

Tab. 15: Programm IPGphor

Programm IPGphor 50 pA/Strip bei 20°C
1 Gradient 500V 30min
2 Gradient 1000V 30min
3 Step &Hold 5000V 100 min

Zweite Dimension - Auftrennen nach Molekulargewicht

Zur Herstellung des Acrylamid-Gels wurden Wasser, Lower Gel Buffer und Acrylamid
(Tab. 16) nacheinander in ein Becherglas pipettiert und der Ansatz ca. 15min im
Exsikkator entgast. Danach wurden Ammoniumpersulfat (APS, Pharmacia) und
Tetramethyl-ethylendiamin (TEMED, Sigma), die die Vernetzung starten, zugeben und
sofort mit Hilfe einer Pumpe (Gilson) blasenfrei in die Gelkammer (Hoefer) gepumpt,
mit Butanol (Sigma) Uberschichtet und flir mindestens 2 h auspolymerisiert.
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Tab. 16: Ansatz Acrylamidgel

129%iges Acrylamidgel SDSLower Gel Buffer

H,0 dd 18mL 1,5M Tris pH8,8 480 mL
SDS Lower Gel Buffer 10mL 10% SDS-Stocklésung 20mL
Acrylamid : Bis 40% (w/v) 12mL

APS 10%, (w/v) 400 L

TEMED 20puL

Zur Auftrennung nach Molekulargewicht wurde das Gel in eine Elektrophoresekammer
(Hoefer) gestellt. Der IPGDryStrip wurde mit den Equilibrierlésungen B1 und B2 (vgl.
Tab. 17) 15min auf einem Schiittler inkubiert. Danach wurde er kurz in SDS-Laufpuffer
(Tab. 19) getaucht und an der oberen Kante des Gels platziert. Auf einer Seite des Gels
wurden 5uL Marker (Fermentas) auf einem Stiick Filterpapier eingebracht. Das Gel
wurde mit fllissiger Agarose (0,5%, ca. 60°C) blasenfrei Uberschichtet, die Kammer
mit SDS-Laufpuffer aufgefiillt, verschlossen und bei 200V, 200mA und 300W ca. 2h

getrennt. Nach der Auftrennung wurde das Gel in Fixierlésung 1 (Tab. 20) gegeben.

Tab. 17: Stamml6sung A fur Inkubationen

Stammldsung A

1M Tris pH6,8 2mL

80 % Glycerin 12mL
Harnstoff 14,49
20% SDS-Lésung 4mL
H,0 dd ad 40mL

Tab. 18: Inkubationsldsungen B1+2 aus Stammlésung A

Losung B1 Losung B2

StammldsungA 20mL StammldésungA 20mL

DTE 0,4g Iodacetamid 0,59
Bromphenolblau (0,5 %) 70uL

Tab. 19: SDS-Laufpuffer

10x SDS-Laufpuffer

SDS (1 %) 10g
Tris (0,25 M) 30g
Glycin (1,92 M) 1449
H,0 dd ad 1L
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Das Gel inkubierte 60 min in Fixierlosung 1 (Tab. 20) auf dem Schiittler. AnschlieBend
wurde es 3x20min mit Fixierldsung 2 (Tab. 20) gespiilt, 1 min in die Sensitizerldsung
(Tab. 21) gelegt und anschlieBend 2x mit Wasser gesplilt. Im Anschluss erfolgte die
Farbung mit Silbernitratiésung (Tab. 21), wobei das Gel im Dunklen 20min auf dem
Schiittler inkubierte und anschlieBend 2x mit Wasser gespuilt wurde. Das Gel wurde
danach in die Entwicklerlésung (Tab. 22) gelegt und inkubierte so lange bis sich
Banden zeigten. Zum Beenden der Entwicklung wurde das Gel in die Stopplésung (Tab.
22) gegeben. Die Lagerung des Gels erfolgte in Wasser mit 10 % Glycerinanteil.

Tab. 20: Fixierldsungen

Fixierlosung 1 Fixierldsung 2

H,0 dd 40mL H,O dd 210mL
100 % EtOH 50mL 100 % EtOH 90mL
Eisessig 10mL

Tab. 21: Sensitizer und Silbernitratldsung

Sensitizer Silbernitratlésung

H,O dd 100mL H,O dd 100mL

200 mM Natriumthiosulfat 400 L Silbernitrat 0,29
37 % Formaldehyd 54puL

Tab. 22: Entwickler und Stopplésung

Entwickler Stoppldsung

H,0O dd 100mL H,0 dd 95mL
Natriumcarbonat 69 Eisessig 5mL
200mM Natriumthiosulfat 10pL

37 % Formaldehyd 54L
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Western Blots

Fir die Western Blots wurden die Proben aus samtlichen Safener-Versuchen mit
Phragmites australis, sowohl mit Pflanzen aus Moérlbach als auch von BioPlanta,
verwendet.

Proteine wurden aus dem zu untersuchenden Pflanzenmaterial extrahiert (SCHRODER
ET AL., 2005), der Proteingehalt nach der Methode von BRADFORD (1976) bestimmt,
denaturiert und durch SDS-PAGE nach GroBe aufgetrennt.

Gelherstellung

Zur Gelherstellung wurde das Ready GelSystem (BioRad) verwendet. Das Gel besteht
aus einer unteren und einer oberen Gelzone (Tab. 23), die Ubereinander in die

Glaskammer (ca. 8,6x6,8cm) eingegossen wurden.

Tab. 23: Ansatz SDS-PAGE

SDS-PAGE, untere Zone SDS-PAGE, obere Zone

H,O dd 4,2mL Stacking Buffer (Sigma) ImL
Resolving Buffer (Sigma) 2,5mL Acrylamid: Bis 40 % (w/v) 1,0mL
Acrylamid: Bis 40 % (w/v) 3,2mL APS (01g/mL) 100 L
APS (0,1g/mL) 100 pL

Die untere Gelzone wurde bis ca. 1cm unter die Glaskante gegossen, mit Butanol
Uberschichtet und zum Auspolymerisieren ca. 1h stehen gelassen. AnschlieBend wurde
die obere auf die untere Zone aufgetragen und ein Kamm, entsprechend der Anzahl
der bendtigten Slots, eingesetzt. Die aufzutragenden Proben (100puL + 5puL Farbstoff
Bromphenolblau, Sigma) wurden in die Slots des Gels pipettiert. Das Gel wurde
schlieBlich in die Gelkammer (BioRad) eingestellt, fixiert und mit gekihltem
Transferpuffer (Tab. 24) beflillt. Die Auftrennung erfolgte 50 min bei 200V.

Blotting

Das Gel wurde vor dem Blotten 15min in Transferpuffer (Tab. 24) gelegt. Fir das
Blotting wurde das Gel auf eine PVDF-Membran (ImmobilonP, Problott) gelegt und
nach einem Blotting-Schema geschichtet (Tab. 24). Durch die angelegte Spannung
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(100-200V, max. 400mA) und den dadurch hervorgerufenen Stromfluss wurden die in
dem Gel aufgetrennten Proteine in einer speziellen Kammer (BioRad MiniSystem),
gefillt mit gekiihltem TBS-Puffer (Tab. 24) auf die PVDF-Membran gezogen.

+
Durchsichtige Kammerplatte
Schwamm
3mm Filterpapier
PVDF Membran
Gel
3mm Filterpapier
Schwamm
Graue Kammerplatte

Abb. 19: ,Blotting sandwich"; Schichtung der Komponenten fiir das Blotting-Verfahren; +/- Anschlisse
Kathode/Anode.

Hybridisierung

Nach dem Blotten wurde die Membran zunachst in TBS-Puffer (Tab. 24) gewaschen
und anschlieBend 1h in TBS/Milchpulverldsung (3%) auf dem Schiittler blockiert.
Danach wurde die Membran in eine frische TBS/Milchpulverlésung (3 %) gegeben, die
den primdren Antikdrper (Anti-GST-Antikdrper [Phi und Tau], Konzentrationen etwa
1/5000, Sigma) enthielt. Die Inkubation wurde (iber Nacht bei 4°C auf dem Schiittler
durchgefiihrt. Im Anschluss daran wurde die Membran gewaschen, 2x 20min in TBST-
Puffer (Tab. 25) und 1x 20min in TBS-Puffer (Tab. 24). Danach wurde der sekundare
Antikdrper  (Anti-rabbitalkaline phosphatase conjugate, 1/20000, Sigma) in die
TBS/Milchpulverlésung (3%) mit der Membran gegeben und auf dem Schiittler bei
Raumtemperatur 1h inkubiert. AnschlieBend wurde erneut mit TBST-Puffer und TBS

Puffer gewaschen.

Tab. 24: Puffer Western Blots

Transferpuffer, pH8,4 TBS-Puffer, pH7,4

H,0 dd 1L H,0 dd 1L
Tris 1,93¢g Tris 1,21¢g
Glycin 9,0g NaCl 8,779
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Tab. 25: Puffer Western Blots

TBST-Puffer, pH7,4 100 mM Tris-Puffer, pH9,5
H,O dd 1L H,0 dd 1L
Tris 1,21g Tris 12,19
NaCl 8,779
Triton X-100 1mL

Farbung

Nach dem Hybridisieren wurde die Membran in 100mM Tris-Puffer (Tab. 25) eingelegt
und gesplilt. Die durch den Antikdérper markierten Proteine wurden mit dem NBT/BCIP
ColorimetricSubstrate (Sigma) angefarbt und sichtbar gemacht. Die getrockneten

Membranen wurden anschlieBend eingescannt und ausgewertet.

RNA Isolierung

Aus den Aktivitdatsmessungen und den Western Blots war deutlich die Steigerung der
GST-Expression nach Benoxacor-Applikation bei Phragmites australis-Pflanzen aus
Médrlbach zu erkennen (vgl. Abb. 42 und 45). Deshalb wurde zur molekularbiologischen
Untersuchung diese Pflanzenprobe verwendet und daraus die RNA isoliert.
Durchgeflihrt wurde die Isolierung der RNA mit Hilfe des RNeasy MiniKit (Qiagen), das
sich bei Pflanzen auf die Methode von HOECKER ET AL. (1999) stiitzt.

Tiefgefrorenes Pflanzenmaterial wurde in Flissigstickstoff vorsichtig gemdérsert, 100 mg
abgewogen wund in ein steriles 1,5mL Mikrozentrifugenréhrchen Uberflihrt.
AnschlieBend wurden 450puL RTLBuffer (Qiagen) dazugegeben und die Probe kraftig
gevortext. Durch Inkubation des Probenrdhrchens in einem Wasserbad bei 56°C fir
ca. 3min wurde der Zellaufschluss zusatzlich unterstiitzt. Das Lysat wurde
anschlieBend in eine QIAshredder Spinsaule (Qiagen) pipettiert und 2min bei 12000xg
zentrifugiert. Der Uberstand der Durchflussfraktion wurde in ein neues
Mikrozentrifugenréhrchen transferiert. Zum Uberstand wurde das 0,5fache des
Volumens an 95% Ethanol (Merck) dazugegeben und gemischt. Dieses Lysat wurde
auf eine RNeasyMini-Saule (Qiagen) aufgetragen und bei 8000xg 15s zentrifugiert.
Der Durchfluss wurde verworfen. Auf die RNeasy Mini-Saule wurden 700 uL RW1 Buffer
(Qiagen) pipettiert und 15s bei 8000 xg zentrifugiert. Der Durchfluss wurde erneut
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verworfen. AnschlieBend wurde ein neues, RNase-freies Mikrozentrifugenréhrchen
unter der RNeasyMini-Saule platziert und 500pL RPEBuffer (Qiagen) auf die Sdule
pipettiert. Die Sdule wurde zum Waschen flir 15s bei 8000xg zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde verworfen. Der vorangegangene Schritt wurde wiederholt und erneut
500uL RPEBuffer auf die Saule geben und zum Trocknen nun 2min bei 8000xg
zentrifugiert. Das Mikrozentrifugenréhrchen samt Durchfluss wurde verworfen und die
Sdule zum Eluieren in ein neues, RNase-freies Mikrozentrifugenréhrchen Uberfiihrt. Es
wurden danach 50puL RNase-freies Wasser direkt auf die trockene Silicagel-Membran
der RNeasyMini-Sdule pipettiert und zentrifugiert, 1min bei 8000xg und
Raumtemperatur. Die gereinigte RNA befandt sich nun in wassriger Lésung in dem
Mikrozentrifugenrohrchen. Die Konzentration der Gesamt-RNA wurde Uber eine
photometrische Messung der Absorption im Eluat bei 260 nm bestimmt.

Die Reinheit und die Qualitdt der RNA wurde sowohl Uber das Verhaltnis der
Absorptionswerte von 260nm zu 280nm, als auch Uber eine denaturierende Agarose-
Gelelektrophorese mit Ethidiumbromid (Sigma) auf dem UV-Transilluminator Uberprift
(Gel Doc XR System, BioRad).

mRNA Isolierung

Die mRNA wurde aus der gewonnenen RNA mit Hilfe des Dynabeads mRNA Purfication
Kit (DynalBiotech) isoliert nach einer Methode von AASHEIM ET AL. (1994). Bei den
Dynabeads handelt es sich um superparamagnetische Perlen aus Polymeren mit einem
Eisenoxidkern und kovalent an die Oberflaiche gebundenen Oligo(dT)25-Sequenzen
(Durchmesser 2,8-5,0um). An diese Sequenzen hybridisieren die terminalen
Poly(A)Sequenzen der mRNA-Molekiile. Wird ein Magnet angelegt, sammeln sich die
beladenen Perlen aufgrund ihrer magnetischen Eigenschaften an der dem Magneten
zugewandten GefaBseite (RICHTER, 2003).

75ug reine RNA wurden mit 10mM Tris-Puffer (Tab. 26) auf ein Volumen von 100pL
gebracht. Das ReaktionsgefaB wurde anschlieBend fiir 2min im Wasserbad bei 65°C
erhitzt, um die RNA zu denaturieren. Die Probe wurde danach auf Eis abgekihit.
Wahrenddessen wurden von der DynabeadsOligo(dT),s Stocklésung (DynalBiotech)
200puL entnommen und in ein neues, steriles Mikrozentrifugenréhrchen (1,5mL)
gegeben und in die Magnetvorrichtung DynalMPC-S (DynalBiotech) eingestellt. Nach
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etwa 30s wurde der Uberstand abgenommen, so dass nur noch die magnetisierten
Dynabeads im Rdhrchen (brig blieben. Diese wurden nach dem Herausnehmen aus
dem Magneten 1x mit 100uL BindingBuffer (Tab. 26) gespilt und wieder in den
Magneten eingestellt. Nach 30s wurde der Uberstand abpipettiert und das Réhrchen
aus dem Magneten entfernt. Es wurden nochmals 100uL BindingBuffer zu den
verbliebenen Dynabeads hinzugegeben und schlieBlich 100uL der Gesamt-RNA
hinzupipettiert, gut gemischt und zur Inkubation 5min auf dem Schiittler bei
Raumtemperatur gegeben. Das Mikrozentrifugenréhrchen wurde erneut in den
Magneten eingestellt. Der Uberstand wurde abgenommen und die Dynabeads
anschlieBend 2x mit 200uL WashingBuffer (Tab. 26) gespllt. Zur abschlieBenden
Elution wurden 10uL Tris-Puffer (Tab. 26) zu den verbleibenden Dynabeads gegeben
und auf 65°C im Wasserbad erhitzt. Das R6hrchen wurde wieder im Magneten platziert
und der Uberstand mit der isolierten mMRNA in ein neues RNase-freies
Mikrozentrifugenréhrchen Uberfiihrt und kihl aufbewahrt.

Die Konzentration der mRNA wurde am Photometer (ND-100, Nanodrop) bestimmt.

Tab. 26: Puffer zur mRNA-Isolierung (alle Dynal Biotech)

10 mM Tris-Puffer, pH7,5 Binding Buffer Washing Buffer

H,O dd 1L Tris-HCl pH7,5 20mM Tris-HCI, pH7,5 10mM

Tris 0,12¢g LiCl 1,0M LiCl 0,15mM
EDTA 2mM EDTA 1mM

cDNA-Herstellung

In Eukaryontenzellen liegt die gesuchte mRNA oft nur in sehr geringen Mengen vor.
Durch Uberschreibung der mRNA-Sequenzen, die nicht direkt klonierbar sind, in
komplementdare cDNA-Sequenzen wird eine Amplifizierung moglich. Bringt man diese
DNA-Sequenz mit Hilfe eines Plasmids als Vektor in ein Bakterium ein und vermehrt
dieses zu einer aus dieser Zelle entstandenen Bakterienkolonie, erhalt man identische
DNA-Klone in groBer Menge (RICHTER, 2003).

Aus der gewonnenen mRNA wurde mit Hilfe eines Og2-Primers (Promega) in einer
PCR cDNA generiert. Dazu wurden 1L mRNA mit 1L Og2-Primer zusammen in ein

neues, steriles Mikrozentrifugenréhrchen pipettiert und 5min bei 60°C erhitzt. Danach

54



Material & Methoden

wurde die Probe auf Eis gekiihlt, der Mastermix (alles Promega, vgl. Tab. 27)
zugegeben und der Ansatz bei 37°C 90min lang inkubiert. Es folgte eine Erhitzung im
Wasserbad, 10min bei 90 °C, mit abschlieBender Abkiihlung auf Eis.

Tab. 27: Mastermix PCR

Mastermix

5x MMLV-Puffer 4L
RNasin 1L
dNTP Mix (10mM) 2puL
MMLV Transkriptase 1uL

Damit war die Synthese der cDNA abgeschlossen und der Gesamtansatz von 10pL
konnte flir PCRs (Polymerase Kettenreaktionen) verwendet werden.

Fir die durchgeflihnrten PCRs wurden Primer gegen Phi-, Tau- und Lambda-GSTs
verwendet, um feststellen zu koénnen, ob in dem verarbeiteten Pflanzenmaterial
Sequenzen dieser Enzyme vorliegen. Durch PCRs mit distinkten Primern kann man die
Regionen und die PCR-Produkte finden und vervielfdltigen, die interessant erscheinen.
Durch ein Auftragen auf ein Agarose-Gel mit Ethidiumbromid kann man die PCR-

Produkte sichtbar machen, ausschneiden und weiter verwenden.

Die Primer wurden durch Vergleich mit anderen, bereits vorliegenden Gen-Sequenzen
anderer Monokotyledonen, wie Mais oder Weizen, ausgesucht, die eine nahe
Verwandtschaft zum Schilf haben. Hier wurde ausschlieBlich nach Primern fir die Phi-,
Tau- und Lambda-GSTs gesucht. Bei MWG Biotech wurden folgende Oligonukleotide
bestellt und angefertigt:

Primer 1 flr die PCR (vgl. Tab. 28):

F1 (Phi-GST): 5-AA (CT) CC5 TT(CT) GG5 (AC)A(AG) GT5 CC-3'

L1a (Lambda-GST): 5-TG(CT) CC5 TT(CT) GC5 CA(AG) CG5 GC5 TGG-3'

L1b (Lambda-GST): 5-TG(CT) CC5 TT(CT) GC5 CA(AG) AG(AG) GC5 TGG-3’

Ula (Tau-GST): 5-AA(CT) CC5 AT(ACT) CA(CT) AA(AG) AA(AG) AT(ACT) CC5 GT-3'
U1b (Tau-GST): 5-AA(CT) CC5 GT5 CA(CT) AA(AG) AA(AG) AT(ACT) CC5 GT-3’
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Primer2 (reverser Primer) fir die PCR (vgl. Tab. 28):

F2 (Phi-GST): 5-CCA CCA 5GC (CT)TT 5AC (AG)TG 5GG-3’
L2 (Lambda-GST):  5-TA5 GC(CT) TC(AGT) AT(CT) TT(AG) TTC AT(CT) TC-3'
U2 (Tau-GST): 5-GC5 AC(AG) TC5 AC(AG) AA5 CC-3'

Die Ansdtze fir die einzelnen PCRs waren immer gleich und variierten bei den

wechselnden Primern1 und 2 (Tab. 28).

