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1 Das pH-Signal

1.1 Mechanismen der pH-Homoostase in Pflanzenzellen

Die Protonenverteilung einer Pflanzenzelle ist durch scharfe Gegensitze gekennzeichnet:
einem cytoplasmatischen Wert um 7,4 stehen alkalische Bereiche im Stroma der
Chloroplasten (bis 8,5) und typische vakuoldre pH Werte von 4,0 — 5,0 (in extremen Fillen
bis 2,1 [Miiller et al. 1999]) gegeniiber. Diese Protonenverteilung besitzt essentielle
Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung zelluldrer Stoffwechselvorginge. Vor allem der
cytoplasmatische pH-Wert unterliegt einer strengen Regulation, welche iiber verschiedene,

teilweise tiberlappende Mechanismen erfolgt.

Die Summe der Bestandteile, welche dissoziierbare Gruppen aufweisen (organische Séuren,
Proteine), bilden die Pufferkapazititen der Zelle bzw. ihrer Organellen.

Die Kapazitit des Cytoplasmas kann in Abhdngigkeit vom aktuellen pH-Wert zwischen 10
und 100 mM/pH-Einheit variieren [Kurkdjian und Guern 1989; Guern et al. 1991; Oja et al.
1999], so dass im Extremfall 10° Protonen erforderlich sind, um eine pH-Anderung von 7 auf
6 zu erreichen. Diese passiven Puffersysteme schiitzen das Cytoplasma bei rapiden pH-
Anderungen vor zu starken Abweichungen vom physiologischen Kontroll-pH-Wert (siche
Abschnitt 1.2.2).

Drei Hauptpuffersysteme sind bekannt:

1) der CO,/HCO; -Puffer ( pK, = 6,3) fiir den sauren Bereich;

2) der Phosphat-Puffer (pK, ~ 7,2) im Neutralen;

3) Proteine mit freien azidischen oder basischen Aminosdure Resten [Reid und Smith 2002].

1.1.1 Der biochemische pH-stat

Der zellulire Metabolismus weist sowohl protonengenerierende als auch -konsumierende
Prozesse auf, so dass ein stindiger turnover von Protonen stattfindet. Der biochemische pH-
stat beruht vor allem auf pH-abhéngiger Bildung und Verbrauch organischer Sduren.

In Abhidngigkeit vom aktuellen Energiestatus werden bei steigendem pH Sduren (zum
Beispiel Apfelsdure) vermehrt gebildet und bei fallendem pH vermehrt decarboxyliert.

Als Erweiterung dieses klassischen pH-stat-Konzepts [Davies 1986] wurde eine préziser

gesteuerte, biochemische pH-Regulation vorgeschlagen [Sakano 1998; Sakano 2001]: Sie
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beruht auf einigen ausschlieflich in Pflanzenzellen beobachteten, metabolischen

Besonderheiten (Abb. 1-1):

1.

Eine alternative glycolytische Route unter Umgehung der bekannten Pyruvat-Kinase-
Reaktion (A) [Ubersicht in Plaxton 1996]. Die PEP-Carboxylase fungiert dabei als
Ausloser der protonengenerierenden Glycolyse, die Malat-Decarboxylase hingegen
als Ausloser protonenkonsumierender Prozesse.

Niedrige cytoplasmatische PEP-Konzentrationen aktivieren die Glycolyse und damit
eine Protonenfreisetzung (B). Fallende pH-Werte inhibieren die PEP-Carboxylase,
die PEP-Konzentration steigt, die Glycolyse wird gehemmt, der pH steigt wieder (C).
Bei diesen azidischen Bedingungen ist die Malat-Decarboxylase aktiviert, so dass
PEP in Pyruvat umgewandelt werden kann (D).

Eine alternative, cyanid-resistente Form der Atmung [ Vanlerberghe und McIntosh
1997] (E), welche nicht mit einer Energiegewinnung gekoppelt ist [Lance et al.1985].
Dies erdffnet die Moglichkeit bei Uberschuss an Protonen oder Redoxiquivalenten
(das heillt bei drohendem “energy overflow” der Zelle) neben der
cytochromabhingigen Atmung einen davon unabhingigen, protonenkonsumierenden,
NADH verbrauchenden Stoffwechselweg nutzen zu konnen. Ist unter anaeroben
Bedingungen keine Respiration moglich, kdnnen die iiberschiissigen Protonen iiber
die ethanolische Garung verstoffwechselt werden [Vanlerberghe et al. 1995, Gout et
al. 2001].

1.1.2 Der biophysikalische pH-stat

Der Transport von Protonen durch Membranen ist eine weitere Mdoglichkeit, die

intrazellulire Protonenkonzentration zu beeinflussen [Ubersichten u.a. in Kurkdjian und
Guern 1989; Davies 1997; Sze et al. 1999; Reid und Smith 2002]. Die Protonenpumpen an
der Plasmamembran (P-ATPase) und am Tonoplasten (V-ATPase, V-PPase) sind fiir eine

schnelle Regulation des cytoplasmatischen pH-Wertes essentiell. Dieses System kann durch

die unterschiedliche pH-Abhingigkeit der Aktivitdt von P-ATPase [Gout et al. 1992] und V-

ATPase [Bligny et al. 1997] entsprechend den Bediirfhissen der Zelle differenziert reagieren.
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Abbildung 1-1: Regulation des cytoplasmatischen pH durch
metabolische Vorgange (modifiziert nach [Sakano 2001]).

Erlduterungen siehe Text.

Die Vakuole als der groBite zellulire Protonenspeicher weist deutlich variablere pH-Werte als
das Cytoplasma auf[Kurkdjian und Guern 1989], dessen Puffermechanismen ein hohes Maf}
an Homoostase erlauben (vgl. oben).

Multigenfamilien, welche die P-ATPase kodieren, erlauben eine selektive Expression dieser
Protonenpumpe, das heiflit Anpassung an gewebespezifische Besonderheiten und an

Umweltfaktoren, erreicht [Ubersichten in Morsomme et al. 2000, Sze et al. 1999].

1.1.3 Interaktionen zwischen biochemischem und biophysikalischem pH-stat

Der aktuelle cytoplasmatische pH-Wert resultiert aus der Interaktion zwischen dem
biochemischen und dem biophysikalischen pH-stat. Dies kommt u.a. in der zeitlichen Abfolge
der zelluliren Reaktionen auf pH-Anderungen zum Ausdruck: die “short-term”-Regulation
beruht aufden zelluldren Puffer- und Transportsystemen, die “long-term”-Regulation auf den
langsameren metabolischen Prozessen [Felle 2001].

Eine enge Korrelation besteht zwischen dem ATP-Gehalt und dem pH-Wert im Cytoplasma
(siche Abschnitt 1.3.3.3) [Gout et al. 2001]. Da die Pumpaktivititen der P- und V-ATPase

entscheidend von der zur Verfiigung stehenden Substratkonzentration beeinflusst werden,
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besteht die Moglichkeit, in Abhédngigkeit vom Energiestatus den pH-stat kurzzeitig entweder
nur metabolisch oder nur biophysikalisch aufrechtzuerhalten [Sanders und Slayman 1982].

1.2 Eigenschaften von pH-shifts, welche als Signal wahrgenommen werden
1.2.1 Der Signalbegriff
In Analogie zu anderen chemischen Signalen in biologischen Systemen sollte der

Signalcharakter von Ionenverschiebungen an folgenden Kriterien erkennbar sein:

I. eine Anderung der Ionenkonzentration iiber einen Schwellenwert (Grundzustand)
hinaus,
2. kausale Verkniipfung mit Folgeereignissen und somit gezielte Ubermittlung einer

Information (second messenger),

3. der transiente und reversible Charakter der Konzentrationsidnderung.

1.2.2 pH-shifts als Signale

Trotz der prizisen Regulation der intrazelluliren Protonenverteilung konnen shifts der
Protonenkonzentration ausgelost werden, welche eine “messenger”’-Funktion im zelluldren
Signaltransfer haben. Die strikte Regulation des zellulidren pH setzt allerdings feste Grenzen,
oberhalb derer “Abweichungen vom Normzustand” fiir die Zelle als Signal erkennbar werden
und downstream Prozesse auslosen. Die Notwendigkeit zur Uberschreitung von
Schwellenwerten schiitzten vor permanenter Signaliiberflutung durch hdufig auftretende pH-
Schwankungen [Roos 2002]. Weiterhin ist die Moglichkeit zur Generierung bestimmter pH-
Signaturen gegeben, so dass die Zelle zwischen verschiedenen, gleichzeitig aufiretenden
Signalen differenzieren kann: sehr wahrscheinlich etabliert die Zelle sogenannte “pH-
Landschaften” mit verschiedenen Protonenkonzentrationen in bestimmten Bereichen des
Cytoplasmas, besonders in der Nédhe von Membranen, wie Plasmamembran oder Tonoplast.
Azidische Schichten im peripheren Cytoplasma existieren beispielsweise in Gossypium und
in Pilzzellen, wie durch konfokale pH-Topographie nachgewiesen wurde [Roos 1992]. Die
intrazellulire Lokalisation definierter pH-Bereiche ist zum Beispiel eine entscheidende
Voraussetzung flir das Wachstum von Pollenschlduchen (sieche Abschnitt 1.3.3.2) [Feijo et al.
1999], charakteristische Verldufe von pH-shifts sind auch beim geotropen Wachstum bekannt
[Scott und Allen 1999; Fasano et al. 2001; Johannes et al. 2001] (siche Abschnitt 1.3.3.2).
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1.2.3 Ca*'-Signale

Im Gegensatz zu pH-shifts sind Signaturen der Ca**-Verteilung bereits linger als “second
messenger” charakterisiert und akzeptiert. Es wurden zellspezifische, cytoplasmatische
“Ca*"-fingerprints” beschrieben, mit deren Hilfe pflanzliche Zellen spezifisch auf
unterschiedliche Stimuli in Form von Oszillationen, Wellen oder Spikes reagieren konnen
[Ubersichten u.a. in Rudd und Franklin-Tong 1999, Sanders et al. 1999; Malho et al. 1998;
McAinsh et al.1998; Sanders et al. 2002].

Ca*"-Ionen sind an einer sehr groBen Zahl von Signalkaskaden beteiligt, beispielsweise beim
Offnen/SchlieBen der Spaltdffnungen [Ubersichten u.a. in Evans et al. 2001], bei der
Wirkung pflanzlicher Hormone [Ubersichten u.a. in Trewavas und Malho 1998; MacRobbie
1998] oder bei der Pathogenabwehr [Ubersichten u.a. in Rudd und Franklin-Tong 1999].
Dabei wird Ca** aus intrazelluliren Speichern, wie der Vakuole, dem endoplasmatischen
Retikulum oder von cytoplasmatischen, Ca**-bindenden Proteinen, freigesetzt. Auch die
Aufnahme von extrazellulirem Ca** wurde belegt [Malho et al. 1998]. Dazu sind in den
Membranen der Ca**-speichernden Zellorganellen und der Plasmamembran Ca**-Kanéle
integriert, welche unterschiedlichen Kontrollmechanismen unterliegen, wodurch zusétzliche
Regulationsmoglichkeiten flir die Zelle entstehen [Malho et al. 1998; McAinsh et al.1998].
Am schnellsten reagieren spannungsabhdngige Kanile, welche im Verlaufvon Millisekunden

nach Stimulation Ca**-Ionen freisetzen [Allen et al. 1998].

1.2.4 Unterschiede zwischen H'- und Ca**-Signal

Protonen besitzen im Cytoplasma einen deutlich héheren Diffusionskoeffizienten als Ca*'-
Ionen [Malho et al. 1998]. Da sie aber iiber zahlreiche Homoostase-Mechanismen
kontrolliert werden (vgl. oben) erfolgen pH-shifts deutlich langsamer als Ca**-shifts und
haben eine geringere Amplitude.

Lokale cytoplasmatische Ca’"-Konzentrationen kdénnen - im Gegensatz zu
Protonenkonzentrationen - innerhalb kiirzester Zeit um das Zehn- bis Tausendfache
ansteigen. Beispielsweise basiert der Mechanismus der Pollenselektion (Verhinderung der
Selbstbefruchtung) bei der Befruchtung von Papaver rhoeas unter anderem auf
Schwankungen der Calciumkonzentration im Bereich von ca. 200 nM bis <1,5 uM

[Franklin-Tong et al. 1997; Rudd und Franklin-Tong 2003].
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1.3 Charakterisierung von Protonen-shifts als Bestandteil von Signalwegen

1.3.1 Adaptive Anderungen der Protonenverteilung und ihre Auswirkungen

Eine Erhohung der cytoplasmatischen Protonenkonzentration wurde von Sakano als ein
“Schliissel-Signal” fiir eine metabolische Umschaltung vom Primér- zum
Sekundérstoffechsel postuliert [Sakano 2001]. Eine Azidifizierung des Cytoplasmas
beobachtete man zum Beispiel wihrend des Biosynthesezeitraumes von Anthrachinonen in
Morinda citrifolia; von Lignin in Petunia hybrida, Linum flavum und von Coniferin in
Linum flavum, wohingegen eine Erhohung des pH-Wertes oft mit verminderter
Sekundarstoffproduktion einherging [Hagendoorn et al. 1994]. Diese langandauernden pH-
Anderungen sind eher Anpassungen der Zelle an neue metabolische Bedingungen und stellen

somit keine Signale im eigentlichen Sinne dar (vgl. Abschnitt 1.2.1).

1.3.2 Protonengradienten

Intrazelluldre pH-Gradienten konnen durch kurzzeitige Verschiebungen der ihnen zugrunde
liegenden Fluxgleichgewichte zur Generierung von pH-shifts genutzt werden. Dabei sind
nicht nur Gradienten zwischen einzelnen Zellorganellen, wie Vakuole und Cytoplasma, von
Bedeutung, sondern auch Unterschiede in der lokalen Protonenkonzentration eines
Organells, zum Beispiel weisen die Thylakoide der Chloroplasten Protonengradienten auf;,
welche als Teil des Schutzmechanismus gegentiber extensivem Lichteinfluss wirken [Ewy
und Dilley 2000]. Im Cytoplasma von Penicillium cyclopium wurde eine periphere, azidische
neben einer inneren, neutralen Schicht lokalisiert [Roos und Slavik 1987]. In der
Wachstumsrichtung vegetativer Hyphen des gleichen Pilzes existiert aullerdem ein
cytoplasmatischer pH-Gradient, wobei die Spitze am stérksten sauer ist [Roncal et al 1993].
Dieser Gradient ist flir das apikale Spitzenwachstum notwendig, da nach seiner Zerstérung
und nachfolgender Alkalisierung des Cytoplasmas statt des Spitzenwachstums verstéirkte

Konidienbildung stattfindet.

1.3.3 Protonen-shifts als Signalschritte in pflanzlichen Systemen

1.3.3.1 Pflanzliche Hormone

Die durch pflanzlicher Hormone ausgelosten Signalkaskaden benutzen in vielen Féllen
Protonen-shifts als intermedidre Signale.

Ein bekanntes Beispiel dafiir ist der Antagonismus von Auxin und Abscisinsdure bei der
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Regulation des Offnens und SchlieBens der Spaltdffnungen. Auxin induziert in kleinen

Konzentrationen (<100 pM) eine Erniedrigung des cytoplasmatischen pH-Wertes,
wahrscheinlich unter Beteiligung der Vakuole [Frohnmeyer et al. 1998]. Diese Azifidizierung
fiihrt zu einer Aktivierung einwirts gerichteter K'-Kanile und zum Offnen der
Spaltoffnungen [Grabov et al. 1997; Irving et al. 1992; Gehring et al. 1990]. Abscisinsdure
bewirkt im Gegensatz dazu eine Alkalisierung des Cytoplasmas, die zu einem K'-Efflux
durch Aktivierung zellauswérts gerichteter K'-Kandle fiihrt. Die Folge ist das Schlielen der
Stomata [Irving et al. 1992; Gehring et al. 1990; Blatt et al. 1993].

Barkla et al. [1999] konnten in Mesembryantheumum crystallinum nach Applikation von
Abscisinsdure zu isolierten Tonoplastenvesikeln eine Aktivierung der V-ATPase zeigen. Der
durch Wasserdefizit ausgeloste Konzentrationsanstieg dieses Hormons in der Ganzpflanze
steigert die Transportaktivitidt der V-ATPase um das ca. 1,7 — 1,9-fache. Damit wird u.a. die
Malat-Akkumulation in der Vakuole wéhrend der Etablierung des CAM-Stoffwechsels
beschleunigt.

Ein transienter Abfall des cytoplasmatischen pH-Wertes wurde nach Gabe von
Gibberellinsdure zu Korn-Coleoptile-Zellen gemessen [Gehring et al. 1994]. Dieser ist
vermutlich eine Voraussetzung flir die Aktivierung vakuoldrer Proteasen, welche

Speicherproteine aktivieren [Swanson et al. 1996].

1.3.3.2 Pflanzliche Entwicklung und Wachstum
Zeitlich und rdumlich kontrollierte Protonengradienten sind fiir zahlreiche weitere pflanzliche

Anpassungsprozesse essentiell. Diese belegen u.a. folgende Beispiele:

- Geotropismus

In Wurzeln von Arabidopsis thaliana beobachteten Fasano et al. [2001] ein striktes pH-
Profil in Abhdngigkeit von der Wachstumszone. Nach gravitroper Stimulation reagiert die
gesamte Elongationszone mnerhalb von Minuten mit einer transienten Azidifizierung der
Zellwand, welche verstérkt an der Wurzeloberseite auftritt. Die gravitrope Information zur
Neuorientierung des Wachstums wird wahrscheinlich durch eine transiente Alkalisierung des
Cytoplasmas der zentralen Columella iibertragen. Erwartungsgemdfl konnte durch einen
artifiziellen Protonenanstieg mittels eines in das Cytoplasma eingebrachten und durch UV-

Licht-gespaltenen Nitrophenylethylester dieser Mechanismus blockiert werden.
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- Spitzenwachstum

Ein Muster von lokal begrenzten Protonengradienten ist auch fiir das Spitzenwachstum
erforderlich. So treten in Lilium longiflorum deutliche pH-Profile sowie daraus resultierende
Protonenkreislidufe entlang wachsender Pollenschliuche auf [Feijo et al. 1999; Ubersicht in
Feijo et al. 2001]. Eine ATPase, lokalisiert in der Membran des Pollenkornes, pumpt
Protonen nach auf3en, welche jedoch sofort wieder in die sich daran anschlieBenden Regionen
des Pollenschlauchs einstromen. Entgegen der Wachstumsrichtung nimmt der Einstrom ab
und kehrt sich schlielich um, wodurch ein “alkalisches Band” im Cytoplasma entsteht. Ein
azidisches Milieu in der Pollenschlauchspitze wird durch die Anhdufung von unspezifischen,
dehnungsabhédngigen Ionenkanilen [Pierson et al. 1996] erreicht. Durch diesen
Protonengradienten entsteht ein “Reaktions-Diffusions-System”, welches u.a. Einfluss auf die

Polymerisation/Depolymerisation von Actinfilamenten nimmt.

1.3.3.3 Hypoxie und Anoxie

Pflanzen haben ihren Metabolismus im Laufe der Evolution an den O,-Gehalt der
Atmosphire angepasst. Verschiedene Signalwege, in die auch Protonen-shifts integriert sind,
sorgen fiir eine rasche Anpassung an das verdnderte O,-Angebot.

In Acer pseudoplatanus-Zellsuspensionskulturen wurde innerhalb von 4 — 5 Minuten nach
Austausch von O, gegen N, eine deutliche Erniedrigung des Nukleosid-Triphosphat-Pools
gemessen (*'P- und "“C-NMR-Spektroskopie) [Gout et al. 2001]. Diese ist auf eine
verstirkte Hydrolyse der energiereichen Nukleotide unter Freisetzung von Protonen
zuriickzufiihren, deshalb fillt parallel der cytoplasmatische pH-Wert von 7,5 auf 6,8. Ein
weiterer Grund fiir die Azifidizierung ist die Inhibition der P-ATPase durch Ca**-Ionen,
welche aus ihren intrazelluliren Speichern freigesetzt werden. Der pH-shift induziert die
ethanolische Fermentation, so dass auch unter anoxischen Bedingungen die Versorgung der
Zelle mit energiereichen Nukleosid-Triphosphaten gewihrleistet wird. Deren Konzentration

steigt ca. 15 Minuten nach beginnender Anoxie parallel mit dem pH-Wert wieder an.

1.3.3.4 Lichtintensitét
Pflanzenzellen reagieren auf Anderungen der Lichtintensitit mit verschiedenartigen
Protonen-shifts. Ein Beispiel dafiir ist die von Yin et al. [1990] beschriebene lichtabhéngige

Alkalisierung des Cytoplasmas und gleichzeitige Azidifizierung der Vakuole in
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Mesophyllzellen von Hordeum vulgare oder Spinacia oleracea. Den umgekehrten Effekt

kann man bei Dunkelheit beobachten. Als Konsequenz der steigenden Protonenkonzentration
wurde von Felle und Bertl [1986] eine Stimulation der P-ATPase beobachtet, gefolgt von
einer transienten Hyperpolarisation der Plasmamembran. Ausldser dieser pH-Anderungen
sind vermutlich schnelle, lichtabhéngige Protonenbewegungen iliber Thylakoidmembranen

[Hansen et al. 1993].

1.3.3.5 Reaktionen von Pflanzenzellen auf Mikroorganismen

Aufgrund ihrer sessilen Lebensweise haben Pflanzenzellen spezielle Mechanismen zur
Kommunikation und Interaktion mit der sie umgebenden Umwelt, einschlieBlich der
mikrobiellen Flora, entwickelt. Bei den dazu notwendigen Signaltransduktionswegen spielen
intrazelluldre Protonen-shifts eine essentielle Rolle, beispielsweise bei der Diskriminierung
zwischen symbiotischen und pathogenen Mikroorganismen.

Wurzelhaarzellen von Medicago sativa reagieren auf die Applikation von
N—Acetylchitooligosacchariden (GlIcNAc), mit Abwehrreaktionen, der Kontakt mit
Lipochitooligosacchariden (Nod-Faktoren) ist dagegen ein Signal zur Vorbereitung der
Symbiose zwischen Mikroorganismus und Leguminose [Felle et al. 2000]. Fiir diese
gegensitzlichen Zellantworten werden gleiche Signalkomponenten benutzt, zum Beispiel die
transiente Alkalisierung des AuBlenmediums, cytoplasmatische pH-shifts oder die
Depolarisation der Plasmamembran. Die Differenzierung dieser Signale und ihre Umsetzung
in spezifische Antwortreaktionen erfolgt u.a. durch eine bestimmte zeitliche Abfolge der oben
genannten Ereignisse, welche auch die gleichzeitige Prozessierung von Signalen mit
unterschiedlichen Inhalten, zum Beispiel zur Pathogenabwehr oder zur Symbiose, erméglicht.
Die Symbiose (ausgelost durch Nod-Faktoren) 16st eine schnelle cytoplasmatische
Alkalisierung aus, wodurch die P-ATPase-Aktivitit an der Plasmamembran reduziert wird.
Im Gegensatz dazu wird im Abwehrfall (ausgelost durch (GlcNAc),) das Cytoplasma
langsam azidifiziert, wobei hier eine transiente Alkalisierung des AufSenmediums und eine
Depolarisation der Plasmamembran beobachtet werden kann. Der cytoplasmatische pH-
Abfall stimuliert in diesem Falle jedoch die ATPase, was zu einem schnellen Wiederherstellen
des Ausgangs-pH-Wertes im Cytoplasma fiihrt. Die durch Nod-Faktoren ausgeloste
persistente cytoplasmatische Alkalisierung ist wahrscheinlich ein zelluldrer

Schutzmechanismus vor Abwehrreaktionen gegen den Symbiosepartner [Felle et al. 2000;
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Felle 2002].

pH-Signale unterschiedlichen Charakters sind an mehreren Reaktionen der pflanzlichen
Pathogenabwehr beteiligt. Die meisten gehen von Elicitor-spezifischen Rezeptoren aus
[Ubersichten u.a. in Boller 1995 oder Cervone et al. 1997; Okada et al. 2002].

In Zellsuspensionen von Nicotiana tabacum verursachen Oligogalakturonid-Elicitoren
(Polymerisationsgrad > 6) eine cytoplasmatische Ansduerung [Mathieu et al. 1996]. In
Abhingigkeit vom Polymerisationsgrad zeigen die Elicitormolekiile spezifische Intensititen
und Kinetiken des pH-Abfalls. Dagegen 16st ein Hepta-p-glucosid in diesen Zellen weder
einen pH-shift noch eine Zellantwort aus, obwohl dieselbe Verbindung in Glycine max
wirksam ist.

Die Quelle der im Cytoplasma transient aufiretenden Protonen ist wahrscheinlich das
AufBenmedium. Dafiir spricht die lineare Relation der Amplitude des pH-shifts zum pH-
Gradienten zwischen Auflenmedium und Cytosol.

Die oben genannten Arbeiten mit Nicotiana tabacum waren der erste experimentelle
Hinweis auf die Beteiligung von Proteinphosphorylierungen noch vor dem pH-shift.
Ahnliche Befunde kommen aus Oryza-Zellkulturen, wo ein Serin/Threonin-Kinase-Inhibitor
(K-252a) die cytoplasmatische Ansduerung und die Erhohung der mRNA-Transkript-Level
verhindert. Eine Applikation des Hemmstoffes nach erfolgter experimenteller Ansdauerung
blieb wirkungslos [He et al. 1998]. Somit scheint auch die durch (GlcNAc),-induzierte
Azifidizierung des Cytoplasmas, einem Phosphorylierungs-

/Dephosphorylierungsmechanismus zu unterliegen.