Tab. 28: PCR-Ansatz

PCR-Ansatz 11 x PCRPuffer
H,O dd. 38,5uL 2M Tris/HCl pH 8,8 200 L
11 x PCR-Puffer 4,5uL 1M Ammoniumsulfat 100pL
Primer1 2,5uL 1M MgCl, 20pL
Primer2 2,5uL 67 mM 2-Mercaptoethanol 4L
cDNA 1pL 10mM EDTA 4L
Taq Polymerase 1uL 100mM dNTP Mix 72l
BSA (10mg/mL) 100pL
H,0 dest. 310l

PCR Amplifikation

Mit den unterschiedlichen sechs Ansatzen aus der Primerkombination (siehe oben)
wurde jeweils eine PCR mit 30Zyklen (d.h. die Schritte 2-4 werden dabei 30x
wiederholt, vgl. Tab. 29) im Thermocycler (PCRExpress, Hybaid) durchgefiihrt.

Tab. 29: Zyklusprogramm PCR

1 92°C 2min Initiationsdenaturierung
2 92°C 20s Denaturierung

3 50°C 20s Annealing

4 72°C 40s Extension

Zur Uberpriifung der PCR wurden die PCR-Produkte in einem Agarose-Gel (1%) mit
Ethidiumbromid 30min bei 100V Uberprift und unter UV-Licht fotografiert (GelDocXR
System, BioRad).
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Aus diesen sechs cDNA-Ansatzen wurden drei nach Bewertung der PCR-Produkte

ausgewahlt, die als Ausgangsmaterial fiir die Insertion in den Vektor dienten.

Klonierung von GST Sequenzen

Isolierung von DNA

Die Isolierung der DNA aus der Agarose wurde mit dem Prep-A-Gene DNA Purification
Kit (BioRad) durchgefiihrt, nach einer Methode von WILLIS ET AL. (1990). Aus den
Gelen (die Banden fir GSTs zeigten) wurden diese Regionen unter dem UV-
Transilluminator (BioRad) ausgeschnitten. Die ca. 1g schweren Agarose-Stlicke wurden
in ein Mikrozentrifugenréhrchen gegeben. Zu einem Gramm Agarose wurden 1mL
Binding Buffer (BioRad) gegeben und der Ansatz bei 8000xg kurz zentrifugiert. Zur
besseren Losung wurde das Mikrozentrifugenrdhrchen fiir einige Minuten in ein
Wasserbad von ca. 40°C gestellt. AnschlieBend wurden 20pL Prep-A-Gene-Matrix
(BioRad) dazugegeben, gut gemischt und 10min bei Raumtemperatur inkubiert. Um
die an die Prep-A-Gene-Matrix gebundene DNA zu erhalten, wurde das Roéhrchen 30s
zentrifugiert. Es bildete sich ein deutliches Matrix-Pellet. Der Uberstand wurde
abgenommen und die Matrix 2x mit 500uL WashBuffer (BioRad) gespilt und
zentrifugiert. Danach wurde zum Ldsen der DNA von der Matrix das Pellet mit einem
Pellet-Volumen Elution Buffer (BioRad) resuspendiert und 5min bei 40°C im Wasserbad
inkubiert und anschlieBend zentrifugiert. Die im Uberstand enthaltene DNA wurde
schlieBlich in  30puL H,O dest. aufgenommen und in ein sauberes

Mikrozentrifugenrdhrchen zur Aufbewahrung Uberfiihrt.

Ligation und Transformation

Die DNA (PCR-Produkte) wurde mit Hilfe des pGEM-T Easy Vector SystemI (Promega) in
den pGEM-T-Vektor (Promega) eingebracht. Zur Aufnahme von Fremd-DNA musste die
zirkuldre Plasmid-DNA zundchst linearisiert werden und das Plasmid in kompetente
Zellen eingebracht werden. Mit dem Ansatz, mit dem die DNA gemischt und inkubiert
wurde (Tab. 30), wurde auch die Ligation vorgenommen. Das Plasmid konnte

anschlieBend transformiert werden.
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Tab. 30: Ansatz Ligation

Ansatz Ligation

Ligationspuffer 5uL
pGEM-T Vektor 1pL
DNA (PCR Produkt) 1pL
T4 DNA Ligase 1pL
Steriles DEPC-H,0 2L

Die auf diese Weise entstandenen Plasmid-Vektoren wurden in kompetente Zellen (Top
10, Invitrogen) eingebracht. Dazu wurden je 50pL Zellsuspension mit 4uL
Ligationsprodukt gemischt und 5min auf Eis gelagert. AnschlieBend wurde der Ansatz
zur Hitzeschockbehandlung fiir 35s in ein 42°C warmes Wasserbad getaucht,
anschlieBend entnommen, fiir 1,5min auf Eis gestellt und nach Hinzupipettieren von
450 L sterilem LB-Medium (Tab. 31) 1h bei 37°C auf dem Schiittler inkubiert.

Tab. 31: LB-Medium und LB-Agar

LB-Medium LB-Agar

Pepton 10g Pepton 10g

NaCl 10g NaCl 10g

Hefe 5¢g Hefe 5¢g

H,0 dest ad 1L Agar 15¢g
H,O dest ad 1L
Ampicillin (100mg/mL) 1mL
X-Gal (40 mg/mL) 1mL
1M IPTG 1mL

Aus den gewonnenen, transformierten Bakteriensuspensionen wurden je zwei Aliquots
(50 und 450puL) entnommen und mit einem Drygalski-Spatel auf die LB-Agar-Platten
(vgl. Tab. 31) ausplattiert. Die Bebritung erfolgte tiber Nacht bei 37 °C.

Die gewachsenen, weien Kolonien waren Klone der transformierten Zellen im
Gegensatz zu den blauen Kolonien (vgl. Abb. 20). Die einzelnen, weien Kolonien
wurden gepickt und zur Vermehrung in LB-Medium (Tab. 31) Uber Nacht bei 37°C auf

dem Schdttler inkubiert.
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Abb. 20: Blau-WeiB-Screening nach einer Transformation (LB-Agar mit Ampicillin und X-Gal).

Isolierung der geklonten Sequenz

Die DNA wurde aus den Flaschchen mit LB-Medium, die tGber Nacht inkubierten, mit
Hilfe des WizardPlus SV Minipreps Purification System (Promega) isoliert, das auf eine
Methode von AEHLE ET AL. (1993) aufbaut. Dazu wurde die Bakterienkultur aus den
Mediumflaschchen abgenommen und 5min bei 10000xg zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgegossen und das Pellet getrocknet, bevor es in 250uL CellResuspension
Solution (Promega) aufgenommen und resuspendiert wurde. Das Lysat wurde
vorsichtig gemischt und einige Minuten inkubiert. Nachdem sich das Lysat geklart
hatte, wurde 10pL AlkalineProteaseSolution (Promega) zugegeben, vorsichtig
gemischt und 5min bei Raumtemperatur inkubiert. Zum Lysat wurden 350 L Wizard
PlusSV Neutralization Solution (Promega) gegeben und gemischt. Das Bakterienlysat
wurde anschlieBend bei 14000xg 10min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der
Uberstand (850uL) wurde vorsichtig auf eine SpinColumn (Promega) dekantiert und
bei 14000xg bei Raumtemperatur 1 min zentrifugiert. Der Durchfluss wurde aus dem
Auffangrohrchen der Sdule entnommen und verworfen. Die Saule wurde auf das
Rohrchen aufgesetzt, mit 750 uL ColumnWash Solution (Promega) befiillt, bei 14000xg
1min zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Der Waschschritt wurde mit 250 uL
ColumnWash Solution wiederholt und 2min bei 14000xg zentrifugiert. Die gewaschene

Saule wurde schlieBlich auf ein neues, steriles Mikrozentrifugenréhrchen aufgesetzt.
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Die Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von 100pL nuklease-freiem Wasser auf die
Sdule durch Zentrifugation eluiert (14000xg, RT, 1 min). Die im Durchfluss enthaltene,
im Wasser geléste DNA konnte danach weiter verarbeitet werden.

Aus den 18 Ansatzen, je sechs Kolonien fiir Phi-, Lambda- und Tau-GSTs, wurden je
zwei nach PCR und Bewertung des Laufs im Agarosegel ausgewahlt und zur
Sequenzierung in das DNA Sequence Service Center der Universitat Durham geschickt.

cDNA-Bank aus Phragmites australis

Die cDNA und die darauf aufbauende cDNA-Bank wurde im vorliegenden Fall mit dem
SMART cDNA Library ConstructionKit (Clontech) erhalten (vgl. GUBLER&HOFFMANN,
1983). SMART st eine Abkiirzung fiir ,switching mechanism at 5-end of poly(A)-RNA
transcript®. Hierbei wird ein Oligonukleotid-Konstrukt (SMART III-Oligo, Clontech) mit
hoher Effizienz an das 5-Ende von Poly(A)-mRNAs gebunden. Dadurch wird als
verldngertes Template ihre Uberschreibung in voller nativer Ldnge ermdglicht. Man
erhdlt so eine Population von ds-cDNAs, die zum Uberwiegenden Teil auf Poly(A)-
mRNAs dieser nativen Lange zuriickgeht. Im Gegensatz zu anderen Verfahren, die
Oligo(dT)-Primer zur Erststrangsynthese verwenden, wird hier ein modifiziertes Primer-
Konstrukt verwendet (CDSIII), welches sich dort anlagert, wo Poly(A)-Sequenz und
kodierende Sequenz verknlpft sind. So vermeidet dieses System die Uberfllissige
reverse Transkription der unterschiedlich langen Poly(A)-Sequenzen (RICHTER, 2003).
Ein weiterer Vorteil des SMART-Systems besteht in der Einbringung asymmetrischer
Schnittstellen fiir das Restriktionsenzym Sfi I an den 5’- und 3’-Ende der cDNA, welche
in eukaryotischer DNA sehr selten vorkommen. Die Synthese der ss-cDNA wird von
Reverser Transkriptase katalysiert. Wenn diese, ausgehend vom Primer CDSIII, das 5'-
Ende der mRNA erreicht hat, wird ihre Terminal-Transferase aktiv und heftet weitere
Nukleotide an das 3’-Ende des entstandenen cDNA-Stranges an. An diesen Uberhang
heftet sich der Primer SMART III-Oligo an und bildet nach Verknlipfung das Template
am 5-Ende der mRNA. Dieses Template wird nun von der Reversen Transkriptase
benutzt, um den cDNA-Erststrang zu komplettieren. Die resultierend ss-cDNA
entspricht der mRNA in voller Lénge mit komplettem 5-Ende und dem SMART III-Oligo
komplementdren Sequenzabschnitt. Dieser Abschnitt wiederum dient als universelle
Primer-Bindungsstelle fiir nachfolgende Amplifizierungen.
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Die bendtigte cDNA wurde mit dem SMART cDNA Library ConstructionKit (Clontech)
hergestellt aus der bereits vorliegenden mRNA (Benoxacor-Proben). Es wurde dabei
ausschlieBlich mit den Reagenzien aus dem Kit (Clontech) gearbeitet. Das gesamte
Verfahren zur Herstellung einer cDNA-Bank ist sehr aufwendig und gliedert sich in
folgende Schritte: cDNA-Synthese, cDNA-GréBenfraktionierung, Ligation cDNA/Vektor,
Bestimmung des Titers der unamplifizierten cDNA-Bank, Amplifizieren der cDNA-Bank

und Bestimmung des Titers der amplifizierten cDNA-Bank.

cDNA-Synthese

Zur Synthese wurden folgende Reagenzien in ein steriles 0,5mL Mikro-
zentrifugenréhrchen gegeben (Tab. 32):

Tab. 32: Ansatz 1 cDNA

RNA 1L
SMART 1V Oligonucleotide lpL
CDSIII/3’ PCR Primer 1L
H,O RNase-frei 2L

Der Ansatz wurde gemischt und bei 72°C fir 2min inkubiert, mit anschlieBender
Kihlung auf Eis fir ca. 2min. Das Mikrozentrifugenréhrchen wurde daraufhin kurz
zentrifugiert, um den Ansatz am Boden des Rohrchens zu vereinen. Danach folgte die

Zugabe folgender Reagenzien (Tab. 33):

Tab. 33: Ansatz 2 cDNA

5x First-Strand BufferRNA 2L
20mM DTT 1L
10 mM dNTP Mix 1L
Power Script Reverse Transcriptase | 1L

Das Volumen des Gesamtansatzes betrugt 10uL (vgl. Tab. 32 und Tab. 33). Die
Reagenzien wurden durch Pipettieren und kurzes Zentrifugieren sorgfaltig gemischt,
gefolgt von einer 1-stiindigen Inkubation bei 42°C im Wasserbad. Danach wurde auf

Eis abkihlt. Lagerung des Zwischenprodukts ist bei -20°C (iber ldngere Zeit mdglich.
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cDNA-Amplifikation durch LD-PCR

Zur Amplifikation der cDNA wurde die ,Long distance PCR" (LD PCR) verwendet.
Dazu wurden folgende Komponenten in einem sterilen 0,5mL Mikro-

zentrifugenréhrchen vereint (Tab. 34):

Tab. 34: Ansatz fiir die PCR

First-Strand cDNA 2uL
H,O RNase-frei 80puL
10x Advantage 2 PCRBuffer 10puL
50x dNTP Mix 2pL
5" PCR Primer 2pL
CDS I11/3" PCR Primer 2pL
50x Advantage 2 Polymerase Mix 2L

Der Ansatz von 100uL wurde vorsichtig gemischt und kurz zentrifugiert, um alle
Reagenzien am Boden des Mikrozentrifugenrdhrchens zu vereinen. Das Mikro-
zentrifugenréhrchen wurde anschlieBend in den Thermocycler (PCRExpress, Hybaid)

eingestellt und mit folgendem Programm gefahren (Tab. 35):

Tab. 35: Zyklusprogramm der PCR

1 95°C 1min Initiationsdenaturierung
2 95°C 15s Denaturierung
3 68°C 6min Annealing

Die Schritte 2 und 3 (Tab. 35) der PCR wurden dabei 20x wiederholt.
Der Erfolg der PCR wurde mit einer 5uL-Probe des entstandenen PCR-Produkts in

einem Agarose-Gel Uberpruft.

Proteinase K-Verdau

Dazu wurden 50 L der amplifizierten ds-cDNA mit 2L ProteinaseK in ein steriles 0,5
mL Mikrozentrifugenréhrchen gegeben, gemischt und kurz zentrifugiert. AnschlieBend
wurde die Probe bei 45°C fiir 20min inkubiert und erneut kurz zentrifugiert. Danach
wurden 50puL RNase-freies Wasser und 100pL Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(Sigma) im Verhdltnis 25:24:1 hinzugegeben und 1-2min gut durchmischt. Zur
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Trennung der Phasen wurde 5min bei 14000xg zentrifugiert. Die obere, wassrige
Phase wurde dann in ein neues, steriles 0,5mL Mikrozentrifugenréhrchen Uberflihrt,
die Grenzschicht und die untere Phase wurden verworfen. Es wurden 100pL
Chloroform/Isoamylalkohol (Sigma) im Verhdltnis 24:1 zugegeben und fiir 1-2min
gemischt und dann 5min bei 14000xg zentrifugiert. Erneut wurde die obere Phase in
ein steriles 0,5mL Mikrozentrifugenréhrchen Uberflihrt. Folgende Reagenzien wurden
dann zugegeben (Tab. 36):

Tab. 36: Zugabe Proteinase K-Verdau

3 M Natriumacetat 10pL
Glykogen (20pug/uL) 1,3uL
95% Ethanol 260pL

Der Ansatz wurde bei 14000xg und Raumtemperatur zentrifugiert zur Bildung eines
Pellets. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und das Pellet mit 100 L 80%
Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und schlieBlich mit 79uL RNase-freiem Wasser

resuspendiert (vgl. Tab. 37).

Sfi I-Verdau

Dazu wurden folgende Reagenzien in ein neues, steriles 0,5mL Mikro-
zentrifugenréhrchen gegeben (Tab. 37):

Tab. 37: Zugabe Sfi I-Verdau

cDNA 79puL
10x Sfi Buffer 10puL
Sfi I Enzym 10puL
100x BSA 1pL

Dieser 100 uL-Ansatz wurde gut gemischt und bei 50°C flir 2h inkubiert. AbschlieBend
wurden 2 L einer 1% Xylen-Cyanol-Farbstofflésung (Sigma-Aldrich) dazugegeben.
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cDNA-GroBenfraktionierung

Die GroBenfraktionierung der cDNA wurde mit Hilfe CHROMASPIN-400 Saulen
(Clontech) durchgefiihrt. Dazu wurden 16 Mikrozentrifugenréhrchen (1,5mL) in einem
Rack angeordnet und nummeriert. Die CHROMASPIN-400 Sdule wurde darlber
befestigt und unten gedffnet. Der Fluss betrug ungefahr 1 Tropfen alle 40-60s. Es
wurden 700 uL ColumnBuffer (Clontech) auf die Saulenmatrix gegeben und die Saule
damit equilibriert. AnschlieBend wurden 100pL der Sfi I-verdauten cDNA (mit dem
Farbstoff) auf die Saule gegeben. Durch den Farbstoff konnte man den Verlauf der
Proben in der Sdule verfolgen. Sobald die cDNA-L6sung ganz in die Matrix einzogen
war, wurden 100 uL ColumnBuffer auf die Matrix pipettiert. Nachdem der Puffer ganz
in die Matrix eingezogen war, wurden die Mikrozentrifugenréhrchen unter der Saule
platziert und mit 600 uL ColumnBuffer eluiert. Alle Tropfen (ca. 40 uL/Tropfen) wurden
einzeln in den nummerierten Mikrozentrifugenréhrchen aufgefangen.

Etwa 3pL jeder aufgefangenen Fraktion wurde fiir eine Elektrophorese in einem
Agarose-Gel (1%) verwendet. Unter UV-Licht (280nm) konnte man einen Schmier bei
denjenigen Fraktionen erkennen, die die cDNA enthielten. Die Fraktionen mit dem
Schmier wurden gesammelt und weiterverwendet. Zu den gesammelten, vereinten

cDNA-Fraktionen wurden folgende Reagenzien gegeben (Tab. 38):

Tab. 38: Zugabe Fraktionierung

3M Natriumacetat, pH 4,8 1/10 vol.
Glykogen (20pg/uL) 1,3uL
95 % Ethanol 2,5x vol.

Der Ansatz wurde durch kraftiges Schitteln gemischt und Uber Nacht bei -20°C
inkubiert.

Am ndachsten Tag wurde der Ansatz bei Raumtemperatur 20min und 14000xg
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und nochmals kurz
zentrifugiert. Alle verbleibende Flissigkeit wurde vorsichtig abpipettiert, das Pellet

luftgetrocknet und die cDNA in 7 L entionisiertem Wasser resuspendiert.
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Vektor Ligation

Die Ligation (Tab. 39) der fertigen cDNA zum Vektor (ATriplEx2, Clontech) wurde mit

zwei unterschiedlichen cDNA-Verhaltnissen durchgefiihrt:

Tab. 39: Ansatze Ligation

Anséatze Ligation 1 2

cDNA 0,5uL 1,5uL
Vektor (A TriplEx2) 1,0uL 1,04l
10xLigation Buffer 0,5uL 0,5uL
10mM ATP 0,5uL 0,5pL
T4 DNA Ligase 0,5uL 0,5uL
DEPC-H,0 2,04l 2,0pL
Gesamtvolumen 5,0uL 6,0L

Die beiden Ansatze mit dem Vektor inkubierten tber Nacht bei 18°C. Fiir jeden Ansatz
wurde eine eigene Reaktion zum Packen in die A-Phagen durchgefiihrt. Dazu wurden
Phagen aus dem GigaPackIIIGoldPackaging (Stratagene) verwendet, nach einer
Methode von KRETZ ET AL. (1989). Aus der Lésung mit den Phagen wurden je 4puL
abgenommen und zu den Ansatzen aus der Ligation (Tab. 39) gegeben und vorsichtig
gemischt. Die Ansdtze inkubierten daraufhin 2h bei Raumtemperatur. Danach wurden
je 500uL SMBuffer (Tab. 40) und 20pL Chloroform (Sigma) hinzugeben und erneut
gemischt. Nach anschlieBender, kurzer Zentrifugation fanden sich die bepackten
Phagen im Uberstand der Lésung wieder und konnten abgenommen werden.

Um die Inserts zu finden, musste erneut eine Blau/WeiB-Selektion mit Hilfe von
Bakterienkultur durchgefiihrt werden (vgl. Abb. 20). Dazu wurde das Bakterium ,XLI
Blue" (Clontech) verwendet. Aus einer bestehenden Kultur wurde eine Kolonie gepickt
und in ein SMBuffer-Flaschchen (10mL, Tab. 40) Uberfihrt. Nach Zugabe von 0,2%
Maltose und 10mM MgSO, wurde die Kultur tGber Nacht bei 37°C auf dem Schittler
(ca. 140rpm) inkubiert.

Sobald die Kultur eine ODggo von 2,0 erreicht hatte, wurde das Lysat 5min bei 4000xg
zentrifugiert, der Uberstand abgegossen und das Pellet in 7,5mL 10mM MgSO,4 wieder
aufgenommen. Das entstandene Phagen-Lysat wurde in verschiedenen Verhadltnissen
mit der Bakterienkultur (XLIBlue in SMBuffer, Tab. 40) gemischt, in den Verhaltnissen:
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1:1, 1:10 und 1:100. Diese Ansdtze inkubierten 15min bei 37°C und wurden
anschlieBend in Petrischalen mit LB-Agar (Tab. 41) ausplattiert.

Tab. 40: SMBuffer

SM Buffer

NaCl 5,89
MgSO4 2,0g
1M Tris/HCl, pH7,5 50mL
Gelatine, 2% (w/v) 5,0mL
H,0, entionisiert ad 1L

Darauf wurde eine warme, noch fliissige Schicht LB-Top-Agar (Tab. 41) ausgegossen

und die Platten nach Verfestigung iber Kopf eine Nacht bei 37 °C inkubiert.

Tab. 41: LBAgar und LBTop Agar

LB-Agar, pH7,0 LB-Top—-Agar, pH7,0
Trypton 10g Trypton 10g
NaCl 10g NaCl 10g
Hefe 5¢g Hefe 5¢g
Agar 20g Agarose 79
Maltose, 0,2% (w/v) 2g H,0 entionisiert ad 1L
10mM MgSO, 1mL

H,0 entionisiert ad 1L

Am ndchsten Tag wurden die gesamten Plaques in den Petrischalen gezahlt. Der Titer
der unamplifizierten cDNA-Bank lasst sich mit folgender Formel die Anzahl der ,plaque

forming units" (pfu) errechnen:

Anzahl der Plaques* Verdiinnungsfaktor* 10°pL/mL)

pfu/mL =
ML der verdlinnten, ausplattierten Phagen
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Amplifizierung der cDNA-Bank

Von den Kolonien aus dem vorherigen Schritt wurde eine einzelne, isolierte Kolonie
gepickt und damit ein 15mL LB/Maltose/MgSO4-Medium (vgl. Tab. 31) inokuliert und
Uber Nacht bei 37°C auf einem Schiittler (140rpm) inkubiert. Bei einer ODggo von 2,0
wurden die Zellen bei 4000xg zentrifugiert, der Uberstand abgegossen und das Pellet
mit 7,5mL 10 mM MgSO, gelost.

Aus dem Titer der unamplifizierten Bibliothek konnte man errechnen wie viel Lysat man
benétigt, um 1x10° Plaques pro Petrischale zu bekommen. Daraufhin wurden mehrere
Ansatze der Bakterienkultur mit entsprechender Menge an verdiinntem Lysat in einem
15mL-Zentrifugenrdhrchen angesetzt. Die Ansatze inkubierten 15min in einem 37°C
warmen Wasserbad. AnschlieBend wurde 4,5mL flissiger, mit 10mM MgSO4
angereicherter LB-Top-Agar (Tab. 41) hinzugegeben. Der Ansatz wurde gemischt und
in Petrischalen ausgegossen. Nach dem Abkiihlen wurden die Platten bei 37°C Uber
Nacht auf dem Kopf stehend inkubiert. Am nachsten Tag wurden je 12mL 1xLambda
DilutionBuffer (Clontech) auf die Petrischalen verteilt und bei 4°C einen Tag lang
inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine weitere Inkubation der Platten fir 1h bei
Raumtemperatur auf den Schiittler (~50rpm). Das A-Phagen-Lysat wurde
anschlieBend in sterile Reagenzglaser gegossen und gesammelt. Das Lysat wurde
sorgfaltig gemischt und in ein steriles 50mL-Zentrifugenréhrchen Uberfluhrt. Nach
Zugabe von 10mL Chloroform (Sigma) wurde 2min gevortext und bei 4000xg 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde gesammelt und in ein neues steriles 50mL-
Réhrchen Uberflhrt.

Bestimmung des Titers der amplifizierten cDNA-Bank

Aus einer bestehenden Bakterienkultur (XLIBlue, Clontech) wurde erneut ein Spot
gepickt und in ein SM Buffer-Flaschchen (10 mL, Tab. 40) berfiihrt. Nach Zugabe von
Maltose und MgSO, wurde die Kultur tber Nacht bei 37°C auf dem Schiittler bei ca.
140rpm inkubiert. Bei einer ODgy von 2,0 wurde das Lysat 5min bei 4000xg
zentrifugiert, der Uberstand abgegossen und das Pellet in 7,5mL 10mM MgSO, wieder
aufgenommen. Vom Lysat wurden 10puL zu 1mL 1xLambda DilutionBuffer (Clontech)
pipettiert (1.Verdinnung 1:100). Aus dieser Verdiinnung wurden 10uL abgenommen
und in ein zweites 1 mL 1x Dilution Buffer gegeben (2. Verdiinnung 1:10000).
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Vier sterile Mikrozentrifugenrbhrchen wurden vorbereitet, in die die folgenden Ansatze
pipettiert wurden (Tab. 42):

Tab. 42: Ansatze fur die Amplifizierung

1x Lambda 2. Phagen-
Bakterienkultur
Dilution Buffer Vedunnung
100 L 200 uL 5uL
2 100 L 200 uL 10pL
100pL 200 L 20pL

Die Mikrozentrifugenréhrchen inkubierten daraufhin 15min bei 37°C im Wasserbad.
Danach wurden je 3mL flissiger LB-Top-Agar (45 °C) dazugegeben und vier LB-Agar-
Platten (vgl. Tab. 41) mit den Ansdtzen Uberschichtet. Sobald die Platten abgekihlt
waren inkubierten sie 6-7h bei 37°C liber Kopf. AbschlieBend wurden die Plaques auf
derjenigen Platte ausgezahlt, auf der sie deutlich zu unterscheiden waren und Uber
folgende Formel die genaue Anzahl der Plaques (plague forming units - pfu) in der

amplifizierten cDNA-Bank bestimmt:

Anzahl der Plaques* Verdiinnungsfaktor* 10° uL/mL)

pfu/mL =
ML der verdlinnten, ausplattierten Phagen

Der Verdiinnungsfaktor betrug im vorliegenden Fall 1x10*. Eine erfolgreich
amplifizierte cDNA-Bank hat einen Titer von ~1x 10 pfu/mL.

Die Langzeitlagerung der cDNA-Bank erfolgt zusammen mit dem Gefrierschutzmittel
DMSO (Dimethylsulfoxid, Endkonzentration 7 %) bei -80°C in 1 mL-Aliquots.
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III Ergebnisse

Abwasserparameter Mérlbach

An der KA Morlbach sind im Rahmen der verschiedenen F&E-Projekte in den Jahren
2003-2005 regelmaBig die gesetzlich vorgeschriebenen Abwasserparameter erhoben
worden (vgl. NEUSTIFTER&SCHRODER, 2003, 2004 und 2005). Hier werden exemplarisch
die pH-Werte, der Biologische Sauerstoffbedarf (BSBs) und der Gesamtkohlenstoffgehalt
(TOC) dargestellt, da sie einen guten Einblick in den Verlauf der Belastung im
Jahresgang geben und Riickschliisse auf die wesentliche Funktion des bepflanzten

Bodenfilters zulassen.

pH-Wert

10

95 —o— Zulauf Filter
!

l/\ —a— Ablauf Filter
9 A

Abb. 21: pH-Werte am Zulauf (Abwasserteich, vor dem Filter) und Ablauf (nach der Filterpassage) des
Filters an der KA Mérlbach im Vergleich Uiber die Untersuchungsjahre 2003-2005.

Die pH-Werte im Teich und am Ablauf nach dem Filter der KA Mdrlbach bewegen sich in
dem Jahresgang in einem Intervall von pH6,8 bis 9,4 (Abb. 21). Wahrend es in den

Sommermonaten im Teich vor dem Filter immer wieder zu Spitzenwerten und zu sehr

69



Ergebnisse

starken Schwankungen kommt (bis pH9,4), zeigt sich flir die Werte hinter dem Filter ein
ausgeglichenes Bild mit stets niedrigeren pH-Werten (bis max. pH8,2). Zwar sind auch
hier abschnittsweise hohe Werte im Sommer, durch Alkalisierung des Wassers durch
Algenwachstum, zu beobachten (um pH8), aber auf einem durchschnittlich niedrigeren
Niveau als im Teich (bis um pH9). Die Werte steigen im Ablauf nach dem Filter in
keinem der beobachteten Falle Gber pH8,5, sondern pendeln sich auf Werte um etwa
pH7,5 ein. Die pH-Werte am Ablauf in Mérlbach stellen damit zu keiner Zeit eine Gefahr
fur die Biozdnose im Ablauf und der nach folgenden Gewasser dar.

Besonders auffallig ist der starke Abfall der pH-Werte um fast zwei Punkte von pH9,4
auf 7,5 innerhalb eines Monats im Sommer 2004. Dies zeigt an, dass sich die
Bedingungen im Teich vor dem Filter drastisch geandert haben. Zu diesem Zeitpunkt
herrschte sehr trockenes und heiBes Sommerwetter, wahrenddessen auch vermehrt
Algenwachstum beobachtet werden konnte (Aufzeichnungen Probenahmen, vgl.
NEUSTIFTER& SCHRODER, 2004). Das Algenwachstum im Teich, mit dem der pH-Wert-
Anstieg einhergeht, ist Ende Juli 2004 durch starke Regenfdlle eingeddmmt worden.
Daraufhin konnte bei den folgenden Probenahmen wieder eine Normalisierung der pH-
Werte auf ein Niveau um pH 7,5 festgestellt werden (vgl. Abb. 21).

Wie man aus der Grafik (Abb. 21) ersehen kann, lasst die Pufferwirkung des Filters Giber
die Jahre nach. Schwankungen der pH-Werte in den Jahren 2003 und 2004 wurden
noch gut abgepuffert, um bis zu zwei pH-Einheiten (z.B. Juli 2004). Die pH-Werte im
Ablaufwasser wurden dabei durch den Filter wesentlich verbessert. Zwar sind im Jahr
2005 nicht so starke Schwankungen bei den pH-Werten im Teich aufgetreten (zwischen
pH7,4 und 8,2), aber die pH-Werte konnten immer noch auf ein fir den Ablauf sehr gut

vertragliches MaB3 von pH7,2 bis maximal 7,8 reduziert werden.

Biochemischer Sauerstoffbedarf - BSBs

Der BSBs gilt als Indikator fiir die erfolgreiche biologische Abwasserreinigung im Teich.
Es werden deshalb auch die BSBs-Werte nach der Vorklarung in der Abbildung mit
angegeben, um einen Eindruck Uber den BSBs im Klaranlagenverlauf geben zu kdnnen
(Abb. 22).
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Abb. 22: Biochemischer Sauerstoffbedarf BSBs in [mg/L] am Ablauf der Vorklarung, Zulauf und Ablauf des
Filters an der KA Mérlbach im Vergleich Uiber die Untersuchungsjahre 2003-2005.

Der Grenzwert fiir den BSBs am Ablauf der KA Mérlbach liegt bei 35mg/L (vgl. Material &
Methoden). Im Ablauf wurde dieser Wert zu keiner Zeit, im Teich nur einmal (Juli 2004),
Uberschritten (vgl. Abb. 22).

Man erkennt, dass die Werte nach der Vorklarung fast immer deutlich héher liegen als
im Bereich des Filters und dass die Reinigung meist schon im Teich, bzw. in der
Vorklarung abgeschlossen war, was sich dann in geringem Sauerstoffbedarf im Teich
widerspiegelt (vgl. Werte Juli 2003 und Februar 2005, Abb. 22). Im Gegensatz dazu
kommt es aber auch vor, dass ein hoher BSBs nach der Vorklarung im Teich nicht weiter
reduziert werden kann (Wert 07. Juli 2004, Abb. 22) und er erst durch den Filter
deutlich auf ein Niveau unter dem Grenzwert gesenkt werden kann. Generell zeigen die
Werte im Teich vor dem Pflanzenfilter eine starkere Dynamik als diejenigen nach dem
Filter am Ablauf der Klaranlage. Die BSBs-Werte im Teich, die ibermaBig hoch ausfallen
(v.a. Juli 2004) und hierdurch die Ablaufgrenzwerte gefdahrden kdnnen, sind nach der
Filterpassage im Ablauf deutlich unter den Grenzwert absenkt worden.

Der starke Anstieg des BSBs-Werts im Teich zwischen Juni und Juli 2004 fallt genau mit
dem Zeitpunkt zusammen, an dem auch der pH-Wert des Teichwassers extrem hoch
(um pH9, vgl. Abb. 21) ist. Wie bereits erwdhnt, war es in den Sommermonaten Juni
und Juli sehr hei und trocken, mit darauf folgenden starken Regenfallen Ende Juli. In

diesen Monaten ist es zu vermehrtem Algenwuchs gekommen, der sowohl den pH-Wert
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ansteigen lieB, als auch durch eine erhdhte Sauerstoffzehrung im Teich gekennzeichnet
ist (BSBs von 88mg/L, 21.Juli 2004). Nach dem starken Regenereignis, bei dem viele
Algen abgeschwemmt wurden und das Abwasser stark verdinnte, ist der BSBs in den
nachfolgenden Messungen wieder auf ein Niveau unter den Grenzwert fiir den Ablauf

von 35mg/L gesunken.
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Abb. 23: Korrelation Werte BSBs in [mg/L] aufgetragen gegen den pH-Wert fiir die Monate Mai, Juni,
August und September 2004 am Filter der KA Mérlbach.

In Abbildung 24 ist die Korrelation zwischen BSBs und pH-Werten im Sommer 2004 am
dem Filter in Morlbach zu sehen. Man erkennt den eindeutigen Zusammenhang der
beiden Parameter in diesem Zeitabschnitt. Der BSBs steigt mit zunehmenden pH-Werten
(etwa 80mg/L bei pH9,3) und ist niedriger wenn auch der pH-Wert niedriger ist (um
20 mg/L bei pH7,6-8,1). Diese gute Korrelation (R2=0,98, vgl. Abb. 23) ist aber nur fiir

diesen Zeitabschnitt gegeben und darf nicht als allgemeingliltig verstanden werden.

Gesamtorganischer Kohlenstoff — TOC

Der gesamtorganische Kohlenstoffgehalt zeigt eine starke Dynamik sowohl vor als auch
nach dem Filter und bewegt sich in einem Intervall von 5-35mg/L (Abb. 24). Im Ablauf
sind die Messwerte fiir den TOC, verglichen mit den Messwerten im Teich, jedoch zu
fast allen Messterminen geringer (Ausnahme Juli 2004 und Sept. 2005, Abb. 24).
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Auffdllig bei diesen Messungen war, dass trotz starker Schwankungen keine
jahreszeitliche Dynamik zu erkennen war. Schwankungen treten hier spontan und in
Spitzen auf, die auch immer in geringeren Werten nach dem Filter zu erkennen waren.
Im Vergleich zu den pH-Werten (Abb. 21) zeigt der Filter aber auch noch im letzten
Erhebungsjahr 2005 eine starke Pufferwirkung flir den Gesamtkohlenstoffgehalt. Der
Hochstwert wird auch mit zunehmenden Alter und VerschleiB des Filters durch
Absenkung und Uberflutung immer noch verringert und zwar von 35mg/L vor dem Filter
auf 10mg/L nach dem Filter (Sept. 2005, Abb. 24).
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Abb. 24: Gesamtorganischer Kohlenstoff TOC in [mg/L] am Zulauf und Ablauf des Filters an der Mérlbach im
Vergleich (iber die Untersuchungsjahre 2003-2005.

Es treten zwar auch hier in den Sommermonaten 2004, in denen die starken
Schwankungen bei pH-Wert und BSBs aufgetreten sind, Schwankungen beim TOC auf,
jedoch etwas vorgezogen und nicht in einem so auBergewdéhnlichen MaBe (vgl. Abb. 21,
Abb. 22 und Abb. 24). Zusammenhdnge wie sie flir BSBs und pH-Werte fiir diesen

Zeitraum gezeigt werden konnten, kénnen fiir den TOC nicht festgestellt werden.
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Endokrin wirksame Substanzen im Abwasser der Klaranlage Morlbach

Im Projekt MérlbachIV sind im Jahr 2005 Erhebungen {iber den Ostrogengehalt (17B-
Estradiol) und verschiedene endokrin wirksame Substanzen angestellt worden (vg. Tab.
44). Die Messungen verfolgten zwei Ziele. Zum einen sollte die Nachweismethode
etabliert werden (vgl. NEUSTIFTER&SCHRODER, 2005), zum anderen sollte diese
Pilotstudie prifen, ob der Filter zu einem nennenswerten Abbau der Substanzen
beitragt. Fir 17pB-Estradiol, dessen Konzentrationen derzeit nicht standardisiert in
kommunalen Kldranlagen erhoben wird, sind bisher keine Ablaufgrenzwerte

festgeschrieben.

17 B-Estradiol

Das zur Auswertung der ELISA-Tests verwendete Computerprogramm SoftMaxPro4.6
(Molecular Devices) generierte aus den gemessenen Standards eine Standardkurve (vgl.
Material & Methoden), setzte die gemessenen und gemittelten Messwerte der Proben

dort ein und berechnete die Konzentrationen.

Tab. 43: Estradiolmessungen in [pg/mL], absolute und relative Werte im Vergleich, n=3, Messwerte
des ELISAs ausgewertet mit dem Statistikprogramm von Soft MaxPro 4.6.

Ablauf Vorklarung
Teich Mischprobe Nach Filter
(100%0)
28.09.2005 67,80 34,28 (51%) 27,73 (41%)
05.10.2005 68,06 59,72 (88 %) 50,60 (74 %)
12.10.2005 145,09 83,39 (57 %) 61,13 (42%)
17.10.2005 90,84 49,48 (54 %) 36,31 (40%)

Am ersten Termin (28.09.2005) wurden sehr hohe Ostrogengehalte am Ablauf der
Vorkldrung in Mdrlbach gemessen (Tab. 43). Der Wert von 67,8 pg/mL entspricht laut
Tabelle IBL (2005) einer human wirksamen Dosis. Insgesamt nahmen die Werte (ber
den Anlagenverlauf deutlich ab, am starksten im Teich. Die Konzentrationen
verringerten sich dort um knapp 50% auf 34,3pg/mL. Den niedrigsten Wert fand man
in der Probe nach der Pflanzenfilterpassage, die Estradiolkonzentration konnte durch

den Filter nochmals um weitere 10% reduziert werden, was einer Ablaufkonzentration
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von 27,7pg/mL entspricht. Man erkennt, dass die Konzentrationen sukzessive in der
Anlagenpassage abnehmen, dass aber im Ablauf der Klaranlage immer noch ein sehr
hoher Estradiolgehalt nachzuweisen ist.