Eine Korrelation von cytoplasmatischer Ansduerung und der Auslosung einer
Phytoalexinbiosynthese nach Kontakt mit N—Acetylchitooligosacchariden ist aus

Zellsuspensionskulturen von Oryza sativa bekannt [Kuchitsu et al. 1997].

Konkrete Folgeereignisse, welche durch den pH-shift ausgelost werden, sind nur spérlich
bekannt. In Nicotiana-Zellkulturen wurden unter folgenden Bedingungen jeweils steigende
mRNA-Transkript-Level der Phenylalaninammoniumlyase (PAL) und der 3-Hydroxy-3-
methylglutaryl-coenzym-A-reductase (HMGR) gemessen:

1. Elicitorkontakt (Oligogalakturonide);
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2. Akkumulation von Propionsiure;

3. Hemmung der P-ATPase an der Plasmamembran mit Erythrosin B;

4. Aufnahme von Phosphat aus sauren Losungen [Lapous et al. 1998].

Es wurde ein prinzipieller Zusammenhang zwischen dem Abfall des cytoplasmatischen pH
(gemessen iiber die Aufnahme von '“C-Benzoesiure) festgestellt. Allerdings fiihrten nur
transiente pH-shifts zu der Uberexpression, eine iiber zwei bis drei Stunden dauernde
cytoplasmatische Ansduerung loste kaum erhohte Transkript-Level aus. Dies zeigt, dass pH-
shifts einer bestimmten Linge oder Amplitude bediirfen, um als Signal wahrgenommen zu

werden (pH-Signatur, vgl. Abschnitt 1.2.2).

Genaktivierungen (fiir PAL und die nicht identifizierten Gene EL1 und EL2) nach transienten
pH-Abfall im Cytoplasma sind auch aus Oryza sativa bekannt [He et al. 1998]. Als Ausloser
fungieren hier N—Acetylchitooligosaccharide oder eine artifizielle Erh6hung der

cytoplasmatischen Protonenkonzentration durch Propionsdure oder Buttersdure.

Eine Aktivierung von MAP-Kinasen nach transienter Erniedrigung des pH-Wertes im
Cytoplasma um mehr als 0,4 Einheiten, ausgelost durch Auxin, Butter- oder Essigsdure,
wurden von Tena und Renaudin [1998] in Nicotiana tabacum gemessen. Ahnliche
Ergebnisse fanden Lebrun-Garcia et al. [2002] nach Applikation von Cryptogein oder

schwachen Sauren, wie Salicylsdure zu Suspensionskulturen in der gleichen Spezies.

Wihrend bei den bisher vorgestellten experimentellen Systemen ein Elicitorkontakt zu einer
cytoplasmatischen Ansduerung (und weiteren Reaktionen) fiihrte, kann in Glycine max mit
Oligogalakturoniden des Polymerisationsgrades von ~12 (welche jedoch oxidative burst und
hypersensitve Reaktion auslosen) kein signifikanter cytoplasmatischer pH-shift beobachtet
werden. Auch die vakuoldre Protonenkonzentration bleibt nahezu konstant [Horn et al.

1992]. Dabei muss jedoch beriicksichtigt werden:

1. eine relativ geringe Messempfindlichkeit oder pH-shifts geringer Amplitude (die *'P-
NMR-Spektroskopie besitzt eine ausreichende Sensitivitdt flir shifts >0,2 pH-
Einheiten [He et al. 1998; Kuchitsu et al. 1997]),

2. Es wurden Messungen mit pH-abhingigen Fluoreszenzfarbstoffen (DCCF, DCMF)

durchgefiihrt, wobei die Fluoreszenzintensitdt in der Gesamtsuspension an einem
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Fluorimeter erfasst wurde. Die dabei erhaltenen Daten spiegeln eine

Durchschnittsprotonenkonzentration von Cytoplasma, Vakuole und Aulenmedium
wider. Die fiir die Signaltransduktion notwendigen pH-shifts zwischen den
Kompartimenten, das heiBt ohne Anderungen der "Gesamtprotonenkonzentration" in

der Zelle, werden dabei nicht oder nur sehr eingeschrénkt erfasst.

Bei den bisher vorgestellten Untersuchungsobjekten kommen durch Elicitorkontakte
ausgeloste pH-shifts offenbar durch den Einstrom externer Protonen, das heit aus dem
Apoplasten in das Cytoplasma, zustande.

In den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zellen von Eschscholzia californica werden
dagegen Elicitor-ausgeloste pH-shifts gemessen, welche durch einen Efflux vakuoldrer
Protonen zustande kommen. Zellsuspensionskulturen von Eschscholzia reagieren auf einen
Hefeelicitor mit der Biosynthese von Benzophenanthridin-Alkaloiden. Unmittelbar nach
Elicitorkontakt kommt es zu einer Azidifizierung des Cytoplasmas, welche von einer
parallelen Alkalisierung der Vakuole begleitet ist. Eine Zerstérung des pH-Gradienten
zwischen Vakuole und Cytoplasma durch Methylamin-Akkumulation in der Vakuole
verhinderte den elicitorausgeldsten pH-shift und die nachfolgende Alkaloidbildung.
Messungen der Protonenverteilung mit Hilfe der konfokalen Lasermikroskopie erbrachten ein
etwa konstantes Verhiltnis des H'-Verlaufs in der Vakuole und dem H'-Anstieg im
Cytoplasma: fiir etwa 10 aus der Vakuole austretende Protonen taucht ein freies Proton im
Cytoplasma auf [Roos et al. 1998].

Der grundsétzliche Signalcharakter der cytoplasmatischen Anséduerung kann wie in den oben
genannten Systemen durch die Auslosung der Alkaloidbiosynthese durch Butterséure gezeigt

werden.

1.4 Einzelzellen als Versuchsobjekt fiir Messungen der Protonenverteilung

Aus den bisher vorgestellten Beispielen kann vermutet werden, dass das “pH-Signal” nicht in
einer bloBen pH-Anderung des Cytoplasmas besteht, sondern an eine bestimmte riumliche
und zeitliche Verteilung gebunden ist. In naher Zukunft ist die Auffindung von pH-
Signaturen zu erwarten, welche dhnlich den besser bekannten Ca**-Signaturen bestimmten
Primérsignalen zugeordnet werden konnen. Erste Hinweise darauf, dass eine bestimmte

Amplitude und Dauer Voraussetzung fiir den Signalcharakter von pH-shifts sind, finden sich
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auch in dieser Arbeit (siche Abschnitte 5.2; 6.4 und 6.5).

Zur Messung potentieller pH-Signale wurden deshalb in der vorliegenden Arbeit keine
Durchschnitts-pH-Werte herangezogen, sondern die pH-Verteilung innerhalb intakter Zellen
bzw. der Austritt von Protonen aus Vakuolen. Neben der raumlichen sollte auch die zeitliche

Verteilung des pH-Signals in Minuten-Aufldsung erfasst werden.

Diese Anforderungen lassen sich nicht mit Methoden erfiillen, welche entweder
“Mittelwerte” verschiedener Zellkompartimente abbilden oder erheblichen Stress auf die zu
untersuchenden Zellen ausiiben. Letzteres gilt zum Beispiel fiir die *'P-NMR, welche die pH-
abhingige Verschiebung des chemischen shifts von Phosphat bzw. Phosphorsidureestern
auswertet, die im Cytoplasma oder der Vakuole lokalisiert sind. Auch die Messung mit pH-
sensitiven Mikroelektroden, die entweder in das Cytoplasma oder in die Vakuole eingefiihrt
werden, kann nicht vollig von der Zellantwort auf den Verwundungsreiz bereinigt werden
und misst iiberdies den pH-Wert nur an der (ungenau lokalisierbaren) Spitze der

Messelektrode.

Im Gegensatz zu diesen Verfahren erlaubt die Fluoreszenzmikroskopie das mapping des pH-
Wertes, das hei3t die Topographie lokaler pH-Werte in einer intakten Zelle ohne wesentliche
Beeintrachtigungen ihrer Lebensfdhigkeit. Bei Benutzung des konfokalen Mikroskops
konnen dabei auch definierte optische Schnittebenen mit der Auflésung des Lichtmikroskops
sichtbar gemacht werden. Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit die pH-Topographie als
Standardmethode zur Messung transienter pH-shifts verwendet, wobei sowohl konfokale als

auch klassische Fluoreszenzmikroskopie angewendet wurde.

1.5 Zielstellung der Arbeit

Zellsuspensionskulturen von Eschscholzia californica reagieren auf den Kontakt mit einem
Pilz-Elicitor (Glycoprotein-Priaparat aus Bickerhefe) mit der Biosynthese von
Benzophenanthridin-Alkaloiden. Zentraler Punkt der bisher identifizierten intrazelluldren
Signalkette ist eine transiente cytoplasmatische Azidifizierung, welche auf einem Efflux
vakuoldrer Protonen beruht [Roos et al. 1998, Roos et al. 1999] (vgl. Abschnitt 1.3.3.5).
Diesem Effekt geht die Aktivierung einer Phospholipase A, (PLA,) voraus.
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Die vorliegende Arbeit hatte das Ziel, Mechanismen der Auslosung vakuoldrer Protonenfluxe

und ihre Einbeziehung in den Signaltransfer zur Alkaloidbiosynthese aufzustellen. Dazu

wurden folgende Schwerpunkte untersucht:

1. der Einfluss von Phospholipid-Hydrolyseprodukten auf den vakuoldren pH-Wert. Als
Voraussetzung fiir derartige Untersuchungen mussten auf zwei Arbeitsgebieten der
Zellbiologie methodische Neuentwicklungen unternommen werden:

a. selektive Permeabilisierung der pflanzlichen Plasmamembran zur
Untersuchung des vakuoldren Transportes in-situ;
b. die mikroskopische Quantifizierung von zwei Fluoreszenzsonden und der

Benzophenanthridin-Alkaloide in derselben Zelle.

2. Wirkungsmechanismen potentieller Effektoren auf den Protonen-Transport am
Tonoplasten;
3. Priifung von Korrelationen zwischen den elicitorausgeldsten Signalereignissen:

a. Aktivierung einer Phospholipase A, (PLA,),
b. pH-shift an der Vakuole,
c. Anstieg der Alkaloidproduktion

in derselben Ganzzelle.
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2 Methodenentwicklungen

2.1 Entwicklung eines in-situ-Systems durch selektive Permeabilisierung der
Plasmamembran
Zur Untersuchung von Protonenfluxen am Tonoplasten sind unterschiedliche experimentelle
Systeme entwickelt worden, zum Beispiel die Préparation von Tonoplastenvesikeln
[Kringstad et al. 1980; Tu et al. 1990; Facanha et al. 1998] oder die Isolation von Vakuolen
[Diirr et al. 1975; Kreis und Reinhard 1985; Johannes und Felle 1989; Dietz et al. 1990]. In
beiden Verfahren wird die Vakuole von ihrer cytoplasmatischen Umgebung getrennt. Es
konnen Prédparations-Artefakte entstehen, weil die Vakuolen den Kontakt zu
Makromolekiilen des Cytoplasmas verlieren. Derartige Interaktionen werden offenbar fiir
mehrere, wichtige Funktionen des Tonoplasten benotigt.
Spezifische cytosolische Proteine regulieren vakuolédre Funktionen [Marty 1999; Venema et
al. 2002], beispielsweise konnen 14-3-3-Proteine SV-Kanile am Tonoplasten beeinflussen
[van den Wijngaard et al. 2001], Tyrosin-Phosphatasen sind an der Regulation von K'-
Kandlen beteiligt [Luan 2002]. Vakuoldre Transporter werden u.a. durch
Dissoziation/Reassoziation ihrer Untereinheiten reguliert [Yoshida 1991; Kane 1995], der
Kontakt mit cytoplasmatischen Makromolekiilen ist kritisch fiir die Aufrechterhaltung der
Transportkapazitit des Tonoplasten fiir Aminosduren in Penicillium cyclopium [Roos et al.
1997].
In einem in-situ-System sollte die Vakuole fiir Mikromolekiile zugénglich gemacht, jedoch in
ihrer makromolekularen, cytoplasmatischen Umgebung belassen werden. Dadurch sind bei
Erhalt der Integritit des Tonoplasten weiterhin Interaktionen zwischen Proteinen, Organellen
des Cytoplasmas und Transportsystemen der Vakuole moglich. Die Integritit des
Tonoplasten ist eine Voraussetzung fiir die Aktivitit von Membranenzymen. (Ein
grundlegender Zusammenhang zwischen Membranstruktur und der Aktivitdt eingebetteter
Proteine ergibt sich zum Beispiel aus deren Integration in spezifischen Lipid-Mikrodoméanen
[Delrot et al. 2000].)
Des weiteren ldsst die Anwesenheit der Zellwand und des Cytoskeletts bei der in-situ-
Methode einen stabilisierenden Einfluss auf die volumenreiche Zentralvakuole erwarten.
Die Moglichkeit von Protein-Interaktionen in der selektiv permeabilisierten Zelle ist auch ein
Vorteil gegeniiber der Expression von Transportern in heterologen Systemen, wie in

Escherichia coli oder Saccharomyces cerevisiae [Barbier-Brygoo et al. 2001].
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Ziel des im Folgenden beschriebenen Verfahrens ist die Préparation von in-situ-Vakuolen,

deren H'-Transportsysteme funktionsféhig bleiben. Die Stabilitét ihrer Transportfunktionen

sollte Experimente iiber mindestens eine Stunde erlauben.