Am Messtermin 05.10.2005 befanden sich dhnliche Ausgangswerte an Estradiol in der
Vorklarung (68,1 pg/mL) wie beim ersten Probennahmetermin (Tab. 43). Diesmal konnte
keine so starke Abnahme der Konzentrationen an Estradiol liber den Anlagenverlauf
festgestellt werden. Im Teich wurde zwar die gréBte Abnahme festgestellt (12%), die
aber deutlich geringer ausfallt als beim ersten Probenahmetermin. Zu dieser Zeit wird in
der Vorklarung ein erhdhter BSBs-Wert festgestellt (vgl. Abb. 22), der Gber den Werten
an den anderen Probenahmeterminen liegt. Es lasst sich dabei beobachten, dass es bei
Engpassen in der Reinigung des Abwassers, die durch einen erhdéhten Sauerstoffbedarf
gekennzeichnet sind, es auch zu verminderten Abbauraten bei den Estradiol-
konzentrationen kommt. Durch den Filter wurde eine Abnahme um 8% festgestellt.
Deshalb lag der Ablaufwert mit 50,6 pg/mL Estradiol auch wesentlich héher als beim
ersten Probennahmetermin. Die hier beobachtete geringere Abnahme der
Konzentrationen konnte durch die daraufhin starker auftretende Abnahme durch die
Filterpassage reguliert werden.

Die Messungen vom 12.10.2005 in Médrlbach (Tab. 43) ergaben die hdchsten
gemessenen Werte in der Vorklarung, 145,1pg/mL. Die Hauptabnahme fand auch
diesmal im Teich statt. Bei einer Konzentration von 83,4pg/mL im Teich bedeutete das
eine Reduzierung der Ostrogenwerte um 43%. An diesem Messtermin wurden durch
den Filter die Estradiolgehalte deutlich starker reduziert als an anderen Terminen und
zwar um 15% auf 61,1pg/mL. Insgesamt fand an diesem Tag zwar eine Estradiol-
Abnahme (ber die Anlage von fast 60% statt, aber auch wenn die relative Abnahme
sehr hoch war, darf es nicht dariber hinwegtduschen, dass an diesem Messtermin der
héchste Ablaufwert gemessen wurde (61,1 pg/mL).

Am letzten Probenahmetermin an der Klaranlage in Mérlbach am 17.10.2005 betrug der
Ausgangswert in der Vorklarung 90,8pg/mL (Tab. 43). Die Haupteliminierung des
Estradiols im Abwasser fand wiederum im Teich statt. Die Werte wurden auf 49,5 pg/mL
reduziert, was einer Abnahme von 56 % entspricht. Der Filter bewirkte eine zusatzliche
Verringerung der Estradiolwerte um 14%. Das bedeutet, dass an diesem Messtag im
Ablauf ein Gehalt von 36,3 pg/mL gemessen wurde. An diesem letzten Messtag wurde

die héchste prozentuale Gesamtabnahme von 60 % festgestellt.
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Abb. 25: 17B-Estradiol-Messwerte vom 28.09., 05.10., 12.10. und 17.10.2005 in [pg/mL] am Ablauf
Vorklarung, Teich und am Ablauf Filter der KA Mérlbach im Uberblick. n=3, Messwerte des ELISAs
ausgewertet mit dem Statistikprogramm von Soft MaxPro 4.6.

In Abbildung 25 sind die gemessenen Estradiolkonzentrationen im Uberblick dargestellt.
Man kann deutlich erkennen, dass die Werte im Anlagenverlauf kontinuierlich an allen
Messterminen abnahmen. Die hohen Werte, die jeweils in der Vorklarung gemessen
wurden, wurden stets im Teich am deutlichsten reduziert. Im Ablauf waren die
Anfangswerte zwar stark reduziert (vgl. Tab. 43), dennoch wurden stets Restgehalte an
Estradiol im Ablauf gemessen (bis zu 61,1 pg/mL 17 B-Estradiol), die das Grundwasser

belasten konnen.
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Weitere endokrine Wirkstoffe

Fir die endokrin wirksamen Alkylphenole Octylphenol und Nonylphenol wurden folgende
Werte ermittelt (Tab. 44):

Tab. 44: Mittelwerte der Messungen von Octylphenol, Nonylphenol, HHCB und DEHP in [pg/mL].
Werte vom LfU gemessen.

Ablauf Vorklarung )
Teich Mischprobe Nach Filter
(100%0)
Octylphenol 11 4 (36 %) 3 (27 %)
Nonylphenol 555 82 (15%) 69 (12%)
HHCB 1515 129 (9%) 87 (6%)
DEHP 7170 1090 (15%) 660 (9%)

Die Konzentrationen dieser Industriechemikalien (Tab. 44) nahmen (ber den
Anlagenverlauf ahnlich wie beim Estradiol ab (Abb. 25). Die verhaltnismaBig hohen
Werte in der Vorklarung (Octylphenol 11pg/mL, Nonylphenol 555pg/mL) wurden im
Teich jeweils reduziert, um 64% bei Octylphenol und um 85% bei Nonylphenol. Der
Filter konnte hier eine zusatzliche Verringerung der Konzentrationen erbringen und gab
Restwerte von 3 pg/mL beim Octylphenol und 69 pg/mL beim Nonylphenol an den Ablauf
ab. Die Gesamtverringerung betrug insgesamt 73% beim Octylphenol und 88% beim
Nonylphenol.

Eine noch deutlichere Abnahme der Konzentrationen der endokrin wirksamen
Verbindungen lieB sich bei der polyzyklischen Moschusverbindung Hexahydro-
hexamethyl-cyclopenta-gamma2-benzopyran (HHCB) und beim Diethylhexylphthalat
(DEHP) beobachten. Die Anfangswerte von 1515pg/mL und 7170pg/mL im Ablauf der
Vorkldrung konnten im Anlagenverlauf auf 87pg/mL bzw. 660pg/mL reduziert werden,
dies entspricht einer relativen Abnahme von insgesamt 94 % beim HHCB und 91 % beim
DEHP. Die Hauptabnahme der detektierten Konzentration erfolgte in beiden Fallen im
Teich. Der Filter erbrachte nochmals eine deutliche Verringerung der Konzentrationen
(um 42mg/L beim HHCB und sogar um 430 mg/L beim DEHP).

Die nachfolgende Abbildung (Abb. 26) zeigt die Abnahme der oben beschriebenen
endokrin wirksamen Substanzen Octylphenol, Nonylphenol, HHCB und DEHP im
Uberblick.
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Abb. 26: Octylphenol, Nonylphenol, HHCB und DEHP in [pg/mL] iber den Anlagenverlauf der KA Mdrlbach,
links die Skala fiir Octyl- und Nonylphenol, rechts die Skala fiir HHCB und DEHP. Werte vom LfU gemessen,
keine Angabe der Standardabweichung mdglich.

Deutlich ist in der Abbildung die starke Abnahme der Konzentrationen aller Stoffe vom
Ablauf der Vorklarung zum Teich erkennbar (Abb. 26). SchlieBlich kann festgestellt
werden, dass bei den hier gemessenen endokrin wirksamen Stoffen die
Haupteliminierung im Teich geschieht. Es ist aber auch stets eine Reduzierung, wenn
auch in geringerem Umfang, durch den Filter festzustellen. Dennoch sind aber auch
immer noch Restgehalte an den endokrinen Wirkstoffen im Wasser des Ablaufs
nachzuweisen, die bis auf DEHP mit einem extrem hohen Ablaufwert von 660pg/mL,

etwa im Bereich der Konzentrationen fir Estradiol liegen.
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Entgiftungsenzyme in Phragmites australis

Glutathion S-Transferasen - GSTs

45,00
40,00 Blatt
—8—Rhizom
-
AL
5 |
E _—
~
=
g T |
= b
<<
S
n ~—
AN
5,00 H\_/P—-II =
0,00 : : : : : : : : : : : : : : : :
Mai Juni Juli Aug Sept Okt Mai Juni Juli Aug Sept Juli  Aug Sept Okt
2003 2003 2003 2003 2003 2003 2004 2004 2004 2004 2004 2005 2005 2005 2005

Abb. 27: Spezifische Aktivitdt GSTs (Substrat CDNB) in Phragmites australis-Pflanzen vom Filter an der KA
Morlbach im Vergleich (ber alle drei Erhebungsjahre, n=3, gemittelt. Auswertung mit dem
Statistikprogramm von Soft MaxPro 4.6.

Die Spitzenwerte bei den spezifischen Aktivitdten der GSTs (E.C. 2.5.1.18) fir die
Konjugation des Substrats CDNB wurden in Phragmites australis-Pflanzen aus Mdrlbach
in den Sommer- oder Herbstmonaten erzielt, wobei die Aktivitdten Uber die drei
dargestellten Jahre stark schwankten. Die GST-Aktivitaten in den Blattproben waren im
Sommer, mit Ausnahme des letzten Erhebungsjahres, hoéher als die in den
Rhizomproben (Abb. 27). Die GST-Aktivitaten in den Rhizomproben stiegen im darauf
folgenden Jahr wieder Uber die Werte der Blattproben an. Interessant ist die
Beobachtung, dass zu allen Erhebungsdaten GST-Aktivitdten in Blatt und Rhizom von

Phragmites australis zu beobachten waren.

Bei den Blattern fallt eine konstant hohe Aktivitdt iber drei Monate im Sommer 2004
auf, die gleichzeitig auch die héchsten Aktivitaten bei Blattern auf dem Filter darstellen.

Diese Zeit der erhdhten Blattaktivitaten fiel genau mit der Zeit der erhéhten pH- und
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BSBs-Werte zusammen (vgl. Abb. 21 und Abb. 22). Die Monate Juni und Juli 2004 waren
am Pflanzenfilter in Moérlbach sehr hei3 und trocken, gefolgt von starken Regenféllen
Ende Juli. Diese Bedingungen haben nicht nur die Wasserparameter stark schwanken
lassen (vgl. Abb. 24 und 25), sondern flihrten in diesem Sommer aufgrund der
wechselhaften und extremen Bedingungen zusatzlich zu einem verstarkten Lausbefall
bei den Schilfpflanzen am Filter. Der Befall wurde im Juli 2004 festgestellt und endete
mit dem Totalausfall der oberirdischen Biomasse der Filtervegetation bis Oktober des
gleichen Jahres (vgl. NEUSTIFTER&SCHRODER, 2004). Es konnte beobachtet werden,
dass befallene Blatter genau ab diesen Zeitpunkten auch erhdhte GST-Aktivitaten
zeigten (vgl. Abb. 27). Aus diesem Grund wurden von den Blattproben dieser Monate
(Juli, August, September 2004) auch die Temperaturoptima und die Aktivierungsenergie
bestimmt, um feststellen zu kdnnen, ob diese Aktivitatssteigerungen auf die verstarkte
Expression von GST-Isoenzymen zuriickzufiihren sind (vgl. Abb. 29).

Auch bei den Rhizomen konnte eine Dynamik (ber den Zeitraum der Erhebung erkannt
werden. Wahrend die GST-Aktivitaten dabei im Frihjahr und Sommer meist geringer
waren als die der Blatter, stiegen sie jeweils zum Herbst hin leicht an (vgl. Abb. 27). Da
Uber die Herbst- und Wintermonate keine kontinuierlichen Messungen durchgefiihrt
wurden, konnte nicht festgestellt werden, wie sich die Aktivitatssteigerungen der Blatter
im Sommer auf die Rhizome in den nach folgenden Wochen und Monaten ausgewirkt
haben. Es konnte aber im ersten Erhebungsjahr festgestellt werden, dass die GST-
Aktivitaten der Rhizome im Frihjahr und im Herbst ihre h6chsten Werte erreichen und
dass die Gewebe somit auch in den Schwellenmonaten vor und nach dem Winter aktiv
waren (vgl. Abb. 27).

Da es sich gezeigt hatte, dass der BSBs und der pH-Wert eng in dem Zeitraum des
Sommers 2004 miteinander korreliert sind (Abb. 23) und die Einfllisse eng miteinander
in Verbindung stehen, wurde untersucht, ob dieser Zusammenhang auch bei den GSTs,
deren Aktivitdten in diesem Zeitraum ebenfalls stark angestiegen waren, Glltigkeit hat.
Aus diesem Grund sind hier die spezifischen Aktivitaten gegen die PH-Werte aus diesem
Zeitraum gegeneinander aufgetragen. Man sieht auch hier den engen Zusammenhang
und kann feststellen, dass diese spezifische Aktivitat der GSTs mit den pH-Werten aus
dem Sommer 2004 eng miteinander korreliert sind (R2=0,90, Abb. 28).
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Abb. 28: Spezifische Aktivitat GTSs (Substrat CDNB) von Phragmites australis vom Filter an der KA Mérlbach
aufgetragen gegen die pH-Werte fiir die Monate Mai, Juni, Juli, August und September 2004.

Wie auch schon bei der Korrelation von BSBs und pH-Werten kann dieser
Zusammenhang aber nur fiir diese Werte gesehen werden und kann nicht als allgemein
glltig verstanden werden. Es ist aber immerhin ein deutliches Indiz daflir, dass unter
bestimmten Bedingungen eine direkte Korrelation zwischen der Wasserqualitat und den

in der Pflanze exprimierten Entgiftungsenzymen besteht.

Temperaturoptima - Bestimmung der Aktivierungsenergie

Wenn sich die Expressionsmuster einer Enzymgruppe andern, so verandern sich auch
die physiko-chemischen Eigenschaften wie Temperatur- und pH-Optimum. Auf das
Temperaturoptimum wurden dazu die drei Blattproben von Phragmites australis aus den
Monaten Juli, August und September 2004 untersucht, die bei der Erhebung in Mérlbach
am Filter eine deutlich erhdhte spezifische Aktivitat gezeigt hatten (vgl. Abb. 27) und in
die Zeit des starken Lausbefalls fielen. Es erschien deshalb interessant zu untersuchen,
wie sich die Temperaturoptima und die Aktivierungsenergie verhalten und ob sich dabei
Unterschiede im Enzymmuster zeigen. Es wurde die spezifische Aktivitat gegentiber dem

Substrat CDNB in Abhangigkeit von der Temperatur untersucht.
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Deutlich ist dabei ein Aktivitatsmaximum aller drei Proben bei 55°C zu erkennen (vgl.
Abb. 29). Ein zweites, jedoch wesentlich geringeres Maximum kann bei allen drei Proben
auch im Bereich von 25-35°C beobachtet werden, das offenbar eine andere GST-Gruppe
charakterisiert. Der Bereich der linearen Zunahme der Enzymaktivitat (40-55°C) wurde
dazu herangezogen, die Berechnung der Aktivierungsenergie vorzunehmen. Die
Berechnung der Aktivierungsenergie der GSTs in Phragmites australis-Pflanzen aus
Morlbach erfolgt, wie in Material & Methoden beschrieben.

Zur Berechnung der Aktivierungsenergie benétigt man die Steigung derjenigen Geraden,
die sich ergibt wenn man die Reaktionstemperaturen aus dem ansteigenden Bereich der
Temperaturabhdangigkeitskurve (hier: 40-55°C, entspricht 313-328°K) in °K als
Kehrwert gegen den dekadischen Logarithmus der Geschwindigkeitskonstanten bei

diesem Temperaturbereich auftragt (Abb. 30).

6,0

—&—Juli
5,0 —— August
September

4,0

3,0 —

SpA [pkat/mg]

2,0

1,0

0,0 T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

[°C]

Abb. 29: Sperzifische Aktivitdt GSTs (Substrat CDNB) bei Phragmites australis-Pflanzen vom Filter an der KA
Mérlbach, Temperaturverlauf der Proben von Juli, August & September 2004.

Die Temperaturoptima, die bei der Messung der spezifischen Aktivitat gemessen
wurden, liegen bei den Proben aller drei Monate nahe beieinander (Abb. 29). Das
Temperaturoptimum liegt mit 55°C verhaltnismaBig hoch. Zwar wesentlich schwacher
ausgepragt, aber dennoch gut zu erkennen, ist ein zweites Temperaturoptimum bei
etwa 30°C (Abb. 29).
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Abb. 30: Grafische Ermittlung der Aktivierungsenergie der Phragmites australis-GSTs fir die Monate Juli,
August und September 2004.

Durch Einsetzen der Steigung der Geraden (Abb. 30), ergibt sich fir die
Aktivierungsenergie im Juli ein Wert von 38,30 kJ*Mol™, fiir August von 33,42 kJ*Mol™
und fiir September von 33,56 kJ*Mol™.

Glutathion-Reduktasen (GRs)

40,00

B
35,00 at

i\ —&—Rhizom
30,00

oo ]

20,00

SpA [pkat/mg]

15,00

10,00 -

500 it = - y/'\\.

0,00

Mai  Juni Juli Aug Sept Okt Mai  Juni Juli Aug Sept Juli  Aug Sept Okt
2003 2003 2003 2003 2003 2003 2004 2004 2004 2004 2004 2005 2005 2005 2005

Abb. 31: Spezifische Aktivitat der GR bei Phragmites australis-Pflanzen am Filter an der KA Mdrlbach im

Vergleich lber alle drei Erhebungsjahre, n=3, gemittelt. Auswertung mit dem Statistikprogramm von Soft
MaxPro 4.6.
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Die Aktivitat der Glutathion-Reduktasen (GRs, E.C. 1.6.4.2) wird als Indikator fiir den
Entgiftungsprozess bestimmt, da sie notwendig ist, um das bei antioxidativen
Reaktionen gebildete GSSG zu GSH zu reduzieren. Bei einer hohen Aktivitat der
Expression der GR kann davon ausgegangen werden, dass sich die Pflanze in einem
Zustand der aktiven Entgiftung befindet, da offenbar reichlich GSSG entsteht.

Die Darstellung (lber die drei Erhebungsjahre (Abb. 31) zeigt die GR-Aktivitatsverlaufe
der Blatter und Rhizome der Schilfpflanzen in Mdérlbach. Man kann Dynamiken im
Jahresverlauf, vor allem bei den Rhizomen, erkennen. Bei den Blattern traten die
Maxima in allen Jahren im Spatsommer auf, wenngleich die gemessenen Werte von Jahr
zu Jahr sehr unterschiedlich waren. Bei den Rhizomen war eine Erhéhung der
Aktivitaten zum Herbst zu erkennen, ebenfalls mit starken Schwankungen, aber meist
wesentlich deutlicher als bei den Blattern ausgepragt. Interessant ist zudem, dass die
beobachtete, sehr hohe Aktivitdt bei den GSTs im Sommer 2004 (Juli, August,
September) bei den GR-Aktivitdten im Blatt nicht zu erkennen ist. Dagegen findet man

im Rhizom annahernd identische Verlaufe zu Rhizom-GSTs (vgl. Abb. 27).
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Abb. 32: Spezifische Aktivitat der Peroxidase (Substrat Guajacol) bei Phragmites australis-Pflanzen vom
Filter an der KA Mérlbach im Vergleich (ber alle drei Erhebungsjahre, n=3, gemittelt. Auswertung mit dem
Statistikprogramm von Soft MaxPro 4.6.
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Die Peroxidaseaktivitat gilt als genereller und unspezifischer Stressmarker in Pflanzen.
POX (E.C. 1.11.1.7) sind im pflanzlichen Stoffwechsel an der Entstehung stressbedingter
Reaktionen beteiligt. Die spezifische Aktivitdt der POX lag meist weit unter den Werten,
die fir andere Entgiftungsenzyme gemessen wurden (Abb. 32). Auffallig bei den
vorliegenden Werten fiir die Pflanzen aus Mdérlbach ist deshalb, dass die POX-Aktivitaten
der Rhizomproben hier meist (iber denen der Blatter liegen und der Stress, dem die
Blatter im Sommer 2004 ausgesetzt waren, sich nicht in der POX-Aktivitat niederschlagt.
Aufgrund der generell niedrigen Werte treten hier auch kleine Schwankungen deutlich
hervor. Es konnten aufgrund der langen Intervalle zwischen den Probenahmen
allerdings nicht alle Reaktionen aufgezeichnet werden. Man kann zwar jahreszeitliche
Verlaufe erkennen, die sowohl bei Blattern, als auch bei Rhizomen im Sommer (Juni/Juli
2004, Abb. 32) ihr Maximum erreichten, man muss sich aber im Klaren sein, dass
aufgrund der schnellen Regulierung der Peroxidasen und der niedrigen gemessenen
Werte hier nur ein ungefdhrer Uberblick tiber die Dynamik der Aktivititen gegeben

werden kann.
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Analgetika und Phragmites australis

In Laborstudien unabhangig vom Projekt Moérlbach wurden die Abbau- und
Aufnahmefahigkeit von Analgetika durch Phragmites australis-Rhizome untersucht.

Abbaustudien mit Ibuprofen, Diclofenac und Paracetamol
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Abb. 33: Konzentrationsabnahme bei Ibuprofen (Konz. 0,1mM) in Anwesenheit eines Rhizoms von
Phragmites australis; bestimmt via HPLC Uber 24 h.

Die Ibuprofenabnahme Uber die Zeit (0-24h) wurde via HPLC bestimmt (Abb. 33). Aus
der Kalibrationsgeraden flir Ibuprofen (y = 0,000065x, vgl. Abb. 14) lasst sich daraus
Uber die Erhebungszeit die entsprechende Konzentrationsabnahme von 29uM
berechnen. In den ersten acht Stunden war eine Abnahme zu erkennen, jedoch in
wesentlich geringerem Umfang als in den Stunden zwischen 9 und 24h der Inkubation
des Rhizoms.

Bei der Kontrolle ohne Rhizom ist zwar auch eine leichte Schwankung der Messwerte

festzustellen, die jedoch (iber die gesamte Dauer des Versuches nicht signifikant ist
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(Abb. 33). Die Beschleunigung der Aufnahme mit der Zeit deutet auf die Beteiligung
eines biologischen induzierten Vorgangs hin.
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Abb. 34: Konzentrationsabnahme bei Diclofenac (Konz. 0,1mM) in Anwesenheit eines Rhizoms von
Phragmites australis; bestimmt via HPLC Uber 24h.

Auch fir Diclofenac konnte eine deutliche Abnahme Uber die Inkubationszeit von 24h
gegeniiber der Kontrolle beobachtet werden (Abb. 34). Aus der Kalibrationsgerade
(y = 0,00013x, vgl. Abb. 16) konnte eine Konzentrationsabnahme von 9,4 uM berechnet
werden. Die Abnahme verlief kontinuierlich, sie setzte jedoch, im Gegensatz zu der
bereits beschriebenen Abnahme von Ibuprofen erkennbar erst nach einer Stunde ein.
Nach 9h ist etwa die Halfte der Abnahme erreicht. Die restliche Abnahme erfolgt dann
in den verbleibenden 15 Stunden. Bei der Kontrolle ohne Rhizom ist im vorliegenden Fall

ebenfalls ein Verlust zwischen 6-24h zu erkennen, jedoch in geringerem Umfang.
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Abb. 35: Konzentrationsabnahme bei Paracetamol (Konz. 0,01mM) in Anwesenheit eines Rhizoms von
Phragmites australis; bestimmt via HPLC Uber 24 h.

Dargestellt ist die Paracetamolabnahme (ber 24h an der HPLC (Abb. 35). Aus der
Kalibrationsgerade (y =0,000041x, vgl. Abb. 18) lasst sich daraus die entsprechende
Konzentrationsabnahme von 5,7 uM berechnen.

Auch bei Paracetamol ist eine Reduktion Uber die Zeit in Anwesenheit des Rhizoms von
Phragmites australis zu beobachten. Die Abnahme Uber die 24 Stunden verlduft
kontinuierlich und deutlich. In der Zeitspanne von 9-24h ist zwar auch bei der Kontrolle
ohne Rhizom eine Abnahme festzustellen, jedoch wesentlich geringer als mit Rhizom.
Wahrend in Anwesenheit des Rhizoms sofort nach einer Stunde eine Abnahme zu
erkennen ist, ist bei der Kontrolle in den ersten Stunden keine weitere Abnahme
festzustellen.

Bei Ibuprofen wurde insgesamt eine Konzentrationsabnahme von 29uM und bei
Diclofenac von 9,4uM festgestellt. Bei Paracetamol lag die Konzentrationsabnahme bei
5,4uM, wobei hier die Ausgangskonzentration 10uM betrug, bei Ibuprofen und
Diclofenac  100pM. Im direkten Vergleich wurde Ibuprofen bei gleicher

Ausgangskonzentration wesentlich starker aufgenommen als Diclofenac.

88



Ergebnisse

Spezifische Aktivitdaten der Ibuprofen- und Diclofenac-Proben

Aus dem Rhizommaterial der Abbaustudien von Ibuprofen und Diclofenac wurde
anschlieBend die spezifische Aktivitat der GSTs und der POX bestimmt (vgl. Abb. 36).
Die Rhizomprobe aus dem Paracetamol-Abbauversuch wurde zur Metaboliten-

bestimmung verwendet (vgl. Abb. 37).

30,00

@ POX (Guajacol)
O GST (CDNB)

25,00

(1

20,00

15,00 A

HH

SpA [pkat/mg]

10,00 ~

5,00 A

0,00 ‘ ‘
Ibuprofen Kontrolle  Ibuprofen + Rhizom  Diclofenac Kontrolle  Diclofenac + Rhizom

Abb. 36: Sperzifische Aktivitat GST (Substrat CDNB) und POX (Substrat Guajacol) in [pkat/mg] bei den
Phragmites australis-Rhizomen vom Filter an der KA Morlbach, mit denen die Aufnahme von Ibuprofen und
Diclofenac untersucht wurde. n=3, gemittelt. Auswertung mit dem Statistikprogramm von Soft MaxPro 4.6.

Man findet in beiden Rhizomen Aktivitaten fir GSTs als auch Peroxidasen (vgl. Abb. 36).
Beim Ibuprofen-Versuch wurde bei gleicher Ausgangskonzentration mehr Aufnahme
verzeichnet (29 uM) als im Vergleich zum Diclofenac-Versuch (9,4 uM), was sich auch bei
den spezifischen Aktivitdten der jeweiligen inkubierten Rhizome widerspiegelt. Nach
Ibuprofen-Inkubation ist im Vergleich zur Kontrolle eine knappe Verdopplung der GST-
Aktivitéten festzustellen, wahrend Diclofenac-Gabe lediglich zu 20% hdheren GST-
Aktivitaten flihrt. Die POX-Aktivitat ist zwar in beiden Rhizomproben unterschiedlich, es
gibt aber keine signifikante Veranderung infolge der Aufnahme des jeweiligen

Analgetikums.
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Untersuchungen zur Aufnahme und Metabolisierung von Paracetamol in
Phragmites australis

Nachdem die Abnahme von Paracetamol

in Anwesenheit von Rhizomstiicken von

Phragmites australis gezeigt werden konnte (vgl. Abb. 35), stellte sich die Frage nach

dem Verbleib des Schmerzmittels

im Gewebe. Deshalb wurde das Rhizom auf

Rickstdnde des Analgetikums untersucht. Es sollte dabei nicht nur bestdtigt werden,

dass das Medikament in die Pflanze aufgenommen wird, sondern auch mdgliche

Metaboliten des Schmerzmittels, wie sie bei der Entgiftung im tierischen Metabolismus

entstehen, nachgewiesen werden.

Nach Aufschluss des Pflanzenmaterials und HPLC-Analyse durch das medizinische Labor

Dr. Tiller & Kollegen in Miinchen wurde folgendes Chromatogramm erhalten:

PARACETAMOL AB 23_9_05 #745 [modified by Administrator]

UV _VIS_ 1]

1 OO-F U
U.Bﬂ—l
0,60+

0,40+

P

0,20+

-0,00—

-0,40-

I
Un J\ UW mmcmm 8,335

3 - Sulfat - 13,741

4 - Mercapturat - 23,159

WVLEZ50 nmy

min

-0,60-}
0,0

50

100 " 180

200" " 250

300 350

Abb. 37: Chromatogramm der Paracetamolmetaboliten, ermittelt via HPLC (Dionex), in Zusammenarbeit mit
dem Labor Dr. Tiller & Kollegen, Munchen.

Tab. 45: Ergebnisse HPLC-Lauf Paracetamol-Metaboliten

Peak Nr. Name Zeit [min] Rel. Area [%0] Menge [mg/L]
1 Glucuronid 6,99 32,91 1,118
2 Paracetamol 8,33 40,60 1,083
3 Sulfat 13,74 6,51 0,100
4 Mercapturat 23,16 19,97 0,182
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Detektiert wurden vier Peaks des Paracetamol-Metabolismus: Glucuronid bei 6,99 min,
Paracetamol bei 8,33min, Sulfat bei 13,74min und Mercapturat bei 23,16 min. Das
Glucuronid ist mengenmaBig der Hauptmetabolit (1,083 mg/L), wahrend Sulfat und
Mercapturat nur etwa ein Zehntel der Menge dazu ausmachten (0,100 und 0,182mg/L,
vgl. Tab. 45). Die letztgenannten Metaboliten entstammen eindeutig dem GSH-
Metabolismus und legen eine Beteiligung von GSTs am Umsatz nahe. Die Pflanze nimmt
also aktiv einen Abbau des Medikaments vor, wobei die Produkte bereits nach kurzer
Zeit nachweisbar sind (Inkubationszeit gesamt: 24h).

Ibuprofen- und Safener-Experimente im Hinblick auf GSTs

Ibuprofen-Experimente im Hinblick auf GSTs

Nach den Erfolg versprechenden Experimenten mit induzierten Rhizomstlicken wurde
durch Inkubationsversuche mit dem Schmerzmittel Ibuprofen versucht, eindeutige
Reaktionsmuster der GST-Aktivitdt durch Besprihung der Schilfpflanzen mit dieser
Substanz festzustellen. Aktitvitatsbestimmungen von GSTs mit den Substraten CDNB,
DCNB und NBoC nach Ibuprofen-Behandlung bei Phragmites australis Pflanzen aus der
KA Mérlbach und von Klonmaterial vom Pflanzenvermehrer BioPlanta sind nachfolgend
im Vergleich dargestellt (Abb. 38, Abb. 39 und Abb. 40).

Kontrolle und Behandlung der verschiedenen Schilfpflanzen stehen jeweils
nebeneinander zum Vergleich (Abb. 38). Dabei fallt auf, dass sowohl die Pflanzen von
BioPlanta als auch aus Moérlbach 24h nach der Behandlung eine erhOhte spezifische
GST-Aktivitat im Vergleich zu den Kontrollen aufweisen. Wahrend die GSTs bei Blattern
von BioPlanta-Pflanzen etwa verdoppelt wird (30 zu 60pkat/mg), wird sie bei den
Blattern der Mérlbach-Pflanzen sogar mehr als versechsfacht (20 zu 129 pkat/mg). Nach
72h ist die Aktivitat bei den Blattern zwar immer noch gegentiber der Kontrollen erhéht,
die Werte liegen aber unter den bei 24h gemessenen Werten, sowohl bei BioPlanta-
Pflanzen (15 zu 55 pkat/mq), als auch bei Mérlbach-Pflanzen (5 zu 70 pkat/mg).
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Abb. 38: Spezifische Aktivitdt GSTs (Substrat CDNB) in [pkat/mg], Kontrolle und Ibuprofen-Behandlung
(100 mM). n=3, gemittelt. Auswertung mit dem Statistikprogramm von Soft MaxPro 4.6.

Bei den Rhizomproben aus Mérlbach kann sowohl nach 24h, als auch nach 72h eine
deutliche Steigerung der Enzymaktivitat festgestellt werden, wahrend bei den BioPlanta-
Proben zwar nach 24h eine transiente Steigerung der GSTs ersichtlich wird, die aber
nach 72h nur noch im Blattmaterial zu erkennen ist, wahrend die GSTs im Rhizom zu
50 % gehemmt ist (Abb. 38). Bei den Geweben der Moéribach-Pflanzen sind eine
Steigerung nach 24h und eine weitere Steigerung nach 72h, v.a. bei den Rhizomen zu
erkennen. Die GST-Aktivitaten in den durch Vorbelastung an der Kldranlage
beeinflussten Pflanzen reagieren also erheblich starker und stabiler als die Pflanzen aus

dem unbeeinflussten Klonmaterial von BioPlanta.
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Abb. 39: Spezifische Aktivitat GSTs (Substrat DCNB) in [pkat/mg], Kontrolle und Ibuprofen-Behandlung
(100 mM). n=3, gemittelt. Auswertung mit dem Statistikprogramm von Soft MaxPro 4.6.

Bei Messungen mit dem Substrat DCNB (Abb. 39) ist zu erkennen, dass sich die GST-
Aktivitditen beim Blatt der BioPlanta-Pflanzen 24h nach Ibuprofen-Applikation
verdoppeln. Bei den Rhizom-Aktivitdten ist keine signifikante Erhéhung zu beobachten.
Der Effekt in den Blattern ist nach 72h nicht mehr zu erkennen. Bei den Mérlbach-
Proben ist nach 24h eine Hemmung der GST-Aktivitdten bei Blatt und Rhizom im
Vergleich zu den Kontrollen gegeben. Die Aktivitaten steigen hier so hoch an, dass sie
durch anderweitig induzierte Stressreaktionen Uberlagert scheinen. 72h nach der
Ibuprofen-Applikation konnte jedoch eine Steigerung der GST-Aktivitdten zu den Werten
nach 24h (Erhéhung um etwa 30%) und den Kontrollen (Verdopplung) festgestellt

werden.

In Abbildung 40 ist abschlieBend die GST-Aktivitdtsbestimmung nach Ibuprofen-
Behandlung mit dem Substrat pNBoC dargestellt. Hier kann, anders als bei DCNB, eine
Verdopplung der Aktivitaten bei beiden Geweben (Blatt und Rhizom) in den BioPlanta-
Proben beobachtet werden. Bei den Morlbach-Pflanzen ist dahingegen keine
Veranderung im Vergleich zu den Kontrollen festzustellen. Nach 72h nach der Ibuprofen-
Applikation kann dann aber bei beiden Geweben der BioPlanta-Pflanzen eine sehr starke
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Steigerung der GST-Aktivitdten, etwa um ein Finffaches, festgestellt werden. Bei den
Morlbach Proben kommt es zu diesem Zeitpunkt zu einer Steigerung der Aktivitaten der
Rhizome um ein Drittel.

200
180 A
160 -
140
el 120
£
g 100
< 80
wn
60
40 £
“] ’{—‘I m' .7_ﬁ|:|T-
RS & £ & &
S & S &S F& FF L& T
o S PR o & SR A & DR & DR
RO SEEOV AN Ve Ve N AV N
BV @ sV &y S & A @ A s N SN
Q\'é\ N & @ &S N ¥ NN &S NS
EP R O SO S T I $ S
© <° ~° P ¢ W N N <° \Q)\°Q @ «° NN
O @ SN L @ S L @ & L @ & o
N & & &S © @ &S S (& & S &L
S ¢ & I & S I O
© > Q,OQ © A '{,00 © \Q,QOQ © A @0

Abb. 40: Spezifische Aktivitdt GSTs (Substrat NBoC) in [pkat/mg], Kontrolle und Ibuprofen-Behandlung
(100 mM). n=3, gemittelt. Auswertung mit dem Statistikprogramm von Soft MaxPro 4.6.

Abgebildet wurden die GST-Substrate CDNB, DCNB und pNBoC im Vergleich (Abb. 38,
Abb. 39 und Abb. 40). Interessant ist zu beobachten, dass die spezifischen Aktivitaten
nicht eindeutig und unterschiedlich durch die verwendeten Substrate abbilden werden
konnten, obwohl es sich um identisches Probenmaterial handelte. Jedes Substrat zeigt
andere Aktivitaten und kann nicht ersatzweise ohne Verluste bei der GST-Beschreibung
verwendet werden. Die Substrate bewirken auch in den absoluten Aktivitaten starke
Unterschiede, wobei durch das Substrat CDNB immer wesentlich hohere Aktivitaten
detektiert werden. Es kann aber festgestellt werden, vor allem bei den BioPlanta-Proben
nach 24h und den Mérlbach-Proben nach 72h, dass bei den Substraten CDNB und NBoC

tendenziell ahnliche Ergebnisse in der Reaktion der GSTs detektiert werden kdnnen.
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Safenerexperimente

Um die Ergebnisse vorgenannter Experimente zu bestatigen, wurden Versuche mit
Safenern unternommen, da diese in der Literatur als gute Induktoren fiir pflanzliche
Entgiftungsenzyme gelten (vgl. SCALLA& ROULET, 2002; SCARPONI&DELBUONO, 2005).
Dazu wurden zundchst Vorversuche mit abgeschnittenen Blattern und schlieBlich mit
ganzen Pflanzen vorgenommen. Verwendet wurden je nach Versuch sowohl Phragmites

australis-Pflanzen aus Morlbach als auch Klone von BioPlanta.

Blatt-Induktionsversuch

35,00

30,00

25,00

20,00 —

SpA [pkat/mg]

Abb. 41: Spezifische Aktivitdt GSTs (Substrat CDNB) in [pkat/mg], Behandlung mit den Safener Benoxacor
Cloguintocet-mexyl und NAA, Blatt-Induktionsversuch mit Phragmites australis vom Filter an der KA
Mérlbach. n=3, gemittelt. Auswertung mit dem Statistikprogramm von Soft MaxPro 4.6.

In Abbildung 41 sind die Ergebnisse der Bestimmung der spezifischen Aktivitat von GSTs
fir das Substrat CDNB bei Kontrollen und Behandlungen der Blatter von Phragmites
australis aus Morlbach dargestellt. Im Vergleich zur Kontrolle kann man nach
Behandlung mit Naphthylessigsaure (NAA) nach 3h einen signifikanten Anstieg der
Aktivitat des Entgiftungsenzyms GST erkennen. Eine sichere Induktion der GST-Aktivitat
erhalt man nach 6h mit allen getesteten Safenern, wobei Cloquintocet-mexyl und NAA

die hoéchsten Aktivitatssteigerungen bewirken. Diese Reaktion ist bei allen Behandlungen
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nach 18h komplett verschwunden und tritt nach 24h nur bei Benoxacor erneut auf. Die
Aktivitatssteigerungen bleiben also transient und sind nach 6 h maximal ausgepragt.

Safener-Induktionsversuch 1
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g 15,00
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=
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Abb. 42: Spezifische Aktivitdt GSTs (Substrat CDNB) in [pkat/mg] bei Phragmites australis vom Filter an der
KA Morlbach, Safener-Induktionsversuch1 (Ben. = Benoxacor, Met. = Metolachlor) mit ganzen Pflanzen.
n=3, gemittelt. Auswertung mit dem Statistikprogramm von Soft MaxPro 4.6.

Beim Induktionsversuch1, der im Gegensatz zum vorherigen Versuch bereits an ganzen
Pflanzen mit dem Safener Benoxacor und dem Herbizid Metolachlor durchgefiihrt wurde,
kann einzig eine Reaktion bei den Rhizomen auf den Safener Benoxacor nach 24h
beobachtet werden (Abb. 42). Die Reaktion fiihrt zu einer etwa dreifach hdheren
spezifischen Aktivitdt der GSTs als die der Kontrollen. Sie ist auch noch nach 7 Tagen
sichtbar, wenn auch nicht mehr ganz so ausgepragt, aber immer noch héher als bei den
Kontrollpflanzen. Bei den Blattern kann zu keinem Zeitpunkt eine Reaktion auf die
Behandlungen erkannt werden, obwohl die Applikation der Spritzlésungen direkt auf die

Blatter ausgebracht worden ist.
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Abb. 43: Spezifische Aktivitat GSTs (Substrat CDNB) in [pkat/mg] bei Blatt und Rhizom von Phragmites
australis (BioPlanta), verschiedene Safener, Safener-Induktionsversuch 2. n=3, gemittelt. Auswertung mit
dem Statistikprogramm von Soft MaxPro 4.6.