2.1.1 Osmotische Behandlung

Bisher bekannte Verfahren zur Permeabilisierung der Plasmamembran basieren zumeist auf
der Verwendung von Detergenzien, wie dem Saponin Digitonin [Lequoc et al. 1987; Meiners
et al. 1991]; CTAB [Gowda et al. 1991] oder Pluronic F-68 [Laouar et al. 1992]. Diese
Verbindungen storen aufgrund ihrer amphiphilen Eigenschaften die Integritdt von
Membranen, wobei nur Digitonin eine gewisse Selektivitdt gegeniiber der Plasmamembran
aufweist. Eine Inkorporation der Tenside in den Tonoplasten kann nicht ausgeschlossen
werden, so dass die Untersuchung vakuoldrer Transportvorgange mit solchen Priaparationen
keine zuverldssigen Ergebnisse erbringt.

Permeabilisierungsversuche mit Digitonin in Eschscholzia californica zeigten in der Tat

erhebliche Instabilitdten des Tonoplasten [Lohse 1998].

Aus diesem Grunde wurde ein Detergens-freies Verfahren entwickelt, welches die
Plasmamembran von Eschscholzia californica durch osmotische Schocks selektiv
permeabilisiert [Viehweger 1998]. Dazu wurden Zellsuspensionskulturen zunichst einer
Plasmolyse durch ein hypertones Medium unterworfen. Nachfolgend erfolgte eine
Deplasmolyse durch ein zur Vakuole nahezu isotones Medium (Abb. 2-1, siche Abschnitt
3.2.3), das heiBt ein Medium, in dem sich das durchschnittliche Vakuolenvolumen etwa auf
die Werte der Ganzzelle einstellte. Dabei schrumpften zundchst die Zellmembranen, welche
im zweiten Schritt in eine Dehnung iibergingen. Als Ergebnis kam es zum “Zerreil3en” der
Plasmamembran (Kriterien siche Abschnitte 2.1.5 und 2.1.6). Somit erfolgte eine
kontrollierte Plasmolyse, wobei mikroskopische Untersuchungen eine durch Wasserverlust
schrumpfende Vakuole bei etwa konstantem cytoplasmatischen Volumen zeigten (Abb. 2-
I1B). Dessen Konstanz ist ein Schutzmechanismus zur Aufrechterhaltung essentieller
Strukturen im Cytoplasma [Barrieu et al. 1999], welche deshalb auch in den permeabilisierten
Zellen noch vorhanden waren.

Die Fluiditdt und Elastizitit des Tonoplasten ist hoher als die der Plasmamembran, da er ein

geringeres molares Verhéltnis von rigiden Sterolen zu Phospholipiden (Tonoplast: 0,54;
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Abbildung 2-1: Visualisierung des Permeabilisierungsverfahrens zur
Herstellung von in-situ-Vakuolen.

Die Zellen wurden 30 min mit 50 nM CFDA-AM vorinkubiert (siche 3.2). In allen
Féllen wurden zusétzlich 2 uM Propidiumjodid den Aulenmedium zugesetzt.

(A) Intakte Zellen;

(B) Zellen nach Behandlung mit Medium 1 (600 mOsmol; Zusammensetzung
Medium 1 siehe 3.2.3), Fluoreszenzaufnahme und Durchlichtbild iiberlagert;

(C) Zellen nach Durchlaufen des Permeabilisierungsverfahrens; permeable Zellen (in-
situ-Vakuolen (V); Cytoplasma mit Zellkern, Propidiumjodidfarbung (C/K); Zellen
mit defektem Tonoplasten, erkennbar an der fehlenden CF-Akkumulation in der

Vakuole (T). Bildaufnahmen nach 3.3.1 (chl).
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Plasmamembran 0,89) besitzt [ Yoshida et al. 1986]. Deshalb sollte er bei dieser osmotischen

Behandlung intakt bleiben.

Ein weiterer Grund fiir die flexible Reaktion der Vakuole auf osmotischen Stress liegt in der
grofBeren Anzahl von Aquaporinen im Tonoplasten [Barrieu et al. 1999], so dass dieser eine
im Vergleich zur Plasmamembran 20 — 100-fach hohere Wasserpermeabilitit aufweist

[Maurel et al. 1997; Niemietz und Tyerman 1997].

Durch mehrfaches Resuspendieren der Zellen nach der Permeabilisierung der
Plasmamembran und Perfusion mit einem “kiinstlichem Cytosol” (siehe Abschnitt 3.2.3)
sollten eventuell freigesetzte Stress-Signale, wie Ca**, Fettsiuren, Lysophosphatidsiure oder
Anionen, akkumuliert durch Aktivierung mechanosensitiver Anionenkandle [Meijer et al.
2001; Shabala und Newman 1998; Ubersicht in Munnik und Meijer 2001], ausgewaschen

werden.

2.1.2 Optimierung der Medien zur Permeabilisierung der Plasmamembran

Um hohe Permeabilisierungsraten bei moglichst geringer Beeinflussung der vakuoldren
Transportvorgidnge zu erreichen, war es notwendig, die verwendeten Medien zu optimieren.
Fiir die Stabilitdt der in-situ-Vakuolen ist eine K'-Konzentration von mindestens 70 mM
erforderlich, kleinere Konzentrationen fiihren zum Platzen der Vakuole. Fiir physiologische
Transportvorgdnge am Tonoplasten ist die lonenverteilung zwischen dem Cytosol und dem
vakuoldren Medium essentiell [Serrano et al. 1999], so dass diese den Ionenverhéltnissen der
intakten Zelle anzupassen ist. Nach mehreren Variationen erwiesen sich 100 mM KClplus 10
mM NaCl als optimal. Der cytoplasmatische pH-Wert liegt von 7,4 [Roos et al. 1998] wurde
in den verwendeten Medien mit Hilfe der Puffer HEPES oder MOPS-BTP konstant gehalten.
Ein Hemmstoff der Cytochromoxidase, KCN (100 uM), verlidngerte die Lebensfihigkeit der
permeablen Zellen nach der Permeabilisierung. Dies spricht flir eine auch nach der
Zerstorung der Plasmamembran noch vorhandenen mitochondrialen Stoffwechselaktivitét,
welche Molekiile mit toxischer Wirkung auf den Tonoplasten erzeugt. Auch der Zusatz von
5 mM Glutathion (GSH) zu den Medien verbesserte deutlich die Ausbeute und Stabilitdt an
funktionsfahigen in-situ-Vakuolen, wahrscheinlich durch die Reduktion auftretender
toxischer Oxidationsprodukte. Die gleiche Wirkung zeigte 2 mM Ascorbat im

Perfusionsmedium.
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Da wihrend der Permeabilisierung die Membranen sehr stark beansprucht werden, konnen

vermehrt Fettsduren als Stressmetabolite auftreten, zu deren Bindung RSA verwendet wurde.

Dieser Zusatz bewirkte ebenfalls eine Verlingerung der Perfusionszeit.

2.1.3 Temperatureinfluss

Die osmotische Behandlung wurde bei 13 °C durchgefiihrt, um den zelluldren Stoffwechsel
zu verlangsamen und somit eine Anhdufung von Stressmetaboliten zu vermeiden. Damit
blieben deutlich mehr Vakuolen wihrend des Beobachtungszeitraumes stabil als nach einer
Permeabilisierung bei 24 °C.

Der grofite Teil der Zellen ging in den permeablen Zustand iiber, nachdem die Temperatur
von 13 °C wieder auf ca. 22 °C erhoht wurde (insgesamt ~ 70 %).

Man kann annehmen, dass dieses Phidnomen durch einen thermisch induzierten
Phaseniibergang, den die Lipid-Bilayer biologischer Membranen durchlaufen, hervorgerufen
wird. Wird die Phaseniibergangstemperatur (meist zwischen 14 °C und 18 °C) iiberschritten,
geht die Konformation der Fettsdureketten von der rigiden all-trans- in die gauche-Form
iiber, so dass die Ketten, flexibel gefaltet, einen fliissig-kristallinen Zustand bilden

[McElhaney 1994]. Dieser erleichtert offenbar die Desintegration der Plasmamembran.

2.1.4 Entwicklung einer Priparation der permeabilisierten Zellen fiir die Mikroskopie

Nachdem die Zellen das Permeabilisierungsverfahren durchlaufen hatten, wurden sie in eine

zum Mikroskopieren geeignete Zellkammer eingebracht. Die vorgesehenen mikroskopischen

Messungen stellten einige Anforderungen an die Priparate:

1. moglichst viele permeable Zellen sollten in einer Ebene zum Objektiv liegen,

2. eine grof3e Spreitung der Zellsuspension, um moglichst viele, einzeln beobachtbare
Zellen zu erreichen,

3. die Versorgung der Zellen mit Nahrmedium iiber eine Perfusion, um Messungen iliber
langere Zeitraume zu ermoglichen und um verschiedene Effektoren auf nicht-invasive
Weise an die Zellen zu bringen.

Diese Bedingungen wurden mit Hilfe einer Perfusionszelle erreicht, wobei die Zellen in eine

diinne Agaroseschicht eingebettet wurden (sieche Abschnitt 3.2.1). Durch das Agarosegel

fixierte man die Zellen zugleich an ihrem Ort, so dass eine Perfusion ohne Bewegung der

Zellen durchgefiihrt werden konnte. Die Erreichbarkeit der eingebetteten Zellen fiir das
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Néhrmedium erschien gesichert, da {iber die Wahl der Agarosekonzentration eine moglichst

hohe Porengrofle im Gel eingestellt wurde. In Testversuchen wurde 1 mM Neutralrot zum
Perfusionsmedium zugesetzt, wodurch eine rasche Farbstoffakkumulation in den in-situ-
Vakuolen auftrat. Deshalb kann von einem ausreichenden Kontakt der in-situ-Vakuolen mit

dem Perfusionsmedium und damit auch mit den zugesetzten Effektoren ausgegangen werden.

2.1.5 Permeabilititsmarker zum Charakterisieren des Permeabilisierungsverfahrens

Um den Erfolg der Permeabilisierung zu testen, wurde der Zellsuspension 2 uM
Propidiumjodid zugesetzt. Dieser Farbstoff kann die intakte Membran nicht passieren. Das
Eindringen dieser Verbindung zeigt also eine Zerstdrung der Barrierefunktion der
Plasmamembran an. In der Zelle interkalieren Propidiumkationen in DNS und binden an
Cytoskelett-Proteine, so dass sie irreversibel in der permeablen Zelle festgehalten werden
(Abb. 2-1C). Dies erleichtert die Detektion permeabler Zellen iiber die Fluoreszenz des

Propidiumjodids.

Eine Abschitzung der erzielten Porengrof3e in der Plasmamembran ist mit Hilfe von Dextran-
gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffen moglich. Diese sind in verschiedenen Molekiilgro3en
erhéltlich. Aus Abbildung 2-2 wird ersichtlich, dass 10 kDa Fluorescein-Dextran-Konjugate
das Cytoplasma erreichen, 40 kDa-Konjugate jedoch nicht. Der “Porendurchmesser” der
Plasmamembran sollte also zwischen diesen MolekiilgroBen liegen. In beiden Fillen trat
keine Fluoreszenz in der Vakuole auf, was auf die Intaktheit des Tonoplasten schlieBen lasst.
Poren dieser Grofle in der Plasmamembran erlauben sehr wahrscheinlich den freien
Austausch von Mikromolekiilen zwischen Cytosol und Auenmedium. Zugleich kann man

davon ausgehen, dass die meisten cytosolischen Proteine noch in der Zelle vorhanden sind.

Dies wird dadurch bestétigt, dass ein wesentlicher Verlust von zelluldren Proteinen wahrend
des Permeabilisierungsprozesses nicht auftrat: der Proteingehalt des 10-fach konzentrierten
Uberstands einer Suspension permeabilisierter Zellen nach Filtration lag unter der
Nachweisgrenze der Lowry-Proteinbestimmung bezichungsweise von SYPRO® Ruby-

gefirbten SDS-Gelen [S. Evers, personliche Mitteilung].
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Abbildung 2-2: Charakterisierung des Permeabilisierungsgrades der
Plasmamembran durch Fluoreszenz-markierte Dextrane.
Permeabilisierte Zellen (siche 3.2.) nach 20 min Inkubation mit 10 pM BCECF-
Dextran folgenden Molekulargewichtes:

A:~ 40 kDa,

B: ~ 10 kDa, Vakuolen (V), Cytoplasma mit Zellkern (C/K). Bildauthahmen nach
3.3.1 (chl).

26
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2.1.6 Akkumulation von pH-Sonden und pH-Messung

Ein weiteres Kriterium fiir die Intaktheit des Tonoplasten ist die Fahigkeit der Vakuole,
schwache Séduren zu akkumulieren, die aus membranpermeablen Estern durch unspezifische
Esterasen entstehen. Hierflir sind zum Beispiel Fluorescein-Derivate geeignet, die als
Diacetat und/oder Acetoxymethylester eingesetzt werden.

Die Abbildung 2-1A zeigt, dass sich das aus seinem Diacetat freigesetzte 5-
Carboxyfluorescein in den in-situ-Vakuolen anreichert. Dabei wurden Schdden des
Tonoplasten durch einem raschen Verlust des akkumulierten Farbstoffes sichtbar (Abb. 2-
1C). Solche Defekte der Barrierefunktion konnten experimentell zum Beispiel durch niedrige
Detergenskonzentrationen ausgelost werden (sieche Abschnitt 4.3.1). Die so in der Vakuole
akkumulierten Fluoreszenzsonden waren zugleich als pH-Indikatoren nutzbar (vgl. Abschnitt

1.4).

Bei den in dieser Arbeit vorgestellten Experimenten wurden als pH-Indikatoren
Carboxyfluorescein und DM-NERF verwendet, da sie ratiometrische Messungen erlauben
und fiir vakuodre pH-Bestimmungen geeignete pK,-Werte CF: 6,4; DM-NERF: 5,4
[Haugland 2002a] aufweisen.

Ratiometrische Fluoreszenzmessungen (“ratioing”) sind das Mittel der Wahl zur Bestimmung
von lonenverteilungen: es werden Fluoreszenz-Bilder bei zwei verschiedenen Wellenlingen
(Exzitations- oder Emissionswellenldngen) aufgenommen, welche jeweils bevorzugt die
ionengebundene oder die ungebundene Form der Sonde erfassen. Der grof3te dynamische
Bereich wird dann erreicht, wenn beide Aufnahmen bei Wellenldngen erfolgen, bei denen die
Fluoreszenzintensitit jeweils eine entgegengesetzte Abhdngigkeit von der
Ionenkonzentration zeigt. Alternativ kann eine der beiden Aufnahmen am isosbestischen
Punkt erfolgen, das heillt einer distinkten Wellenlidnge, bei der die Fluoreszenz nicht von der
Ionenkonzentration, sondern nur von der akkumulierten Farbstoffmenge abhangig ist. Ein

Beispiel dafiir ist das verwendete Carboxyfluorescein (Abb.2-1A).

Aus dem Verhéltnis der Intensitdten der sich entsprechenden Bildpunkte kann eine “lonen-
Karte” ermittelt werden, welche nur die durch Ionenbindung verursachten

Fluoreszenzénderungen erfasst. Fluoreszenzheterogenititen, zum Beispiel durch ungleiche
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Farbstoffakkumulation, Photobleaching oder die Dicke der Probe, werden ausgeglichen,

wenn sie beide Fluoreszenzbilder in gleicher Weise beeinflussen [Roos 2000].

Bei den hier verwendeten pH-Sonden erlauben beispielsweise die Fluoreszenzeigenschaften
der Fluorescein-Derivate die Quotientenbildung von Bildern bei verschiedenen
Exzitationswellenlingen (excitation ratioing), bei einigen pH-Sonden, wie DM-NERF von

Bildern gleicher Exzitations-, aber verschiedenen Emissionswellenldngen (emission ratioing).

In den erhaltenen pH-Karten (Beispiele in Abb. 4-2, 4-11) entsprechen die dargestellten
Intensititsverhéltnisse bestimmten pH-Werten. Diese wurden durch eine Kalibrierung

ermittelt.

- pH-Kalibrierung der Fluoreszenzquotienten

Die auf diese Weise erhaltenen pH-Karten spiegeln experimentelle pH-Differenzen meist

exakter wider als Absolutwerte des lokalen pH. Dennoch kénnen sehr gute Anndherungen an

den Absolutwert des pH in der lebenden Zelle mit Hilfe verschiedener Kalibrierungsverfahren

(siehe unten) erreicht werden (mit maximalen Abweichungen von 0,1 pH-Einheiten).

Es sind mehrere Methoden bekannt, um die pH-Abhéingigkeit der Fluoreszenzquotienten zu

bestimmen, von denen zwei in dieser Arbeit durchgefiihrt wurden.

1. Die in-vitro-Kalibrierung ist eine Voraussetzung, um die generelle pH-
Abhingigkeit des Farbstoffes zu belegen. Es werden dabei Fluoreszenzintensititen in
verschiedenen Pufferlosungen mit definierter Protonenkonzentration gemessen. Da
hierbei die innerhalb einer Zelle herrschenden Bedingungen, beispielsweise
Ionenkonzentrationen, makromolekulare Komponenten, nicht beriicksichtigt werden,
ist meist eine zusétzliche

2. in-vivo-Kalibrierung erforderlich. Dabei wird durch permeable Sduren bzw.

Basen mit pK-Werten in der Ndhe von pH_, oder pH, der pH-Wert des

eyt
Cytoplasmas oder der Vakuole mit dem des AuBlenmediums equilibriert. Dieser
Ausgleich kann durch ITonophore, wie Nigericin, welche das Membranpotential
zerstoren, beschleunigt werden [Brauer et al. 1997b; Roos et al. 1998]. Die Fahigkeit
von Methylamin oder Pivalinsdure in jeweils undissoziiertem Zustand durch

Membranen zu permeieren, fiihrt dazu, dass sich diese Verbindungen zuerst nach den

pH-Werten verteilen und anschlieBend pH-abhdngigen Verbrauch oder Freisetzung
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von Protonen zu einem pH-Ausgleich zwischen Ausgangs- und Zielkompartiment

(zum Beispiel AuBlenmedium und Vakuole) fiihren. In den hier vorgestellten
Experimenten war es moglich, nach Zusatz von Nigericin, Methylamin oder Na-
Pivalat die vakuolire Protonenkonzentration an die des AuBBenmediums anzugleichen.
Abbildung 2-3 zeigt die mit dem in-vivo Verfahren erhaltenen Kalibrierungsgeraden
fiir Carboxyfluorescein und DM-NERF.

- Akkumulation ausreichender intrazelluldrer Farbstoftkonzentrationen

Eine wichtige Voraussetzung zur Erstellung von pH-Karten (pH-mapping) ist eine
ausreichende zelluldre Farbstoffakkumulation, um quantifizierbare Intensitdten in allen
interessierenden Regionen zu erreichen. Andererseits sollte die pH-Sonde so wenig wie
moglich den Grundzustand der Zelle beeinflussen. Insbesondere ist zu beachten, dass der
Indikator selbst ein Puffersystem in dem interessierenden pH-Bereich darstellt. Dieses kann
vorhandene pH-Gradienten nivellieren und sie somit der Messung entziehen. Feijo et al.
[1999] wiesen beispielsweise in wachsenden Pollenschlduchen nach, dass BCECF in
Konzentrationen >1 pM als mobile Puffer wirken kann, der fragile, lokale pH-Gradienten
zerstort. Deshalb wurden in den hier vorgestellten Experimenten die Konzentrationen der
eingesetzten Indikatoren optimiert, indem die zelluldre Fluoreszenzakkumulation beobachtet
und die experimentelle Konzentration im Aulenmedium auf ein Minimum reduziert wurde,
welche die fiir die Fluoreszenzmessung nétige Minimalfluoreszenz ergab. Als fiir das ratioing
ausreichende Konzentrationen in Eschscholzia californica wurden 50 nM

Carboxyfluorescein und 1 pM DM-NERF ermittelt.

In Abhéngigkeit von der chemischen Struktur der pH-Sonde, dem verwendeten Zelltyp und
dem gewiinschten intrazelluliren Hauptakkumulationsort sind mehrere Methoden zum

Einbringen des Farbstoffes in die Zelle bekannt:



Methoden 30

75+
65~
~ 55
45 - T
35+
25

Intensitats-ratio ch 2/

O

404 550556.06.57.0
B pH
2501 &
200
5 150-

1004

Intensitats-ratio ch3/f

S0-

4045505560657.0
pH

Abbildung 2-3: Kalibrierung der pH-Abhangigkeit der
Fluoreszenzquotienten von Carboxyfluorescein (A) und DM-
NERF (B).

Fluoreszenzquotienten, gemessen in in-situ-Vakuolen (Prédparation siehe
3.2, pH-Equilibrierung und ratio imaging nach 3.3. ) wurden gegen den
externen pH aufgetragen und einer linearen Regression unterzogen
(Regressions-Koeffizienten fiir CF: 0,99; DM-NERF: 0,99). Mittelwerte +
SD,n=10-12.

1. die Verwendung von membranpermeablen Estern, zum Beispiel Acetoxymethylester,
welche intrazelluldr gespalten werden und die eigentliche pH-Sonde freisetzen (in
dieser Arbeit verwendet),

2. “acid-loading” mit den freien Sduren, das heilit Inkubation bei niedrigen externen pH-
Werten, zum Beispiel mit cSNARF-1 in Pilzhyphen [Bachewich und Heath 1997],

3. intrazelluldre Injektion oder Iontophorese, beispielsweise des Indikators BCECF in
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Vicia faba [Grabov und Blatt 1997];

4. Etablierung von Mutanten, die zellorganell-spezifisch pH-empfindliche,
fluoreszierende Proteine, wie GFP, exprimieren, zum Beispiel in Arabidopsis
[Moseyko und Feldman 2001] oder in Bakterien [Olsen et al. 2002] [Ubersichten in
Roos 1999; Roos 2000].

In den hier vorgestellten Experimenten mit kultivierten Zellen von Eschscholzia californica

erwies sich die Inkubation mit dem Acetoxymethylester von Carboxyfluorescein (CFDA-

AM) als die Methode der Wahl: bereits nach 30 Minuten waren ausreichende, intrazellulire

Konzentrationen akkumuliert. Dagegen waren bei der freien Sdure DM-NERF eine deutlich

hohere Konzentration (1 pM) und 2 Stunden Inkubationszeit erforderlich, um eine gut

messbare Fluoreszenzintensitit zu erreichen.

Der verwendete Carboxyfluoresceindiacetat-Acetoxymethylester erwies sich bei lingerer

Lagerung als sehr hydrolyseempfindlich (sieche Abschnitt 3.7), die entstehenden

Spaltprodukte zeigten abweichende pH-abhingige Fluoreszenzeigenschaften und waren

zudem toxisch fiir die in-situ-Vakuolen, erkennbar am Austreten von Farbstoff.

Neuentwickelte Methoden der Laser-Fluoreszenzmikroskopie zeigen einige Vorteile
gegentiber den bisher vorrangig angewendeten Verfahren. Bei der “Fluorescence-Lifetime-
Imaging-Microscopy “ (FLIM) untersucht man beispielsweise den zeitlichen Verlauf des
Intensitédtsverlustes der emittierten Fluoreszenz (“lifetime”) nach beendeter Exzitation des
Farbstoffes. Da diese von der Ionenkonzentration und der chemischen Umgebung abhéngt,
kann man anhand dieses Fluoreszenzriickganges Zeitkonstanten flir jedes Bildpixel
bestimmen [van Geest et al. 1999]. Dieses Detektionsverfahren gestattet durch seine
Unabhingigkeit von lokalen Fluoreszenzintensititen der Probe die Anwendung eines
breiteren Spektrums an Fluoreszenzindikatoren [Roos 2000].

Als Exzitationsquelle dieser Verfahren wird oftmals die “Two-Photon-Excitation” (TPE)
angewandt [Brown et al. 1999; de Grauw et al. 1999]. Dabei absorbiert ein Molekiil des
Fluorophores bei hoher Photonendichte gleichzeitig zwei Photonen, welche die halbe
Energiemenge enthalten, die fiir eine Ein-Photonen-Anregung notwendig ist. Somit wird
Lichtstress in nicht-fokussierten Teilen des Pridparates vermieden, so dass daraus eine
geringere Zerstorung der Probe durch Lichteinfluss, und somit durch weniger

Hintergrundinformationen der Bildkontrast erhoht wird [Konig et al. 1996; Roos 2000].
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2.2 Bestimmung der intrazelluliren Na'-Konzentration

Die Verfiigbarkeit Na'-selektiver Fluoreszenzindikatoren, wie SBFI, SBFO oder Sodium
Green™ ermoglicht prinzipiell Messungen lokaler Na'-Konzentrationen intakter Zellen

[Zhang und Melvin 1996; Diarra et al. 2001].