Nun wurde ein weiterer Induktionsversuch mit Safenern durchgefiihrt, bei dem ganze
Pflanzen von BioPlanta mit verschiedenen Safenern behandelt wurden (Abb. 43). Hier
werden im Vergleich zum Safener-Induktionsversuch1 wesentlich hdéhere Aktivitaten
gemessen (bis zu 160 pkat/mg beim Rhizom der Benoxacor-Behandlung, vgl. Abb. 42).
Bei den Blattern und den Rhizomen kann nur bei der Benoxacor-Behandlung nach 72h
ein signifikanter Anstieg der Aktivitdten, sowohl bei den Blattern, als auch bei den
Rhizomen beobachtet werden. Dieser Anstieg der Aktivitdten war nach 24h noch nicht
zu beobachten. Die Behandlungen mit Fenclorim zeigte eine Verdopplung er GST-
Aktivitdt und bei den Rhizomen nach 24h, eine Hemmung bei den Blattern. Nach 72h
zeigt sich im Vergleich zu den Kontrollen beim Safener Fenclorim keine weitere
Aktivitatssteigerung. Bei Behandlung mit dem Safener Fenchlorazol-ethyl wurde eine
Verdopplung der GST-Aktivitdten in beiden Geweben nach 24h festgestellt, die aber
nach 72h wieder verschwunden war (Abb. 43). Aufgrund der starken Aktivitatserh6hung
in dem Gewebe wurde diese Rhizomprobe (Benoxacor-Behandlung, 72h) fir weitere
Untersuchungen zur Charakterisierung der Entgiftungsenzyme und zur Isolierung der

RNA herangezogen.
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2 D-Gelelektrophorese

Es stellte sich die Frage, ob die deutlichen Veranderungen der GST-Aktivitat bei der
Safenerbehandlung mit Benoxacor auf Anderungen der Isoenzyme zuriickzufilhren sind.
Verwendet wurden Rhizomproben aus der Benoxacor-Behandlung und deren Kontrolle
nach Affinitatschromatographie, bei der die Rhizome eine besonders hohe spezifische
Aktivitat im Gegensatz zur unbehandelten Kontrolle zeigten (vgl. Abb. 43). Diese Proben
wurden verwendet, da man bereits bei der Enzymmessung gesehen hatte, dass sich hier
der Unterschied zwischen Kontrolle und Behandlung im Hinblick auf den Status der GSTs
besonders gut beobachten lasst.

Nachfolgend sind beide Proben im direkten Vergleich dargestellt (Abb. 44):

pH 3 10 3 10

kDa

Abb. 44: Vergleich von Phragmites australis Rhizomproben Kontrolle (links) und nach Benoxacor-
Behandlung (100mM, nach 72h, rechts). n=3, gemittelt. Auswertung mit dem Statistikprogramm von Soft
MaxPro 4.6., molekularer Marker rechts.

Tatsachlich lasst sich der Unterschied, der bei der Messung der spezifischen Aktivitat
gemessen wurde (vgl. Abb. 43), in der 2D-Gelelektrophorese sichtbar machen. GST-
Monomere, wie sie bei der Auftrennung entstehen, haben ein natives Molekulargewicht
von ca. 25kDa. Man kann hier anhand des Markers genau erkennen, dass es sich bei
den silbergefarbten Spots um Proteine dieser GroBe handelt, die bei einem pH von etwa
5-7 auftreten (Abb. 44). Links im Bild zeigt sich der Status der GSTs vor der
Behandlung, die deutlich drei prominente und wenige undeutliche Spots mit einer GroBe
von etwa 25kDa aufweisen. Beim Gel mit den Benoxacor behandelten Rhizomen und
Auftragung der gleichen Proteinkonzentrationen erkennt man die dazu weit hdhere
Anzahl an GST-Spots.
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Abb. 45: Western Blots Rhizomproben (Phragmites australis, Morlbach) aus dem Safener-
Induktionsversuch 1 (Benoxacorbehandlungen), 1 = Blatt unbehandelt, 2 = Rhizom unbehandelt, 3 = Blatt
behandelt, 4 = Rhizom behandelt. Zur Verdeutlichung wurden die beiden Banden in den Blots leicht
nachgefarbt.

Dieser Western Blot wurde mit Phragmites australis-Proben aus dem Safener-
Induktionsversuch1 durchgefiihrt (Abb. 45). Dazu wurden die Proben (Blatt und
Rhizom, behandelt mit Benoxacor und unbehandelte Kontrollen) zuerst auf ein Gel
aufgetragen, nach GréBe (Molekulargewicht) getrennt und anschlieBend auf eine PVDF-
Membran gezogen, die dann mit Anti-Phi- und Anti-Tau-GSTs inkubiert wurde (vgl.
Material & Methoden). Bei den Blattproben sind keine Banden fiir Phi- oder Tau-GSTs zu
erkennen, ganz gleich ob sie behandelt waren oder nicht. Einzig bei den mit Benoxacor
behandelten Rhizomproben, die auch die stark erhéhte spezifische Aktivitat bei der GST-
Messung gezeigt hatte (vg. Abb. 43), sind zwei Banden in der GrdBe von ca. 20-30kDa
zu erkennen, sowohl fiir Phi-, als auch fir Tau-GSTs (Abb. 45).
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Western Blots verschiedener Safener und Ibuprofen
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Abb. 46: Western Blots Blattproben (Phragmites australis) aus dem Safener-Induktionsversuch 2 und dem
Ibuprofen-Experiment (Kontrollen und Behandlungen), verwendetet wurde der Anti-Phi GST Antikérper; 1 =
Kontrolle ‘Mérlbach” 0h, 2 = Kontrolle ‘Mérlbach’ 24h, 3 = Kontrolle ‘Mérlbach’ 72h, 4 = Ibuprofen
‘Morlbach’ 24h, 5 = Ibuprofen ‘Morlbach 72h, 6 = Ibuprofen ‘BioPlanta’ 24h, 7 = Ibuprofen ‘BioPlanta’ 72h,
8 = Fenchlorazol-ethyl ‘BioPlanta’ 24h, 9 = Fenchlorazol-ethyl ‘BioPlanta’ 72h, 10 = Metolachlor ‘BioPlanta’
24h, 11 = Metolachlor ‘BioPlanta’ 72h, 12 = Fenclorim ‘BioPlanta’ 24h, 13 = Fenclorim 'BioPlanta’ 72h, 14
= Kontrolle ‘BioPlanta’ 0h, 15 = Kontrolle ‘BioPlanta’ 24h, 16 = Kontrolle ‘BioPlanta’ 72h.

Wenn Blattproben aus dem Safener-Induktionsversuch2 und dem Ibuprofen-Experiment
(Abb. 46) nach Auftrennung im Gel und Blotten auf Membranen mit Anti-Phi-GST-
Antikoérpern inkubiert wurden, waren zwei deutliche Banden in der GréBe von etwa 25-
27kDa zu erkennen. Nachdem der Antikdrper spezifisch nur an GST der Phi-Klasse
bindet, handelt es sich dabei um monomere Untereinheiten von GSTs. Die Spuren 1, 2
und 3 (Abb. 46) sind Kontrollen der Blattproben aus dem Ibuprofen-Experiment mit
Pflanzen aus Mérlbach nach 0, 24 und 72h. Ahnlich wie in den Aktivitdten ist auch hier
ein Grundlevel an Phi-GSTs zu beobachten. Spur 4 und 5 (Abb. 46) zeigen dann die
Ibuprofen-Behandlung der Blatter nach 24 und 72h im Vergleich. Die beiden GST-
Banden sind auch hier sichtbar, sogar in deutlich dunklerer Farbung. Rechts daneben
(Spur 6 und 7, Abb. 46) zeigt die Ibuprofen-Behandlung an BioPlanta-Pflanzen nach 24
und 72h. Dabei sind zwei Banden zu erkennen, bei denen die kleinere Untereinheit als
Bande etwas schwadcher ausgepragt ist. Die Kontrollen dazu nach 0, 24 und 72h der
BioPlanta-Pflanzen sind am Ende des Blots in den Spuren 14, 15 und 16 (Abb. 46)
dargestellt. Im Vergleich zu den Behandlungen mit Ibuprofen ist dabei erkennbar, dass
die kleinere Untereinheit deutlicher ausgepragt ist wahrend die obere wesentlich
schwacher ausgepragt ist als bei den Behandlungen. Die unterschiedliche Auspragung
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der Banden bei Kontrolle und Behandlung, die auch schon bei den Aktivitatsmessungen
zu beobachten war, wird somit sichtbar. Die Spuren 8 bis 14 (Abb. 46) zeigen
Behandlungen der Blatter aus dem Safener-Induktionsversuch2 mit Fenchlorazol-ethyl
(8, 9, Abb. 46), Fenclorim (12, 13, Abb. 46) und auch eine Behandlung mit dem Herbizid
Metolachlor (10, 11, Abb. 46) jeweils nach 24 und 72h. Nach 24h sind bei Fenchlorazol-
ethyl starke Banden zu sehen, die aber nach 72h deutlich schwacher ausfallen und mit
den Aktivitatsmessungen bei den Blattern der Behandlungen Ubereinstimmen (vgl. Abb.
43). Auch bei der Behandlung mit dem Herbizid sind zwei Banden zu sehen, bei der die
obere Bande starker ausgepragt ist. Bei den Behandlungen mit dem Safener Fenclorim
ist dahingegen nach 24 und 72h (13, 14, Abb. 46) vor allem die untere Bande gut
ausgepragt, nach 24 h deutlicher als nach 72h.
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Abb. 47: Western Blots Rhizomproben (Paragmites australis) aus dem Safener-Induktionsversuch 2 und dem
Ibuprofen-Experiment (Kontrollen und Behandlungen), verwendetet wurde der Anti-Phi GST Antikérper; 17
= Kontrolle ‘Mérlbach’ 0h, 18 = Kontrolle ‘Mérlbach’ 24h, 19 = Kontrolle ‘Mérlbach’ 72h, 20 = Ibuprofen
‘Morlbach’ 24h, 21 = Ibuprofen ‘Mérlbach’ 72h, 22 = Ibuprofen ‘BioPlanta’ 24h, 23 = Ibuprofen ‘BioPlanta’
72h, 24 = Fenchlorazol-ethyl ‘BioPlanta’ 24h, 25 = Fenchlorazol-ethyl ‘BioPlanta’ 72h, 26 = Metolachlor
‘BioPlanta’ 24h, 27 = Metolachlor 'BioPlanta’ 72h, 28 = Fenclorim ‘BioPlanta’ 24h, 29 = Fenclorim
‘BioPlanta’ 72h, 30 = Kontrolle ‘BioPlanta’ 0h, 31 = Kontrolle ‘BioPlanta’ 24 h, 32 = Kontrolle ‘BioPlanta’ 72h.

Die Western Blots der Rhizomproben aus dem Safener-Induktionsversuch2 und dem
Ibuprofen-Experiment (Abb. 47), ebenfalls mit einem Anti-Phi-GST-Antikérper, zeigen
Banden in der GréBe von etwa 25-27kDa, zumeist sogar zwei deutliche Banden. In den
ersten drei Spuren des Blots (17, 18 und 19, Abb. 47) sind die Kontrollen der Pflanzen
aus Morlbach aus dem Safener-Induktionsversuch2, bei 0, 24 und 72h abgebildet.
Deutlich zu erkennen ist, dass nach 0 und 24h nur sehr schwache Banden vorhanden
sind, die nach 72h vor allem bei der oberen Bande starker ausgepragt sind. Dieses

Ergebnis geht konform mit den Ergebnissen aus der Aktivitdtsmessung (vgl. Abb. 43),
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bei der bei den Kontrollen in den Rhizomen ebenfalls eine Steigerung der GST-Aktivitat
von 24 nach 72h festgestellt wurde. Sehr ausgepragte Banden zeigen sich bei allen
Ibuprofen-Behandlungen bei den Rhizomen nach 24 und 72h, sowohl bei den
Phragmites australis-Pflanzen aus Morlbach (Spur 20, 21, Abb. 47) als auch von
BioPlanta (Spur 22 und 23, Abb. 47). Bei diesen Behandlungen scheinen die Phi-GSTs
deutlicher anzusteigen als die Enzyme in den Kontrollen (vgl. Abb. 38). Bei allen
Aktivitatsmessungen mit den verschiedenen Substraten (CDNB, DCNB und NBoC) konnte
diese Steigerung beobachtet werden, sowohl bei Pflanzen aus Mdérlbach als auch von
BioPlanta (vgl. Abb. 39 und Abb. 40). Die Kontrollen der BioPlanta-Rhizome sind wie bei
den Blattproben nach 0, 24 und 72h am Ende der Blots in den Spuren 30, 31 und 32
(Abb. 47) abgebildet. Sie zeigen im Vergleich zu den Behandlungen ebenfalls schwacher
ausgepragte Phi-GST-Banden. Die Spuren 24 und 25 (Abb. 47) zeigen die Rhizomproben
des Safener-Induktionsversuches2 mit Fenchlorazol-ethyl nach 24 und 72h. Genau wie
bei der GST-Aktivitatsbestimmung (vgl. Abb. 43), sind die Banden bei 24h starker
ausgepragt als nach 72h. Die Spuren 28 und 29 (Abb. 47) zeigen die Fenclorim-
Behandlungen nach 24 und 72h. Hier sind ebenfalls Banden bei etwa 25kDa zu
erkennen, jedoch nicht so gut unterscheidbar in Untereinheiten, ahnlich den Kontrollen.
Wie auch bei der Aktivitdatsbestimmung sind hier in der Dauer der Behandlung eine
Veranderung nur nach 24h zu beobachten (vgl. Abb. 43). Fir die Metolachlor-
Behandlungen liegen keine Aktivitatsmessungen vor, man erkennt aber auch hier
anhand der Farbung von einer Bande nach 72h (Spur 27, Abb. 47), dass hier Phi-GSTs
nachgewiesen wurden.

Gut zu erkennen sind die beiden Banden in fast allen Blots. Da die Blots mit Antikdrper
gegen Phi-GSTs durchgefiihrt wurden, wird hier ersichtlich, dass die Phi-GSTs aus zwei
Untereinheiten von etwa 25kDa besteht, wobei jeweils eine Bande etwas unterhalb, die
andere etwas oberhalb dieser GréBe liegt (vgl. Abb. 46 und Abb. 47).
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RNA Isolierung, mRNA Isolierung, cDNA Herstellung und Klonierung von
GST-Sequenzen

Die RNA aus den Benoxacor behandelten Rhizomproben (72h, vgl. Abb. 43) wurde mit
Hilfe des RNeasyMiniKits (Qiagen) isoliert. Dazu wurden mehrere Proben aus der
Probepflanze verwendet, die nach der RNA-Gewinnung vereint wurden. Es wurden damit
265 L RNA in wassriger Losung erhalten. Durch Messungen am Photometer (260 nm:
Abs.0,097, 280nm: Abs.0,067) wurde eine Konzentration von 155,2ug/mL RNA in der
vereinten Probe festgestellt. In den 256 uL RNA-L6sung befanden sich somit 41,1ug
reine RNA. Aus diesen 256 UL wurde anschlieBend die mRNA mit Hilfe des Dynabeads
mRNA PurficationKit (DynalBiotech) isoliert. Die Ausbeute dabei betrug 10uL mRNA,

deren Konzentration mit dem Nanodrop-Photometer auf 39,6 ug/mL bestimmt wurde.

Zur Generierung der cDNA wurde 1pL der hergestellten mRNA verwendet. Zur
Herstellung diente der Og2-Primer (Promega) mit Hilfe der PCR. Dabei wurde nach 18
Zyklen ein guter cDNA-Schmier als Basis gewonnen (vgl. Abb. 48).

Die DNA wurde durch PCR mit distinkten Primern vervielfaltigt, um die Regionen zu
finden an die die Primer bevorzugt (Phi-, Tau- und Lambda-GSTs) binden. Abbildung 48
zeigt die PCR-Laufe mit den unterschiedlichen Primerkombinationen.

M 1 MKIK212 3 45

Abb. 48: Links: 1 = Deutlicher cDNA-Schmier; Rechts: Primerproben nach PCR: K1 = Negativkontrolle ohne
Template; K2 = Positivkontrolle PaSUS (Sucrose); 1 = F1 + F2 (Phi-GSTs); 2 = Lla + L2 (Lambda-GSTs); 3
= L1b + L2 (Lambda GSTs); 4 = Ula + U2 (Tau-GSTs); 5= Ula + U2 (Tau —GSTs), M = molekularer
Marker.
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Es folgte eine nochmalige Auftrennung der Proben, um DNA-Banden sichtbar zu
machen, die dann unter dem Transilluminator ausgeschnitten und mit dem Prep-A-Gene
DNA PurificationKit (BioRad) aus dem Agarosegel wieder isoliert wurden. Vor allem die
Phi-GSTs wurden deutlich amplifizert (Abb. 48), weniger stark aber auch Tau- und
Lambda-GSTs. Die GroBe entspricht der PrimerkonstruktgroBBe mal der Amplifikation. Die
isolierte DNA aus den PCR-Produkten wurde mit Hilfe des pGEM-T Easy Vector SystemI
(Promega) in den pGEM-T-Vektor (Promega) eingebracht. Zur Aufnahme von Fremd-
DNA musste die zirkuldre Plasmid-DNA zunéchst linearisiert werden und das Plasmid
dann in kompetente Zellen (Top10, Invitrogen) erfolgreich eingebracht werden (vgl.
Blau-WeiB-Screening, Abb. 24). Sequenzierfahige DNA wurde schlieBlich aus drei
Proben, 1x Phi- und 2x Tau-GSTs gewonnen (Abb. 49). Davon wurden je sechs

Kolonien gepickt (18 Ansatze insgesamt, vgl. Abb. 49).

M 123456789

- - e

M 1011121314 151617 18
Abb. 49: Links: Auftrennung der PCR-Proben von Phi-GSTs (1+2) und Tau-GSTs (3-6) nach GroBe in einem

Agarose-Gel zum Ausschneiden der Banden zur DNA-Extraktion. Rechts: 18 Ansatze der isolierten DNA nach
PCR. Je sechs Kolonien waren Phi-GSTs (1-6), 12 fiir Tau-GSTs (7-12 Taul, 13-18 Tau2).

Aus den Laufen wurden je zwei DNA-Proben fiir Phi-GSTs (2 und 6), flir Lambda-GSTs
(7 und 10) und Tau-GSTs (12 und 15) ausgewahlt und sequenziert. Einzig eine Probe
aus der Gruppe der Phi GSTs I (Probe 2) lieferte ein Ergebnis (Abb. 50).
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pGEMT-PaGST I:

CGNGNGCAGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTAATCCGTTTGGGCAGGTGCCTGCTTTG
CAAGATGGTGATTTGTACCTCTGGGAATCACGTGCAATTTGCAAGTATGTAAGCCGCAAAAACAAACCAGAA
TTGTTGAAGCAGGGCGACCTCAAGGAGTCAACAATGGTGGATGTGTGGATGGAAGTGGAGGCCAATCAGT
ACACTTCTGCAATGGATCCCATTCTCTTTGAGTGCCTTATCCGTCCGATGCTTGGGGGAACCACTGACCAGA
AAGCTGTCGAGGGGAACCTCGAGAAGCTGAAGAAGGTGCTCGAGGTGTACGAGGCGCGTCTAACCAAGTG
CAAGTACCTGGCTGGAGACTTCATCAGTCTAGCTGATCTTAACCATGTATCTGTCACCCTTTGCTTGTTTGC
GACGCCCCATGCATCTGTGTTGGACGCGTATCCCCATGTCAAGGCCTGGTGGAATCACTAGTGAATTCGCG
GCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGT
CACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCA
CACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAAT
TGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAAC
GCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCNCTGCGCTCGGT
CGTTCNGCTGCGGCNAGCGGTATCANCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACANAATCANGGGATA
ACCCCAGGAAANAACATGNNAANCAAAANGNCNNNCAAAAGGCCNGNAACCCNNAAAAAGGCCCCCNTN

Abb. 50: Ergebnis der Sequenzanalyse aus den Proben von Phragmites australis. Die schwarzen Buchstaben
kennzeichnen die Aminosdure-Sequenzen des Vektors, die roten Buchstaben stellen die gesuchte Insert-

Sequenz dar.