Die prinzipielle Struktur dieser Verbindungen besteht aus einem Kronenether, an dem tiber
eine tertidre Aminstruktur aromatische und heterozyklische Chromophore gebunden sind
[Minta und Tsien 1989]. Die Bindung von Alkali-Kationen bewirkt den Verlust eines
GrofBteils der Konjugation zwischen den Aminogruppen und dem Rest des Chromophores
und damit eine Anderung der Fluoreszenzintensitiit. Uber die GroBe des Kronenethers kann
man Selektivitit fiir Na® gegeniiber anderen Alkalimetallionen erreichen (“cage-
Mechanismus”). Die Maskierung der polaren Substituenten dieser Indikatoren erfolgt durch
Veresterung. Die zellpermeanten Ester konnen durch unspezifische Esterasen hydrolysiert

und damit in die ionenabhédngigen Fluorophore tiberfiihrt werden.

2.2.1 Messungen mit Sodium Green™ in Eschscholzia californica

Um Na'-Gradienten zwischen Cytoplasma und Vakuole festzustellen, wurden die Messungen
zur Na'-Topographie am konfokalen Lasermikroskop durchgefiihrt. Da der ratiometrische
Indikator SBFI nur Exzitations-ratioing mit den Wellenldngen 340 und 380 nm erlaubt und
eine relativ geringe Diskriminierung zwischen Na® und K' zeigt [Minta und Tsien 1989],
wurde dem nicht-ratiometrischen Fluorescein-Kronenether Sodium Green™ der Vorzug
gegeben. Die Exzitations- und Emissionspeaks dieses “single-wavelength” Indikators liegen
bei 507 nm bzw. 532 nm. Die Dissoziationskonstante flir Na" liegt bei 21 mM in Gegenwart
von Na'- und K'-haltigen Losungen (bei Abwesenheit von K'-Ionen K, ~ 6 mM), wobei
diese auBerdem durch den pH-Wert, die lonenstirke und andere Parameter beeinflusst wird

[Haughland 2002b].

- Kalibrierung der Sodium Green™- Fluoreszenzintensitit zur Na'-Konzentration

Um den Einfluss der Protonenkonzentration auf die Na'-Messung abzuschitzen, wurde
zundchst Sodium Green™ in Pufferlosungen mit verschiedenen Na'-Konzentrationen, aber
jeweils konstanten Protonenkonzentrationen, verwendet. Abbildung 2-4 zeigt, dass sich im

interessierenden pH-Bereich von 5,0 — 7,4 die Abhingigkeit der Fluoreszenzintensitit von
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der Na'-Konzentration nicht dndert. Eine in-vivo-Kalibrierung in Vakuolen von

Eschscholzia-Zellen fiihrte zu derselben Na'-Abhingigkeit der Fluoreszenzintensitat (Abb.
2-4). Analog zur Kalibierung des pH-Wertes wurden hierbei die Zellen permeabilisiert und in
Pufferlosungen des pH-Wertes 5,0 mit definierten Na“-Konzentrationen inkubiert, wobei zur
Equillibrierung des vakuoldren Na'-Gehaltes mit dem AuBenmedium das Na'-Ionophor
Gramicidin D benutzt wurde [Hodges et al. 1971; Diarra et al. 2001]. Zugleich wurde der
vakuoldre pH-Wert mit der Protonenkonzentration der Pufferlosung ausgeglichen (Zusatz
von Methylamin, vgl. Abschnitt 2.1.6). Da die Selektivitit von Sodium Green™ keinen
volligen Ausschluss von K" ermdglicht, wurden die Messungen bei 70 mM K, das heifit der
geschitzten K'-Konzentration des Cytoplasmas, durchgefiihrt. Alle Pufferlosungen enthielten
daher 70 mM KCl, dessen Konzentration mit Hilfe von 10 uM Nigericin, einem K'/H'-
Austauscher [Darley et al. 2000], zwischen AuBBenmedium und Vakuole equilibriert wurde.
Somit wurden der vakuoldre pH-Wert und die K'-Konzentration (das heifit die wesentlichen

Storquellen) konstant gehalten.

- Experimentelle Beeinflussungen der Na'-Konzentration der in-situ-Vakuolen

Durch Applikation des Na'-Ionophors Gramicidin D (5 uM) im Na'-freien Auflenmedium
konnte die Na"-Konzentration der in-situ-Vakuolen deutlich reduziert werden, was zu dem
erwarteten Abfall der Fluoreszenz fiihrte (Abb. 2-5).

Der Zusatz von 10 pM Nigericin 16ste einen Anstieg der vakuoldren Fluoreszenzintensitit
aus (Abb. 2-5), welcher jedoch nicht auf einen Na'-Einstrom zuriickzufiihren war, da das
Perfusionsmedium kein Na" enthielt. Dieser Fluoreszenzanstieg ist also durch K" bedingt.
Dieses Ergebnis spricht dafiir, dass die Diskriminierung von Sodium Green™ zwischen Na*
und K" unter den gegebenen Bedingungen nicht vollstandig ist [Haughland 2002b], so dass
der K'-Gehalt bei der Na'-Messung beriicksichtigt werden muss. Dafiir spricht auch: in-situ-
Vakuolen wiesen in der Regel eine hohere Sodium Green™ auf als Ganzzellen, obwohl
erstere mit Na'-freiem Losungen perfundiert wurden. Um den Einfluss des K™ auszuschalten,
wurde in allen Experimenten ein Blindwert der Fluoreszenzintensitét subtrahiert, welcher in
Na'-freiem, 70 mM K enthaltenem Perfusionsmedium (siche Abschnitt 3.2.3), gemessen
wurde. Sodium Green™ erweist sich also als prinzipiell einsetzbar fiir die Na'-Topographie,
jedoch nur unter der Voraussetzung, dass der K'-Gehalt innerhalb bestimmter Grenzen

konstant gehalten werden kann.
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Abbildung 2-4: Kalibrierung der Na*-Abhangigkeit der
Fluoreszenzintensitat von Sodium Green™.

Es sind die Fluoreszenzintensitdten, gemessen nach 3.3 und 3.4., von Na'-
haltigen Pufferlosungen und in-situ-Vakuolen dargestellt.

In-situ-Vakuolen wurden mit Na"-Losungen des angegebenen Gehalts plus
5 uM Gramicidin D fiir 30 min inkubiert. Die Medien enthielten zusétzlich:
70 mM KCl, 40 mM Methylamin, 40 mM MES, 10 uM Nigericin.

- Offene Symbole: in-vitro-Messungen (Pufferlosungen) bei pH 5,0 (L —J);
6,0 (A— A); 7,0 (X = X).

- Geschlossene Symbole: Messungen an in-situ-Vakuolen (Priaparation siche
3.2) bei pH,, 5,0 (H — W).

Von allen Messwerten wurde die Grundfluoreszenz eines Na'-freien
AuBlenmediums bzw. einer mit Na'-freiem Aulenmedium equilibrierten in-
situ-Vakuole subtrahiert. Mittelwerte = SD, n = 4 (in-vitro), n= 15 — 20 (in-
situ-Vakuolen).
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Abbildung 2-5: Veranderung des Na’'-Gehaltes von in-situ-
Vakuolen durch Gramicidin D oder Nigericin.
Fluoreszenzintensititen von in-situ-Vakuolen (Praparation siehe 3.2) nach 1
h Inkubation mit 0,5 uM Sodium Green™ .

5 M Gramicidin D (l — W) bzw. 10 uM Nigericin (.J — [J) wurden zu den
angegebenen Zeiten zugesetzt. Zusammensetzung der Perfusionsmedien
siche 3.2.3. Ordinaten: Na'-Konzentration, errechnet laut Kalibrierung

(links) und Fluoreszenzintensitdten von Sodium Green™ (rechts).

2.3 Fluoreszenzmikroskopische Visualisierung verschiedener Signalereignisse in

derselben Zelle

Um zu priifen, ob die in dieser Arbeit beschriebenen Signalereignisse, PLA,-Aktivierung und

pH-shift, in derselben Zelle ablaufen, in welcher die Alkaloidsynthese nach Elicitorkontakt

ausgelost wird, war es notwendig, experimentelle Bedingungen zu finden, welche die
gleichzeitige Messung von drei Fluoreszenzidnderungen gestatten:

1. Quantifizierung der PLA,-Aktivitdit durch den Fluoreszenzanstieg, der durch
Spaltung des bis-BODIPY®-FL C,,-PC-Substrates erhalten wurde, bei A, =488 nm
und Ay, =495 — 515 nm,

2. das Aufireten vakuoldrer pH-shifts, Emissionsratioing mit DM-NERF, A.,=488 nm,
Apy = 535 =555 nmund Ay, =580 — 600 nm,

3. das Auftreten von Alkaloiden in der Zellwand, A, = 488 nm und

Ay =580 — 630 nm.
Da ein sicherer mikroskopischer Nachweis der Alkaloidbildung erst 15 — 20 h nach
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Elicitorgabe moglich ist, musste ein spezielles, fiir die Mikroskopie geeignetes

Kultivationssystem entwickelt werden, welches die Lebensfihigkeit iiber diesen Zeitraum

garantierte.

2.3.1 Préparation der Zellen fiir die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)
Mikroskopische Pridparate von Zellen, deren Lebensfahigkeit und Alkaloidbildung nicht
wesentlich eingeschrénkt ist, erfordern eine ausreichende Zufuhr von Néhrstoffen und die
Aufrechterhaltung einer optimalen, kontinuierlichen Feuchtigkeitsversorgung. Mit dem in
Abschnitt 3.5.1 beschriebenen Priaparat (Abb. 3-1) konnten diese Anforderungen erfiillt
werden.

Diffusionsversuche mit Neutralrot bestétigten einen ausreichenden Fliissigkeitsaustausch
zwischen Zellsuspension und Agaroseblock und eine rasche Verteilung injizierter Losungen

im Préparat.

Die so préparierten Zellen zeigten innerhalb von 48 Stunden keine nachlassende
Akkumulation des vakuoldren Vitalitdtsmarkers Carboxyfluorescein, was auf die Intaktheit
der zelluldren Protonenkompartimentierung hinweist. Fiir die Nahrstoffversorgung der Zellen
erwies sich die in batch-Versuchen benutzte 75%tige, Phosphat-freie Nahrlosung als nicht
optimal (keine erkennbare Alkaloidbildung in 24 h), sondern es war ein Zusatz von 4,75 %
Saccharose erforderlich, um die Alkaloidbildung zu ermdéglichen. Die Abhéngigkeit der
Alkaloidsynthese von der Versorgung mit C-Quellen ist bekannt [Leschke 1997] und wurde

in Testexperimenten mit der oben genannten Zellpraparation bestitigt.

2.3.2 Messung der Phospholipaseaktivitét

Die verwendete Methode beruht auf der Spaltung eines Phospholipase A-Substrats, dem
fluorogenen Phospholipid bis-BODIPY ®-FL C,,-PC. Die beiden Fettsdureketten in snl- und
sn2-Position tragen jeweils an ihren freien Enden ein BODIPY®-Fluorophor. Durch ihre
rdumliche Ndhe im intakten Phospholipid kommt es zu einem gegenseitigen
Fluoreszenzquench. Kommt es durch Aktivitit einer Phospholipase A zur Abspaltung einer
Fettsdure, wird der Quencheffekt aufgehoben, und es entstehen fluoreszierende Fettsdure und
fluoreszierendes Lysophosphatidylcholin (LPC). (Da sowohl bei Hydrolyse in snl- als auch

in sn2-Position diese Endprodukte entstehen, ist eine Differenzierung zwischen
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Phospholipase A,- und A,-Aktivitidt mit Hilfe dieses Substrates nicht moglich.)

Die Eignung dieses Substrates zum mikroskopischen Aktivititstest wurde bereits in
vorangegangenen Arbeiten getestet und optimiert. Eine wesentliche Bestéitigung war dabei
die Hemmung des Fluoreszenzanstieges durch den Phospholipase A,-Inhibitor ETYA [Roos
et al. 1999; Hollstein 2001; Nitzsche 2001; Schwartze 2001].

Unter den Bedingungen des oben genannten Préparats wurde als geeignete bis-BODIPY®-
FL C,,-PC- Konzentration 0,25 uM ermittelt, Konzentrationen >0,5 uM filihrten zu einer
Hemmung der Alkaloidbildung.

Aufgrund seiner amphiphilen Eigenschaften ist das entstehende LPC sehr schnell im
Cytoplasma beweglich (ein typischer PLA,-Anstieg): selbst von aulen zugesetztes
BODIPY®-LPC hat nach ca. 2 Minuten bereits den Tonoplasten erreicht (Abb. 2-6). Die
Abbildung belegt weiterhin, dass das LPC nicht in die Vakuole gelangen kann (auch nicht
nach mehreren Stunden), sondern im Cytoplasma akkumuliert wird. Die Abwesenheit der
PLA,-Produkte in der Vakuole verhindert Storungen der dort erfolgenden pH-Messung mit
DM-NERF (siche Abschnitt 2.3.3). Es findet eine Anreicherung in den zum Tonoplasten
benachbarten Regionen des Cytoplasmas statt, wobei im Zellkern keine oder nur eine geringe

Konzentration der fluoreszierenden Produkte auftritt.