Die erhaltene Sequenz wurde mit der BLAST Datenbank (http://www.
ncbi.nim.nih.gov/blast/) abgeglichen und lieferte 115 Treffer, alle fir GSTs in nah
verwandten Pflanzen (Monokotyledonen, vgl. Tab. 46). Die isolierte Sequenz kann
aufgrund von Sequenzhomologien mit GSTs aus nah verwandten Monokotyledonen,
wahrscheinlich einer GSTF1, also einer Phi-GST, zugeordnet werden. Es wurden dabei
keine Homologien zu Dikotyledonen gefunden. Nachfolgend sind einige Pflanzen, mit

denen GST-Sequenzhomologien gefunden wurden, aufgelistet:

Tab. 46: Sequenzhomologien zu gefundenen Klonen (aus: Tax BLAST Report)

Pflanze Homologie Alignment

Oryza sativa
" cDNA clone:OSIGCEA041B23 355 (85%)
(indica cultivar-group)

mRNA for glutathione-S-transferase I
Hordeum vulgare g 281 (83 %)
subunit (gstI gene)

mRNA for gluthathione S-transferase 266 (83 %)
I (GST;EC 2.5.1.18)

B ) mRNA for glutathione transferase F1
Triticum aestivum 270 (83 %)
(gstfl gene)

Zea mais

Triticum aestivum glutathione S-transferase mRNA 258 (82 %)

Pennisetum glaucum glutathione S-transferase mRNA 244 (82 %)
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cDNA-Bank aus Phragmites australis

Die Proben, die den vielfdltigen Untersuchungen zu Anfang zufolge eine erhdhte
Aktivitat (vgl. Abb. 43) und vermehrt Banden und Spots an GSTs gezeigt haben, wurden
als Grundlage zu Anfertigung einer cDNA-Bank verwendet. Zur Herstellung der Bank
diente das SMART cDNA Library ConstructionKit (Clontech). Zunachst wurde aus der
mRNA der Benoxacor-Proben cDNA hergestellt und durch PCR vervielfltigt.

M 123456738
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Abb. 51: GréBenfraktionierung der DNA-Proben, M = molekularer Marker

AnschlieBend wurde ein Proteinase K- und Sfi I-Verdau der ds-cDNA durchgefiihrt und
die cDNA dann mit Hilfe der CHROMASPIN-400-Saulen (Clontech) in ihrer GréBe
fraktioniert. Von den erhaltenen 16 Fraktionen wurde je 1L in ein Gel aufgetrennt, um
erkennen zu kénnen, wo cDNA in den einzelnen Fraktionen enthalten ist. Die Fraktionen
7, 8, 9 und 10 zeigten einen cDNA-Schmier (vgl. Abb. 51) und wurden fiir die Ligation
an den Vektor gesammelt (ATriplEx2, Clontech). Es wurden zwei Ligationsansatze
gemacht, mit 0,5 und 1,5uL cDNA (vgl. Tab. 39). Das Packen erfolgte iber Phagen aus
dem GigaPackIIIGold Packaging (Stratagene). Um anschlieBend die A-Phagen mit der
eingeschleusten Information zu finden, wurde erneut ein WeiB-Blau-Screening
vorgenommen. Bei Verdiinnung 1:100 wurden 17Plaques gezahlt. Daraus lieB sich der
Wert von 1,7x10°pfu/mL fiir die unamplifizierte cDNA-Bank (vgl. Material & Methoden)
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berechnen, durch den wiederum die bendétigte Menge Lysat der Bakterienkultur ermittelt
werden konnte, um 1x10° Plaques pro Petrischale zu bekommen. In der Petrischale der
10000x Verdinnung wurden dabei 200Plaques gezahlt, durch die nun der exakte Titer
der amplifizierten cDNA-Bank von 1x10®pfu/mL ermittelt werden konnte (vgl. Material &
Methoden). Der Titer liegt zwar etwas unter dem angestrebten Wert von 1x10* pfu/mL,
stellt aber immer noch einen ausreichend guten Titer dar, der als Ausgangsmaterial flir
weitere Untersuchungen dienen kann (RICHTER, 2003).
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IV  Diskussion

Abb. 52: Bepflanzter Bodenfilter an der KA Morlbach im Juli 2005, Ansicht vom unbeliifteten
Abwasserteich.

Feldstudie Morlbach

Die sich im Teich abspielenden, sehr komplexen Vorgange, die auch pH-Wert-
Schwankungen verursachen, wie z.B. die Umwandlung von Ammoniak aus Ammonium
oder Algenwachstum, konnten durch den Filter (Abb. 52) verringert und vor allem zu
Zeiten hoher Belastung deutlich abpuffert werden. Starke Schwankungen bei den pH-
Werten konnten so zu jeder Zeit ausgeglichen werden und auch sehr hohe Werte, von
bis zu pH9,5, wurden durch den Filter reduziert und stellten flr den Ablauf keine
Gefahr mehr dar.

Auch beim BSBs konnte flir den Filter eine gute Regulierung festgestellt werden. Der
Ablaufgrenzwert von 35mg/L war nie in Gefahr und auch hier konnten die starken
Schwankungen und extremen Messwerte, die von Fall zu Fall auftraten, gut
abgepuffert werden. Es zeigt sich ein typisches Bild einer gut funktionierenden
Abwasserreinigung. Der Sauerstoffbedarf wird im Anlagenverlauf kontinuierlich

reduziert, das Wasser erfahrt eine erkennbare Qualitatssteigerung.
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Die gesamtorganische Belastung (TOC), die in der Vorklarung erwartungsgemaf am
hdchsten ist, nimmt im Teich durch Sedimentation und Aktivitdt von Mikroorganismen
ab. Durch die Filterpassage erfahrt das Wasser eine weitere Reinigung in Bezug auf
den Kohlenstoff, durch Festlegung im Filter oder durch Aufnahme in die Pflanzen. Es
kann also auch hier eine Verbesserung der Ablaufwerte durch den Filter festgestellt
werden.

Ausgehend von den Wasserparametern konnte beobachtet werden, dass der Filter
auch noch nach mehreren Betriebsjahren eine generell gute Pufferwirkung besitzt (vgl.
NEUSTIFTER & SCHRODER, 2005). Die Ablaufwerte werden durch den Bodenfilter niemals
verschlechtert. Die dynamischen Vorgange, die in Abwasserteichen herrschen kénnen,
wie z.B. Algenwachstum oder Fremdwassereintrag, werden stets ausgeglichen. Die
Ergebnisse zeigten auch, dass der Pflanzenfilter vor dem Ablauf der KA Mdrlbach in
Bezug auf Reinigungsleistung, Bewuchs und Pflege starken saisonalen Schwankungen
unterworfen ist. Die Ablaufverbesserung ist aber auch nach mehrjahrigem Betrieb noch
immer gegeben (vgl. MELZER&STEINMANN, 1997, 1999; JABLONOWSKI, 2004;
NEUSTIFTER & SCHRODER, 2005).

Bei der Auswertung der Parameter im Jahresverlauf Uber die drei Erhebungsjahre
2003-2005 ist aufgefallen, wie komplex und umfangreich Reaktionen im Filterbereich
sind. Es hat sich gezeigt, dass Schwankungen im Wasser und im Filter Auswirkung auf
das Abwasser haben und sich in den meisten Erhebungen wieder finden lassen. So
wurden im Sommer 2004 die Pflanzen auf dem Filter durch anhaltende Hitze und
Trockenheit sehr geschwacht, was zu einem starken Lausbefall der Kultur ab Juni und
weiterer Schwachung in den folgenden Wochen geflihrt hat (vg. WISSING & HOFMANN,
2002). Auch zunehmendes Algenwachstum und die damit verbundene pH-Wert-
Steigerung wurden detektiert, sowie die Veranderungen des Teichwassers durch
Regenereignisse konnten genau nachvollzogen werden. Diese Dynamik lieB sich auch
beim BSBs feststellen, dessen Werte sich ebenfalls nach diesen Ereignissen verandern.
Ein Auftrag der BSBs-Werte gegen die pH-Werte ergibt eine enge Korrelation (R2=
0,98), die auf Zusammenhange zwischen diesen Parametern hindeutet, die aber nur
mit besagten Belastungssituationen einhergehen.

Bepflanzte Bodenfilter, die vielfaltigen Einfliissen unterliegen und durch viele Parameter
in ihrer Funktion bestimmt werden, erscheinen im Licht der Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit sehr niitzlich fiir die Abwasserreinigung. Sie leisten damit einen

wichtigen Beitrag zum Schutz unserer lebensnotwendigen Ressourcen. Die
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dynamischen Prozesse an Klaranlagen und Pflanzenfiltern verlangen aber eine
regelmaBige Kontrolle, die jedoch durch ihre Langlebigkeit und die geringen Bau- und
Betriebskosten aufgewogen wird.

Die KA Morlbach, obwohl fiir einen kleinen Ort konzipiert, wird mit vergleichsweise
hohen Konzentrationen an endokrin wirksamen Substanzen befrachtet (vgl. TERNES,
2001; COORS, 2004). Unter ihnen sind kiinstliche Hormone und Industriechemikalien,
die in anderen Klaranlagen bereits Probleme bereiteten (SCHRODER ET AL., 2007). Wie
die Untersuchungen zum Estradiol und den endokrin wirksamen Substanzen in
Mérlbach zeigten, kdnnen auch mit flir Wasseranalysen nicht standardisierten Tests
Estradiol (ELISA) und hormonell wirksame Stoffe (GC-MS) mit hinreichender Sicherheit
nachgewiesen werden.

Es konnte festgestellt werden, dass die Estradiolkonzentrationen im Anlagenverlauf der
KA Morlbach an allen Messterminen kontinuierlich abgenommen haben und die
verhadltnismaBig hohen Werte in der Vorkldrung an allen Tagen jeweils deutlich
reduziert werden konnten. Die Haupteliminierung des Estradiols wurde dabei im
unbellifteten Abwasserteich festgestellt. Dies kann mit dem relativ hohen
Sorptionskoeffizienten  (Kp=1468, aus BEAUSSE, 2004) des Estradiols
zusammenhangen. Eine weitere Reduzierung konnte durch die Passage des
Bodenfilters beobachtet werden. Dennoch wurden stets Restgehalte an Estradiol im
Ablauf gemessen. Obwohl zu allen Zeiten eine deutliche Reduzierung der Gehalte aus
der Vorkldrung der kommunalen Klaranlage festgestellt wird, ist die Erkenntnis, dass
das Ablaufwasser nicht ganz frei von Estradiol ist, sehr bedenklich. Vor allem, da es
sich bei den gemessenen Konzentrationen im Abwasser um human wirksame Dosen
handelt (vgl. KLOAS, 2000). Ahnliches ergaben auch die Erfassungen der weitern
gemessenen endokrin wirksamen Stoffe (Octylphenol, Nonylphenol, Hexahydro-
hexamethyl-cyclopenta-gamma2-benzopyran und Diethylhexylphthalat) in der KA
Médrlbach. Die Haupteliminierung ist dabei noch deutlicher als beim Estradiol im Teich
lokalisiert. Der Filter reduziert deren Konzentration nur in geringerem Umfang und
Restgehalte dieser endokrinen Wirkstoffe werden im Wasser des Ablaufs
nachgewiesen.

Die Haupteliminierung des Estradiols und der endokrin wirksamen Stoffe im Teich
wurde wahrscheinlich durch Absetzen in den Klarschlamm bedingt, der haufig sehr
stark mit endokrin wirksamen Substanzen angereichert ist (ENGELMANN&ROHDE,

2005). Durch verhéltnismaBig lange Verweilzeiten bei niedrigem Wasserpegel kann sich
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dort der abgesetzte Schlamm stark anreichern. Interessant und wichtig ware deshalb
ein genaues Screening moglichst vieler Hormone und endokrin wirksamer Stoffe, wie
z.B. verschiedener Ostrogene oder Bisphenol, und ihre Dynamik, vor allem auch in
kleinen kommunalen Klaranlagen mit mehr oder weniger kontrolliertem Ablauf, zu
verfolgen (vgl. KLOAS, 2000; COORS, 2004). Nur durch genaue Charakterisierung dieser
latenten Gefahr fiir das Trinkwasser kann hier Klarheit geschaffen und genaue
Losungsvorschlage erarbeitet werden.

Gerade wenn man die Gefahr der hormonellen Belastung des aus einer Kldranlage
auch ins Grundwasser gelangenden Ablaufwassers nicht kennt, erscheint der Einsatz
solcher bepflanzter Bodenfilter zur zusatzlichen Absenkung der Konzentration duBerst
sinnvoll (vgl. DAVIES, 2005).

Entgiftungsenzyme in Phragmites australis

Die Pflanzen auf dem Bodenfilter sind der Belastung durch zahlreiche Xenobiotika
ausgesetzt und nutzen ihre Entgiftungsenzyme, um diese unschadlich zu machen. In
der vorliegenden Arbeit zu den Entgiftungsenzymen bei Phragmites australis aus
Morlbach konnte gezeigt werden, dass GSTs, POX und GRs in allen Pflanzenteilen
nachweisbar sind und starke Dynamiken im Jahresverlauf aufweisen. Bisher liegen nur
wenige Arbeiten zum Xenobiotika-Metabolismus dieser Pflanze vor (z.B. IANELLI ET AL.,
2002; EDERLI ET AL., 2004). Bei manchen auBerordentlichen Bedingungen, wie sie fiir
den Sommer 2004 am Filter beschrieben wurden, konnte ein direkter Einfluss der
Wasserparameter und der Bedingungen am Filter auf diese Entgiftungsenzyme
protokolliert werden (vgl. Abb. 27, Abb. 31 und Abb. 32). In den Monaten Juli, August
und September des Jahres 2004 fielen hohe GST-Level in den Blattern der
Schilfpflanzen auf, die zum Teil auf die Schadstoffsituation, aber auch auf Insektenfral3,
zurlickzufiihren sind. Dies ist in der Literatur fir andere Pflanzen beschrieben (SCHNUG
&SATOR, 2002). Um erste Hinweise zu sammeln, ob diese stressbedingte Erhéhung der
GSTs alle vorhandenen Isoformen beteiligt, oder ob zudem neue Isoenzyme exprimiert
werden, wurden die Temperaturoptima dieser Enzyme ndher untersucht. Die
Temperaturoptima von Isoenzymen liegen in der Regel eng beieinander, sind aber
durchaus unterscheidbar (BELFORD, 2004). Bei den hier gemessenen Proben liegt das

Temperaturoptimum fir die Konjugation von CDNB bei 55 °C verhaltnismaBig hoch. Zur
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Aktivierung der Enzyme muss deshalb eine hohe Energie aufgebracht werden.
Interessanterweise kann bei allen Proben, bei etwa 30°C, ein zweites Optimum, das
jedoch deutlich geringer ausgepragt ist, erkannt werden. Dies deutet auf eine weitere,
in der Messung [Uberlagerte, Isoenzymgruppe hin. Die Bestimmung der
Aktivierungsenergie bestatigt die oben genannte Annahme: in den Pflanzen liegt vor
und nach der Stressphase (August bis September 2004) dieselbe dominante
Isoenzymgruppe mit gleicher (in den Monaten August und September)
beziehungsweise anndhernd gleicher (flir den Monat Juli) Aktivierungsenergie vor.
Bereits in anderen Arbeiten Uber Phragmites australis konnte festgestellt werden, dass
diese Pflanzen ein auBerordentlich gutes Potential zur Entgiftung von organischen
Schadstoffen haben (SCHRODER ET AL., 2007). Hohe GST-Aktivitdten wurden bei
Pflanzen an Kldranlagen in ganz Europa beobachtet, die sich ausgezeichnet mit dem
Substrat CDNB detektieren lassen (DAUBNER, 2001). In weiteren Untersuchungen
wurde versucht, dieses Entgiftungspotential genauer zu betrachten und es durch
gezielte Induktion mit Chemikalien, unter anderem auch mit verschiedenen Herbiziden
anzuregen (KREUZ ET AL., 1996; SCHRODER ET AL., 2005). Hierbei konnte gezeigt
werden, dass sich die GST-Aktivitaten mit einigen Herbiziden deutlich steigern und
durch Auftrennung mit Hilfe der 2D-Gelelektrophorese Unterschiede bei den
Isoenzymen der GST sichtbar machen lieBen (MAIER, 2004). Bei Arbeiten (Uber
Phragmites australis und Typha latifolia am Filter der KA Mérlbach wurde festgestellt,
dass Schilf im Vergleich zum Rohrkolben das hdhere Entgiftungspotential beziiglich
GSTs, POX und GRs aufweist (JABLONOWSKI, 2004). Dies korreliert mit Ergebnissen aus
den Projekten Morlbach III und III/2 (NEUSTIFTER&SCHRODER, 2004). Eine Induktion
der GSTs in Phragmites australis konnte auch unter der Einwirkung von
Schwermetallen gezeigt werden (IANELLI ET AL., 2002; EDERLI ET AL., 2004; HUBER,
2006). Man darf aber auch nie ganz auBer Betracht lassen, dass das Glutathion-
Entgiftungssystem noch nicht ausreichend bekannt ist und nicht als alleiniges
Entgiftungssystem der Pflanze betrachtet werden darf (vgl. TAUSZ ET AL., 2004;
SCHRODER, 2006).

Wenn man all diese Komponenten des bepflanzten Bodenfilters und des Abwassers im
Uberblick betrachtet, kann ein sehr komplexes Wirksystem erkannt werden, das nicht
nur limnologisch, sondern auch pflanzenphysiologisch interessant und noch nicht
ausreichend beschrieben erscheint. Nur wenn viele 06kologische Aspekte an

Pflanzenfiltern und Klarteichen gemeinsam betrachtet werden kdnnen, sind diese
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Zusammenhadnge erkennbar und kénnen zu Lésungs- und Verbesserungsvorschlagen

fuhren.

Analgetika und Phragmites australis

Obwohl sie ein zunehmendes Problem flir die Abwasserreinigung darstellen, befassen
sich nur wenige Arbeiten mit dem Verbleib von Pharmaka in Klaranlagen. Es wurden
hier Schmerzmittel als Vertreter einer prominenten Klasse von Medikamenten gewahlt.
Alle Konzentrationen der drei untersuchten Analgetika (Ibuprofen, Paracetamol und
Diclofenac) wurden wahrend 24 Stunden von Rhizomstlicken von Phragmites australis
stark abgebaut. Eine solche ,Verschwindens-Analytik" liefert jedoch keine eindeutige
Aussage Uber die tatsachliche Aufnahme und noch weniger iber den Metabolismus der
Schadstoffe im Gewebe.

Die Rhizome aus den Studien mit Ibuprofen und Diclofenac dienten deshalb weiteren
Untersuchungen im Hinblick auf spezifische Aktivitdten von GSTs und POX. Es konnte
dabei beobachtet werden, dass dabei Diclofenac keine signifikanten Unterschiede der
POX-Aktivitdten im Gegensatz zur Kontrolle verursachte. Auch die GST-Aktivitdaten
wurden nur um etwa 25% gesteigert. Bei Ibuprofen hingegen, dessen Konzentration
auch in Anwesenheit des Rhizoms starker abgenommen hatte, konnte eine
Verdopplung der GST-Aktivitdten von der Kontrolle zum Rhizom beobachtet werden.
Dennoch blieb auch in diesem Experiment POX auf dem Kontrolllevel. Dieses Ergebnis
legt den Schluss nahe, dass Ibuprofen direkt mit der Expression von GSTs interagiert.
Da Daten aus tierphysiologischen Experimenten einen GSH-abhdngigen Metabolismus
von Paracetamol andeuten (vgl. SANDERMANN, 2004), wurde die Rhizomprobe des
Paracetamol-Versuchs zur Metabolitenbestimmung in das medizinische Labor Dr.Tiller
&Kollegen (Minchen) gegeben. Dort war es mdglich, eine Bestimmung der
aufgenommenen Menge von Paracetamol und dessen Metaboliten im Gewebe unter
klinisch  standardisierten = Methoden  durchzuflihren. Trotz der geringen
Ausgangskonzentrationen konnten deutliche Spuren von Paracetamol und
verschiedener Metaboliten im Gewebe nachgewiesen werden. Das identifizierte
Glucuronid ist ein Metabolit der Glucosilierung von Xenobiotika in Tieren und wurde
bisher noch nicht in Pflanzen nachgewiesen (SANDERMANN, 2004). Sulfat und
Mercapturat sind eindeutig Metaboliten der Entgiftung durch Glutathion (SCHRODER,
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1996 und 1997) und deuten somit auf eine aktive Entgiftung Uber Glutathion-
Konjugate hin.

Damit konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals fir Schilfpflanzen sowohl die
Aufnahme als auch der Abbau von Schmerzmitteln gezeigt werden. Dieses Ergebnis
belegt, dass die Pflanze Medikamente nicht nur aktiv aufnimmt und somit flir die
Phytoremediation duBerst interessant macht, sondern auch aktiv an deren Entgiftung
durch Metabolisierung arbeitet und sogar zu einem Abbau fahig ist. Dies kénnte flr die
Phytoremediation, gerade an Anlagen, bei denen lange Verweildauern der
Filterpflanzen mdglich sind, ein interessanter Aspekt sein und die Wasserqualitat

deutlich erh6hen. Schilf scheint fiir diese Zwecke auBerordentlich geeignet.

Induktions-Experimente im Hinblick auf GSTs

Aufgrund der vielen Ergebnisse, die aus den Morlbach-Projekten Uber Phragmites
australis als Phytoremediationspflanze gewonnen wurden, hat sich die Fragestellung
auf die Entgiftungsenzymatik der Pflanze an sich konzentriert.

Durch die Inkubation verschiedener Gewebe und ganzer Pflanzen von Phragmites
australis mit organischen Schadstoffen konnten nahere Erkenntnisse Uber die
Reaktionen der Entgiftungsenzyme auf Stressoren gewonnen werden. So konnten bei
Bespriilhung der ganzen Pflanzen der BioPlanta-Klone mit Ibuprofen nach 24h
Steigerungen in beiden Geweben (Blatter und Rhizome) festgestellt werden, die dann
nach 72h nur noch fir die Blatter gesteigert werden konnten. Wesentlich deutlicher
zeigten hier die Morlbach-Pflanzen eine GST-Aktivitatssteigerung. Die Blatter erreichten
ein Maximum nach 24h, wobei sich die Werte sogar mehr als versechsfachen. Bei den
Rhizomen ist das Maximum erst nach 72h erreicht, aber @hnlich stark ausgepragt wie
bei den Blattern nach 24h. Die Pflanzen aus Médrlbach zeigten, wie schon bei den
Abbauversuchen mit Ibuprofen festgestellt, eine sehr starke Induzierbarkeit durch
dieses Schmerzmittel.

Die Versuche mit den Safenern belegen vor allem mit dem Safener Benoxacor sehr
gute Induzierbarkeit. Bei einer Behandlung mit den Safenern Cloquintocet-mexyl,
Naphthylessigsaure (NAA), Fenclorim und Fenchlorazol-ethyl, bei denen zwar auch
wechselnde, aber durchaus signifikante Steigerungen beobachtet werden konnten,

konnte man aber auch sehr schnelle Reaktionen der GST-Aktivitdt beobachten. Bei NAA
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treten diese bereits nach 3h auf, was nicht durch die Genexpression erklart werden
kann, bei der man mit einer sichtbaren Antwort bei den Entgiftungsenzymen
frihestens nach 6h rechnet (vgl. LEVINE, 1994), sondern auf posttranslationale
Veranderungen schlieBen lasst.

Mit Benoxacor konnte vor allem in den Rhizomen mehrmals eine starke Steigerung der
spezifischen GST-Aktivitdt im Gegensatz zu den Kontrollen beobachtet werden, wie sie
bereits auch flir andere Graser und Arabodopsis thaliana beschrieben wurde
(SCARPONI& DELBUONO, 2005; DERIDDER & GOLDSBROUGH, 2006).

Das Screening verschiedener Substrate flir GSTs lieferte fiir die Konjugation von CDNB
die hoéchsten Werte. Es scheint tatsachlich so, als ob dieses Substrat die groBte
Bandbreite der Phragmites australis-GST-Isoenzyme abdeckte. Die beiden anderen
verwendeten Substrate wurden wesentlich schlechter konjugiert. Nicht alle Substrate
sind demnach zur Charakterisierung der GSTs geeignet. Da man jedoch noch keine
natirlichen Substrate (EDWARDS &DIXON, 2004) fir GSTs kennt und man ein mdglichst
breites Band darstellen mochte, ist man gezwungen, trotz dieses Mankos die
Chlorbenzole zu verwenden.

Man kann also aufgrund der bekannten Beschrankungen nicht genau feststellen,
welche GST genau welches Substrat abgebildet und ob alle GSTs erfasst werden
kénnen (LAMOUREUX&RUSSNESS, 1993). Aus diesem Grund erscheint es sinnvoll und

notwendig, auf diesem Gebiet auch molekulare Ansatze zu verfolgen.

Molekulare Ansatze

Angeregt durch die Aktivitatssteigerung in der GSH-Konjugation durch Benoxacor, vor
allem bei den Rhizomen der BioPlanta-Pflanzen, wurde dieses Pflanzenmaterial
herangezogen, um weiterflihrende molekularbiologische Untersuchungen anzustellen.
In dieser Beziehung wurde mit dieser Arbeit Neuland betreten, denn bisherige Projekte
bei Phragmites spec. beziehen sich eher auf die generelle Charakterisierung von Schilf-
Okotypen als auf die Phytoremediation (ZEMLIN, 2003).

Proteinextrakte mit Benoxacor behandelten Rhizomen wurden Uber Affinitdtschromato-
graphie an spezieller Glutathion-Agarose auf GSTs gereinigt und dann herangezogen,
um im 2D-Gel die Unterschiede im exprimierten Enzymmuster zwischen Behandlung

und Kontrolle sichtbar zu machen. Deutlich zu erkennen ist dabei in den Kontrollen ein
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Cluster mit drei erkennbaren Spots, wohingegen die behandelten Pflanzen ein GST-
Muster aufwiesen, bei dem mindestens 12 Spots unterscheidbar sind. Da auch in den
vorherigen GST-Aktivitatsbestimmungen eine deutliche Steigerung von Kontrolle zu
Benoxacor-Behandlung im Rhizom gemessen wurde, kann hier davon ausgegangen
werden, dass die bei der Behandlung zusatzlich auftretenden GST-Isoenzyme fiir diese
GST-Aktivitatssteigerung verantwortlich sind. Leider war es in diesem Fall nicht
moglich, die Aktivierungsenergie zu bestimmen.

Bereits in anderen Arbeiten zur Induzierung von GST-Isoenzymen in Phragmites
australis konnte mit Hilfe der SDS-PAGE gezeigt werden, dass sowohl manche
Herbizide (MAIER, 2004), als auch Cadmiumgaben die Anzahl der GST-Isoenzyme im
Gewebe steigern kdnnen (IANELLI ET AL., 2002; EDERLI ET AL., 2004).

Western Blots kdnnen verwendet werden, um Verwandtschaftsbeziehungen unter GST-
Clustern aufzudecken. Die Proteinextrakte der Ibuprofen- und Safener-Behandlungen
wurden dabei auf eine Membran geplottet, die dann mit spezifischen Antikérpern
behandelt wurden und somit die spezifischen GSTs einwandfrei identifizierten. Es
konnten damit bei allen Behandlungen deutlich die GSTs aus der Phi-Klasse sichtbar
gemacht werden, bei der Benoxacor-Behandlung zusatzlich auch Tau-GSTs.

Phi-GSTs werden auch in der Literatur als diejenigen GSTs beschrieben, die im Rahmen
der Stressantwort und nach Safener-Behandlung induziert werden (DIXON ET AL.,
2002; EDWARDS & DIXON, 2005). Phi-GSTs kdnnen also in Phragmites australis sehr gut
durch Safener-Behandlung induziert werden. Sie sind in unbehandelten Proben nur
schwach exprimiert. Da die Western Blots meist zwei deutliche Banden aufweisen, liegt
der Schluss nahe, dass mindestens zwei Gruppen von Phi-GSTs mit je anndhernd
identischen Untereinheiten vorliegen. Die bei einigen Behandlungen schwacher
exprimierte, leichtere Untereinheit weist auf ein starker reguliertes GST-Gen hin. Die
Mdglichkeit der Bildung von heterodimeren GSTs, wie sie bereits in anderen Pflanzen
unter Stress gezeigt wurde (SCHRODER&WOLF, 1996; SCHRODER&GOTZBERGER,
1997), kann allerdings auch hier nicht ausgeschlossen werden.

Nachdem das Rhizommaterial nach Benoxacor-Behandlung von Phragmites australis
viel versprechende GST-Aktivitatssteigerungen im Vergleich zur Kontrolle aufwies und
auch im 2D-Gel deutliche GST-Muster gefunden wurden, entschied man sich, aus
diesem Gewebe RNA zu isolieren, um darin Sequenzen von GSTs zu finden. Aus vielen
Ansatzen und Versuchen wurde schlieBlich mit dem RNeasyMiniKit eine gut

funktionierende Methode zur Isolierung der RNA fiir Phragmites australis gefunden.
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Damit konnte im weiteren Verlauf mRNA und cDNA gewonnen wurde, die nach PCR zur
Klonierung von GST-Sequenzen verwendet wurde. Mit Hilfe von speziellen Primern
wurde schlieBlich eine Sequenz flr Phragmites australis-GSTs erhalten, die nach
Abgleich mit der NCBI-Datenbank groBe Homologien mit Phi-GSTs nah verwandter
Grasern und Monokotyledonen zeigte (vgl. CUMMINS ET AL., 2003). So konnte erstmals
aus einer Schilfpflanze eine partielle Sequenz einer GST beschrieben werden.

Das Rhizommaterial aus der Benoxacor-Behandlung von Phragmites australis wurde
weiterhin daflir verwendet, eine cDNA-Bank als Grundlage fiir weiterfiihrende
Untersuchungen zu etablieren. Aufgrund der starken Aktivitatssteigerungen bei den
GSTs, wie sie durch den Safener Benoxacor mehrmals in den Rhizomen der
Schilfpflanze im Laufe der durchgefiihrten Untersuchungen beobachtet wurden (vgl.
Ergebnisse Safener-Induktionsversuche, 2D-SDS-PAGE, Western Blots), erschien es
sinnvoll, diese gesteigerte Auspragung der GST-Muster in einer gut lagerféahigen und
fur viele Untersuchungen nutzbaren cDNA-Bank festzuhalten. Die Nutzungsmdglichkeit
solcher Klonbanken ist sehr umfangreich und wird in Zukunft die genaue Analyse und

Identifizierung der geklonten Fragmente ermdglichen.

Ausblick

Phragmites australis bietet als Pflanze zur Phytoremediation organischer Schadstoffe
viele Einsatzmdglichkeiten. Wie hier beschrieben, eignet sie sich hervorragend zum
Einsatz auf bepflanzten Bodenfiltern. Durch ihr Vermégen hohe organische
Belastungen zu verkraften, Schadstoffe gut abzubauen oder zu metabolisieren und
durch ihre hohe Adaptionsfahigkeit an die Umwelt, eignet sie sich aber auch zum
Einsatz in Pflanzenklaranlagen (vgl. MCCUTCHEON & SCHNOOR, 2003). Die Schilfpflanze
ist bereits eine der meist eingesetzten Pflanzen auf diesem Gebiet. Es werden aber
dahingehend verhdltnismaBig wenig Untersuchungen und Projekte durchgefiihrt.
Internationale Projekte beziehen sich eher auf die Okologie des Schilfs und auf das
Schilfsterben (vgl. MELZER, 2001; EUREED-Homepage, 2007), doch kdnnen weitere
Untersuchungen vor allem aus pflanzenphysiologischer Sicht zukiinftig noch mehr dazu
beitragen, das Phytoremediationspotential der Schilfpflanze genauer zu erkunden und
den Einsatz effizienter zu gestalten. Wenn beide Seiten, Praktiker und Wissenschaftler,

mehr Informationen Uber die Entgiftungsenzyme und ihre Induktion, beziehungsweise
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ihre natlirlichen Substrate kompilieren, wird es mdglich sein, ganz gezielt Klone dieser
Pflanzen zu selektieren, die genau auf das Belastungsgebiet zugeschnitten sind und
einen verbesserten Schadstoffabbau erreichen.

Durch die bereits in dieser Arbeit begonnenen molekularen Ansdtze, Entgiftungs-
enzyme in Phragmites australis zu beschreiben und zu isolieren, sollte ein Grundstein
fur weiterfilhrende ausgedehnte Untersuchungen gelegt werden. Hierbei sollten
weitere Gene in Betracht gezogen werden, die fir das exzellente Phytoremediations-
verhalten in de Schilfpflanze verantwortlich sind. Aus cDNA-Banken kénnen z.B. durch
Hybridisierung aus der Vielzahl der Klone diejenigen ermittelt werden, die ein
bestimmtes Fragment einer eingebrachten Fremd-DNA enthalten. Aber auch PCR-
Screenings der cDNA-Bank sind moglich (RICHTER, 2005). Interessant fir zukiinftige
Arbeiten ist wohl auch die Etablierung von Microarrays, bei denen die gesuchten
Gensequenzen mit bereits bekannten DNA-Fragmenten, die auf einem Chip gespottet
sind, abgeglichen werden kénnen und so Schritt flir Schritt die Genom- und
Proteomebene erschlieBen. Phragmites australis, eine in der Praxis sehr vielseitig
eingesetzte Pflanze, bietet auf diesem Gebiet der molekularen Analysen noch viele
Anwendungsmdglichkeiten. Auf diesem Gebiet sind Pflanzen wie Arabidopsis thaliana
bereits umfassend untersucht und beschrieben, ebenso wie eine Vielzahl von
Nutzpflanzen, wie Weizen, Gerste, Reis und Mais. Bei der Schilfpflanze besteht
dahingehend noch groBer Forschungsbedarf. Gerade Uber die Entgiftungsenzyme, die
in Bezug auf gesunde Bdden und Trinkwasserqualitdt relevant sind, ist auf der
Proteomebene wenig bekannt.

So soll diese Arbeit einen Beitrag der Erforschung des vielfdltig ausgepragten und
nutzbaren Entgiftungspotentials der wichtigen Phytoremediationspflanze Phragmites
australis leisten und AnstdBe zu weiteren Projekten geben, um die wichtigen
Herausforderungen um reines Trinkwasser und gesunde Bdden fiir die Zukunft

bewaltigen zu kdnnen.
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V  Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein genaues Bild vom Phytoremediationspotential
von Phragmites australis im Hinblick auf die Entgiftung organischer Schadstoffe zu

erhalten.

e Die praxisorientierten Projekte an der KA Mdrlbach lieferten umfassende Einblicke
in einen funktionierenden bepflanzten Bodenfilter und seine jahreszeitlichen
Rhythmen. Dabei konnte festgestellt werden, dass der mit Phragmites australis
bewachsene Filter in Moérlbach in Bezug auf die Abwasserparameter eine
ausgezeichnete Restreinigung und zusatzliche Pufferwirkung besitzt und die
Ablaufwerte dieser Kleinklaranlage maBgeblich verbessert. Die Pilotstudie zur
Bestimmung der Konzentrationen von 17B-Estradiol und verschiedene endokrin
wirksame Substanzen belegt ebenfalls die zusatzliche Reinigungsleistung des
Filters.

e Die auf dem Filter wachsenden Phragmites australis-Pflanzen nehmen organische
Schadstoffe auf und besitzen zahlreiche wichtige Entgiftungsenzyme fir den Abbau
dieser Xenobiotika. Dazu gehéren GSTs, POX und GRs. Aus diesen
anwendungsbezogenen Untersuchungen resultierten Studien zur Charakterisierung
dieser Entgiftungsenzyme.

e Die Entgiftungsenzyme, insbesondere die GSTs in Phragmites australis sind
induzierbar. Sowohl Safener als auch Pharmaka erhdhen die GST-Aktivitat stark
und transient. Stabile Induktion wurde nach Gabe des Safeners Benoxacor
beobachtet.

e Die Erkenntnisse aus der Enzymologie fihrten schlieBlich zu molekularen Studien
bei Phragmites australis, in deren Verlauf die GST-Isoenzyme genauer
charakterisiert wurden. Dabei wurde erstmals eine partielle Sequenz einer Phi-GST
bei Phragmites australis identifiziert und als Grundlage flir weitere
molekularbiologische Untersuchungen der wichtigen Phytoremediationspflanze
Phragmites australis eine cDNA-Bank aus behandeltem und induziertem
Pflanzenmaterial etabliert.

e Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Phragmites australis ein

ausgezeichnetes Phytoremediationspotential besitzt, das durch die Induzierbarkeit
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der Entgiftungsvorgange und Metabolisierung organischer Schadstoffe noch
gesteigert werden kann. Die Pflanze ist aufgrund ihrer extrem hohen Adaptions-
fahigkeit zudem sehr vielfdltig in Phytoremediationsanlagen und bepflanzten
Bodenfiltern einsetzbar und kann deshalb als eine der wichtigsten Pflanzen fir die
Phytoremediation organischer Schadstoffe angesehen werden.

Der hier geleistete wissenschaftliche Beitrag zur Phytoremediation organischer
Schadstoffe mit Phragmites australis soll zu weiteren, intensiven Forschungen auf
diesem Gebiet ermutigen und die damit verbundene Mdglichkeit zur Verbesserung
der Trinkwasserqualitat und zur Gesunderhaltung unserer Béden und Grundwasser-

reserven fur die Zukunft unterstreichen.

120



Summary

VI Summary

The aim of the present dissertation was to take a closer look at the phytoremediation
potential of Phragmites australis, common reed, with special emphasis on organic
xenobiotics.

Three years of investigation at the municipal waste water treatment plant in Mérlbach
(Upper Bavaria) showed that the reed bed filter at the effluent has an excellent
phytoremediation capacity. All water parameters were reduced through the filter
passage, as well as the concentration of estrogen and several endocrine disruptors.
Investigating the reed’s detoxification potential elucidated the plant’s outstanding
potential. Especially GSTs are highly active and several pharmaceuticals can be
absorbed, detoxified and metabolized.

Incubation studies with xenobiotics were performed to induce and enhance the
detoxification enzymes to get a better understanding of how the plant reacts to organic
stress. By incubation of the plant with the painkiller Ibuprofen and the safener
Benoxacor a very high induction of GSTs could be shown. Phi-GSTs seem to be
responsible for this enhancement.

In order to complete the studies, molecular approaches with the induced plant material
were performed. Sequencing DNA of induced Phragmites australis rhizome plant
material led to the first partial sequence of a phi class GST. As basis for further
investigation a cDNA library of induced Phragmites australis rhizome plant material was
established.

Phragmites australis, common reed, is a highly attractive plant for phytoremediation of
organic substances. It has a high detoxification potential and can be used in waste

water treatment to ameliorate the water quality of the effluent.
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