2.3.3 Messung des vakuoldren pH-Wertes

Durch die erwihnte rdumliche Trennung der pH-Sonde (Akkumulation in der Vakuole) und
der fluoreszenzmarkierten Spaltprodukte des PLA,-Substrates (Abwesenheit von der
Vakuole) (Abb. 2-6) konnte die pH-Messung von der Bestimmung der PLA-Aktivitit
unabhdngig gestaltet werden. Dadurch konnten auch solche pH-Indikatoren verwendet
werden, deren Emissionswellenlingen mit denen der PLA-Spaltprodukte (510 — 530 nm)
iiberlappen. Dies gilt auch flir die im Folgenden beschriebenen pH-Messungen mit dem

Rhodolderivat DM-NERF (pK, 5.4).

Die Akkumulation dieser pH-Sonde erfolgte hauptsédchlich in der Vakuole, jedoch konnte
eine geringe cytoplasmatische Anreicherung nicht ausgeschlossen werden. Um die im

Cytoplasma ablaufende Messung der PL A-Aktivitét nicht zu beeinflussen, war es notwendig
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20 pm

Abbildung 2-6: Zellulare Verteilung des BODIPY®-markierten
Ether-Lysophospholipides BELPC.

Zellen (mikroskopisches Priaparat nach 3.5.1) 2 min nach Zusatz von 2 pM
BELPC. Diese Verbindung wurde nach Hydrolyse von BEPC mit PLA,
chromatographisch isoliert. Vakuole (V), Cytoplasma (C), Zellkernbereiche
(K), Konfokale Fluoreszenzaufnahme nach 3.3.2 (chl). Die erhaltenen

Fluoreszenzintensitdten wurden in Magenta konvertiert.
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zu zeigen, dass die cytoplasmatische Konzentration des pH-Farbstoffes sich nicht wesentlich

dndert, zum Beispiel durch einen Ausstrom aus der Vakuole bei starker cytoplasmatischer
Azidifizierung. Im Rahmen der hier vorgestellten Experimente war dies nicht der Fall, wie
mehrere Testexperimente belegten.

Aufgrund des pK -Wertes der pH-Sonde DM-NEREF (5,4) konnten Vakuolen mit einem pH-
Wert <4,5 nicht vermessen werden, weil mit steigender Protonenkonzentration die
Fluoreszenzintensitit des DM-NERFs soweit abnimmt (vgl. Abb. 2-3B, Kalibriergerade),
dass der Mindestwert zur Erstellung von pH-Karten unterschritten wurde (siehe Abschnitt

3.3).

Dass Zellen von Eschscholzia californica nach Zusatz von 1 pg/ml Hefeelicitor einen
vakuoldren Protonenefflux zeigten [Roos et al. 1998], konnte auch bei gleichzeitiger
Anwesenheit des Phospholipase-Substrates bis-BODIPY®-FL-PC reproduziert werden
(Abb. 5-2).

Neben den PLA-Spaltprodukten bleibt auch die pH-Sonde DM-NERF (im wesentlichen in
der Vakuole) wihrend der gesamten Inkubationszeit der Zellen (~24 h) im Priparat
akkumuliert. Thre Anwesenheit beeintrachtigte jedoch weder die Féhigkeit der Zellen zur

Alkaloidproduktion, noch wirkte sie elicitierend.

2.3.4 Nachweis der Benzophenanthridinproduktion in Einzelzellen

Das angestrebte Verfahren setzte voraus, alkaloidproduzierende Einzelzellen zu identifizieren
und die nach externer Stimulation neugebildeten Alkaloidmenge zu quantifizieren.

Nach sorgfiltiger Optimierung der Emissionswellenldngen am konfokalen Lasermikroskop,
konnte ein klarer Fluoreszenzanstieg im Zellwandbereich von Eschscholzia-Zellen
nachgewiesen werden, der ca. 20 h nach Elicitorkontakt auftrat (Abb. 5-3C, D, E). Folgende
Belege sprechen dafiir, dass es sich dabei um die ausgeschiedenen Benzophenanthridin-

Alkaloide handelt:

1. Der Fluoreszenzanstieg in der Zellwandregion erfolgte in Abhdngigkeit von der
Elicitorkonzentration;
2. Das verwendete Lasermikroskop erlaubt die Aufnahme von Fluoreszenzspektren. In

Abbildung 5-3F wird ein aus dem Zellwandbereich abgeleitetes Spektrum mit
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Referenzspektren der Alkaloide Sanguinarin, Chelerythrin und Macarpin verglichen.

(Der benutzte Zellstamm produzierte nach Elicitorkontakt die Hauptalkaloide
Chelirubin, Macarpin und 10-Hydroxychelerythrin; D. Weil3, personliche Mitteilung).
Der Vergleich der Spektren spricht dafiir, dass in den Zellwandbereichen die
erwartete Mischung aus Benzophenanthridinen mit kiirzeren Emissionswellenléngen
(zum Beispiel Chelerythrin, Maximum bei A,y ~585 nm) und mit ldngeren
Emissionswellenldngen (wie Macarpin, Maximum bei Ay, ~605 nm) akkumuliert
wurde.

3. Mehrere Experimente belegten die Fahigkeit der Alkaloide, an Cellulose-Derivate zu
binden, zum Beispiel an Cellulosefasern von Papierfiltern (was den Alkaloidgehalt der
Losung deutlich reduzierte). In-vitro-Experimente zeigten eine Bindung
verschiedener Benzophenanthridine an Carboxymethylcellulose. Die Zellwand wirkt
durch ihre Cellulose- aber auch ihre Pektinbestandteile (u.a. Glucuron- oder
Galakturonséduren [Cosgrove 1997]) als Kationenaustauscher [Gillet et al. 1998].
Dies eroffnet die Moglichkeit zur Bindung der quaterndren Benzophenanthridine in
der Zellwand. Die in den Zellwandregionen der elicitierten Zellen nachgewiesene
Fluoreszenz blieb auch nach einem osmotischen Schock, welcher zu einem
Schrumpfen des Zellinhaltes flihrte, nachweisbar (Abb. 5-3E). Dies ermdglichte
zugleich eine genaue raumliche Identifizierung der Zellwand, da durch Plasmolyse die
Plasmamembran von der Zellwand abgelost werden kann [Kohorn 2000], zur

Ableitung des in Abbildung 5-3F gezeigten Spektrums.

Die Nutzung der Zellwand-Bindung zum mikroskopischen Alkaloidnachweis hat zwei

Vorteile:

1. Es miissen keine zusétzlichen Indikator-Verbindungen in das Prédparat eingebracht
werden,

2. Das neu gebildete Alkaloid kann eindeutig der Produzentenzelle zugeordnet werden.

Die Akkumulation fluoreszierender Benzophenanthridine in der Zellwandregion war nur dann
nachweisbar, wenn die Elicitorbehandlung und anschlieBende Inkubation der Zellen im
mikroskopischen Priparat, das heiflt unter der Agaroseflidche fixiert, durchgefiihrt wurde.
Zellen aus einer gleichfalls elicitierten, alkaloidproduzierenden Zellsuspension auf dem

Rundschiittler (sieche Abschnitt 3.6) zeigten bei mikroskopischer Untersuchung keine
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fluoreszierenden Zelloberflachen.

Man kann daher annehmen, dass durch die Bewegung der Zellen im Medium der
Submerskultur die Zellwand-gebundenen Alkaloide zu einem erheblichen Teil abgelost
werden. Die Alkaloidakkumulation im mikroskopischen Préparat (Zellwand-Detektion; Abb.
2-7) zeigte etwa die gleiche Abhédngigkeit von der Elicitorkonzentration wie der Anstieg des

Gesamtalkaloidgehaltes in einer geschiittelten Zellsuspension.

Auch in fixierten Zellpraparationen wurde bei mikroskopischer Betrachtung festgestellt, dass
die Akkumulation in der Zellwand nur im Zeitraum von 15 — 20 h nach Elicitorgabe
stattfindet. Léngere Beobachtungszeiten ergaben keinen weiteren Anstieg der Zellwand-
gebundenen Fluoreszenz. Sehr wahrscheinlich wird nach Absittigung der begrenzten
Bindekapazitit der Zellwand das dariiber hinaus gebildete Alkaloid an das AuBlenmedium
abgegeben. Es kann jedoch nicht vollig ausgeschlossen werden, dass die im mikroskopischen

Praparat vorhandenen Zellen 15 - 20 h nach Elicitorgabe die Alkaloidbildung einstellen.

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass die drei Fluorophore, BODIPY®, DM-NERF
und Benzophenanthridin-Alkaloide, voneinander unabhédngig in derselben Zelle messbar sind,
und damit in dieser Zelle der Nachweis von PLA,-Aktivitit, pH-shift und Alkaloidbildung
moglich wird (Abb. 5-4).
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Abbildung 2-7: Mikroskopische Lokalisation der
Benzophenanthridin-Alkaloide in der Zellwand-Region.

Die Kurven stellen die Fluoreszenzintensititen entlang der weillen Messlinie
im Insert bei Ay, =495 — 515 nm (gestrichelte Linie) und bei 580 — 630 nm
(durchgezogene Linie) dar. In letzterem A-Bereich zeigen die Test-Alkaloide
ihr Fluoreszenzmaximum (vgl. Abb. 5-3). Das Insert ist ein vergroBerter

Ausschnitt aus Abb. 5-3.
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3 Experimenteller Teil

3.1 Zellkultur und Kultivationsbedingungen

Zellsuspensionskulturen des Kalifornischen Goldmohns (Eschscholzia californica Cham.)
werden in einem modifizierten Ndhrmedium nach Linsmaier und Skoog [1965] mit 2,4-D und
o-Naphthalenessigsdure (jeweils 1 pM) kultiviert. Die Kultivation erfolgt auf einem
Rundschiittler (100 rpm) bei 24 °C im Dauerlicht (~7 pmol*m™*s™) in einem 9 Tage-
Wachstumszyklus.

3.2 Permeabilisierung von Zellen fiir in-situ-Transportexperimente

2 ml einer 3 bis 5 Tage alten Zellsuspension werden im Dunkeln unter Schiitteln mit der pH-
Sonde CFDA-AM (50 nM; 30 min; Stammlosung: 2 mM in DMSO) oder DM-NERF (1 pM;
2 h; Stammlosung 2 mM in DMSO) inkubiert. Danach wird die Zellsuspension durch eine
Nylon-Gaze (50 pm Porendurchmesser) vom Inkubationsmedium getrennt und mit 6 ml
100 mM Sorbitollosung gewaschen. Das Zellpellet resuspendiert man in 4 ml auf 13 °C
vorgekiihlten Medium 1 (siche Abschnitt 3.2.3). Nach 15 min Inkubation im Thermomixer
bei 13 °C wird die Zellsuspension durch die Nylon-Gaze filtriert, in 4 ml Medium 2 (siehe
Abschnitt 3.2.3) resuspendiert und weitere 15 min inkubiert. Durch erneutes Filtrieren und
Resuspendieren in 2 ml Medium 2 wird die Zellsuspension wieder auf die anfingliche
Zelldichte eingestellt. Ein Aliquot dieser Suspension wird auf 21 °C erwidrmt und mit 2 pM
Propidiumjodid (Stammldsung 1 mM") versetzt. Das andere Aliquot verbleibt bei 13 °C und

kann innerhalb von 3 h zur Perfusion eingesetzt werden.

3.2.1 Durchflusszellkammer zur Mikroskopie von in-situ-Vakuolen

10 pl der permeabilisierten Zellsuspension werden mit 50 pl Medium 2, das 3 % Agarose
(Typ VII) enthilt, bei 40 °C gemischt und sofort bei 20 ‘C auf einem Deckglas zu enem
diinnen Film gespreitet. Dieses Deckglas wird in eine Durchflusszellkammer (Volumen 140
pl; Bachofer, Reutlingen, BRD) eingebaut, wobei zur Fixierung des Agarosefilms eine
Schicht Siebgewebe aus Polypropylen, 75 pm Porendurchmesser (Reichelt Chemietechnik,
Heidelberg, BRD) dient.

" Wenn nicht anders angegeben, wird Aqua destillata als Losungsmittel verwendet.
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3.2.2 Perfusion der in-situ-Vakuolen

Die in dem Agarosefilm eingebetteten permeablen Zellen werden durch Perfusion mit Hilfe
einer peristaltischen, pulsationsarmen Pumpe (Ismatec Laboratoriumstechnik GmbH,
Wertheim-Mondfeld, BRD), Flielgeschwindigkeit 300 pl/min, versorgt und konnen
gleichzeitig durch spezielle Zusdtze zum Perfusionsmedium mit Effektoren oder

Hemmstoffen behandelt werden.

3.2.3 Medien

Medium1

» 300 mM KCI; 20 mM HEPES; 5 mM Glutathion (reduziert)

Medium 2

» 100 mM KCI; 20 mM HEPES; 5 mM Glutathion (reduziert)

Standardperfusionsmedium

» 100 mM KCl, 5 mM Glutathion (reduziert); 10 mM NaCl; 0,5 mM Na-Citrat; 0,5
mM Na,HPO,; 2 mM Ascorbinsdure; 100 uM KCN; 0,1 % RSA; 50 mM MOPS mit
gesittigter BTP- Losung auf pH 7,0 eingestellt

Fur Experimente mit verdnderter Na'-Konzentration wird folgendes

Perfusionsmedium verwendet:

» 70 mM KCI; 80 mM Sorbitol; 5 mM Glutathion (reduziert); 0,5 mM K-Citrat; 0,5
mM K,HPO,. 2 mM Ascorbmsaure; 100 pM KCN; 0,1 % RSA; variable NaCl-
Konzentrationen (0-40 mM), Sorbitolkonzentration entsprechend vermindert; 50 mM
MOPS mit geséttigter BTP- Losung auf pH 7,0 eingestelltAlle Medien wurden mit
KOH auf pH 7,4 eingestellt und téglich frisch aus 10fach konzentrierten wissrigen
Stammlosungen hergestellt.

Energiequellen

» Na,ATP oder K,ATP (Stammldsung: 0,3 mM oder in 50 mM MOPS-BTP, pH 7,0)
beziehungsweise Na,PP, (Stammlosung: 0,3 mM) werden zusammen mit &quimolaren
Mengen MgCl, (Stammlésung: 0,3 mM) dem Perfusionsmedium zugesetzt.

Zur Generierung eines grofleren pH-Gradienten zwischen Vakuole und AuBenmedium wird

zunéchst mit 3/1 mM MgATP perfundiert, danach zur Einstellung einer geringeren Rate der

Anséduerung mit 1/0,6 mM MgATP.
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Effektoren und Hemmstoffe:

» Stammlosungen der Phospholipide und -Derivate: 20 mM in Chloroform, zur
vollstdndigen Losung im Perfusionsmedium erfolgen 90 s Ultraschallbehandlung bei

70 % Leistung (Bandelin Sonoplus HD70; Berlin, BRD)

» Bafilomycin A;: 100 uM in DMSO; Destruxin B: 20 mM in DMSO;

» Etidronsdure: 10 mM; Phytinsédure: 10 mM,;

» DMA: 50 mM; MIA: 50 mM

» EIPA: 50 mM; DM-BAPTA-AM: 5 mM in DMSO;
» BAPTA: 5 mM; BAPTA-AM: 5 mM in DMSO;

» Staurosporin: 5 mM in DMSO

Plasmamembranvesikel (zur Verfligung gestellt von B. Dordschbal) wurden mit PLA, aus
Apis millifera (Endaktivitdt 61 U/ml; Stammldsung 1225 U/min) 1 h bei 37 °C inkubiert,
danach zur Abtrennung des Enzyms einer Ultrafiltration unterworfen (cutoff 5 kDa). Das

Ultrafiltrat wurde analog den anderen Effektoren zum Perfusionsmedium zugesetzt.

3.3 Mikroskopie

3.3.1 Klassische Fluoreszenzmikroskopie

Dazu wird das inverse Fluoreszenzmikroskop Nikon Diaphot 300 (Tokyo, Japan); mit dem
Objektiv 40*0,70 benutzt. Die mikroskopischen Bilder werden durch eine CCD-Kamera
(SONY Progressive 3, Tokyo, Japan) digitalisiert

Einstellungen:

» gain: 10; Integrationszeit: 0,5 s; Brightness: 160; Contrast: 180

und auf einer Festplatte gespeichert. Zur Bildanalyse dient die Software ist OPTIMAS® 6.2
(Bothell, USA), die computergestiitzte Kamerasteuerung wurde von Tympel Engineerings
(Jena, BRD) entwickelt.

Zur pH-Messung wird das excitation ratioing (vgl. Abschnitt 2.1.6) der Fluoreszenz des
akkumulierten Carboxyfluoresceins mit den Filterkombinationen angewendet:

ch 1: A =470 — 490 nm; A, = 520 nm; dichroidischer Spiegel: 510 nm (pH-abhéngiger
Kanal);

ch 2: A =435 nm; A, =520 nm; dichroidischer Spiegel: 455 nm (isosbestischer Punkt; pH-
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unabhédngiger Kanal).

Fluoreszenzlichtquelle: Quecksilberdampf-Kurzbogenlampe (HBO) 100W/2 (Osram GmbH,
Berlin-Miinchen, BRD)

Nacheinander werden 2 Fluoreszenzbilder (chl und ch2) aufgenommen, diese werden fiir

nicht-konfokale pH-Karten verwendet.

- Nicht-konfokale pH-Karten

Zur Berechnung der pH-Karten aus ch1 und ch2 wird jeweils die Intensitdt des griinen RGB-
Teilbildes benutzt, um Beeinflussungen durch die Fluoreszenz des Propidiumjodids zu
vermeiden. Die pH-Karte wird durch pixelweise Division von chl/ch2 erhalten. Zur
einfacheren Erkennbarkeit schnelleren Visualisierung von pH-Anderungen weist man den
dadurch erhaltenen Intensitdtswerten Farbwerte auf einer definierten Farbskala (lookup-table)

zu (Beispiel siche Skala in Abb. 4-2).

3.3.2 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie
Benutzt wird ein konfokales Mikroskop, Leica TCS-SP (Leica Microsystems Heidelberg
GmbH, Mannheim, BRD), das mit emem 16 A Argon-Krypton-Laser (Omnichrome, Chino,
USA) ausgestattet ist. Anregungslicht ist die 488 nm-Linie. Zur Bildanalyse und zur
Mikroskopsteuerung dient die “Leica Confocal Software”.
Objektiv: HCX PL APO 63*1,20 W
Image Dimensions: x 158,73 pm

y 158,73 pm
Format: 512x512
Das Gerit ermoglicht Messungen in vier Kandlen (ch), die fiir folgende Fluoreszenzbereiche

eingestellt wurden:

pH-Messung:
» ch2: Ay =535—555 nm; Gain PMT 2: 1225 V; Offset: -5
» ch3: Ag, =580 — 600 nm; Gain PMT 3: 1225 V; Offset: 0

» Pinhole: 0,75
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PLA-Messung:

» chl: Ay =495—515 nm; Gain PMT 1: 1153 V; Offset: -8
» Pinhole: 0,75

Alkaloidmessung:

» ch3: Ay, =580 — 630 nm; Gain PMT 3: 1225 V; Offset: 0
» Pinhole: 0,75

Na’-Messung:

» chl: Ay, =530 — 540 nm; Gain PMT 1: 1175 V; Offset: -8
» ch2: Ay, =570 — 630 nm; Gain PMT 2: 1200 V; Offset: -5

» Pinhole: 0,75

Fluoreszenzspektren, aus CLSM-Aufnahmen abgeleitet (Ascan):

» ch2: Ay, = 560 — 640 nm; Gain PMT 2: 1250 V; Offset: 0
» Pinhole: 0,90

Transmissionsaufnahmen:

» Gain PMT Tr: 343V, Offset: 0

Fiir die meisten Fluoreszenz-Anwendungen werden je 4 Aufhahmen (innerhalb von ca. 2 s)
gescannt, aus denen ein Durchschnittsbild errechnet wird.
Zum Erhalt eines Fluoreszenzspektrums werden 20 dieser Durchschnittsbilder schrittweise in

jeweils gleichem Wellenldngenabstand iiber einen vorgegebenen A-Bereich gescannt.

- Konfokale pH-Karten

Zur Erstellung der pH-Karten wird die Software OPTIMAS® 6.2 benutzt. Die konfokalen
Aufhahmen der DM-NERF-Fluoreszenz werden in 8-Bit-Grau-Bilder umgewandelt und mit
einem Median 3x3-Filter bearbeitet. Um sicherzustellen, dass eine ausreichende
Fluoreszenzintensitit zum ratioing vorhanden ist, werden Intensititen <5 nicht
beriicksichtigt. Die pH-Karte wird durch pixelweise Division der Bilder aus ch3/ch2 erhalten.
Zur Visualisierung von pH-Anderungen weist man den dadurch erhaltenen Intensititswerten
Farbwerte auf einer definierten Farbskala (lookup-table) zu (siehe beispielsweise Skalen in
Abb. 4-11; 5-2). Bildverbesserungen (zum Beispiel Reduktion des Hintergrundes,
Kontrastverbesserung) erfolgen mit der Corel PHOTO-PAINT® 10 Software (Corel

Corporation Ottawa, Kanada).
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pH-shifts werden als maximal erreichte vakuoldre Alkalisierung, bezogen auf den pH-

Gradienten zwischen Vakuole und Cytoplasma (pH 7,4) zum Zeitpunkt des 2. Zusatzes
(siche Abschnitt 3.5.3), dargestellt.

3.3.3 Kalibrierung der pH-Abhéngigkeit der Fluoreszenzsonden

3 oder 4 Tage alte Zellsuspensionen werden mit 50 nM CFDA-AM (30 min) oder 1 uM DM-

NEREF (2 h) inkubiert, permeablisiert (vgl. Abschnitt 3.2), durch Nylon-Gaze abgesaugt und

in Pufferlosungen mit definierten pH-Werten resuspendiert (siehe unten). Nach 10 min (Na-

Pivalat-Puffer) oder 30 min (Methylamin-Puffer) Inkubationszeit werden pH-Karten der in-

situ-Vakuolen erstellt (vgl. Abschnitt 3.3.2). Die daraus erhaltenen Intensititsquotienten

trdgt man gegen den externen pH-Wert auf (vgl. Abb. 2-3). Fiir pH-Werte <5 wird Pivalat-

Pufferlosung, fiir pH-Werte >5 der Methylamin-Puffer verwendet.

Pufferlésungen:

» 40 mM MES; 80 mM Methylamin bzw. 5 mM Na-Pivalat; 100 mM KCI; 10 pM
Nigericin (Stammldsung: 10 mM in Ethanol); mit KOH bzw. HCI auf die
erforderlichen pH-Werte eingestellt

3.4 Na‘'-Messung

3 oder 4 Tage alte Zellsuspensionen werden 1 h mit 0,5 pM Sodium Green™-tetraacetat
(Stammldsung: 20 mM in DMSO) inkubiert, permeabilisiert und in eine Durchflusszelle
eingebracht (vgl. Abschnitt 3.2). 5 uM Gramicidin D (Stammlésung 2 mM in Methanol) oder
10 uM Nigericin (Stammlosung 10 mM in Ethanol) werden dem Perfusionsmedium
zugesetzt. Es wird die Fluoreszenzintensitét am konfokalen Mikroskop bei

Ay = 530 — 540 nm gemessen.

3.4.1 Kalibrierung der Na'-Abhingigkeit der Sodium Green™-Fluoreszenz

- in-vitro-Kalibrierung

0,5 pM Sodium Green™ (Tetramethylammonium-Salz; Stammldsung: 20 mM in DMSO)
wird Pufferlosungen zugesetzt (siche unten), diese werden auf Isopore™-Membranen
aufgegeben und die Fluoreszenzintensitdt in den Filterporen am konfokalen Mikroskop
vermessen (vgl. Abschnitt 3.3.2). Die Fluoreszenzintensitdt wird gegen die Na'-

Konzentration der Pufferlosung graphisch aufgetragen (vgl. Abb. 2-4).
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Pufferlésungen:

» NaCl (0- 40 mM); 40 mM MES; 40 mM Methylamin; 70 mM KCl; 5 pM Gramicidin
D (Stammldsung: 2 mM Methanol); 10 M Nigericin; mit HCI auf die erforderlichen

pH-Werte eingestellt.
- in-vivo-Kalibrierung
3 oder 4 Tage alte Zellsuspensionen werden 1 h mit 0,5 pM Sodium Green™-tetraacetat
(Stamml6sung: 20 mM in DMSO) inkubiert, permeabilisiert (vgl. Abschnitt 3.2) und 30 min
in den zur in-vitro-Kalibrierung verwendeten Pufferlosungen inkubiert. Danach misst man die
Fluoreszenzintensitat der in-situ-Vakuolen und tragt diese gegen die externe Na'-

Konzentration auf (vgl. Abb. 2-4).

3.5 Multispektrale Messung von Phospholipase A-Aktivitit, vakuolidrem pH-Wert und
Alkaloidakkumulation in intakten Einzelzellen

3.5.1 Préparation von Zellen

3 oder 4 Tage alte Zellsuspensionen werden 2 h mit 1 pM DM-NERF inkubiert, danach mit

100 mM Sorbitolldsung gewaschen und im gleichen Volumen Néhrlosung (siche unten)

resuspendiert. 5 pl Zellsuspension werden auf einem Objekttrdger mit einer Isopore™-

Membran (Porendurchmesser 10,0um; Typ TCTP; Millipore Corporation, Bedford, USA)

bedeckt. Darauf wird ein Agarose-Block von 0,5 mm Dicke gelegt, bestehend aus 200 ul

Néhrlosung (siche unten) mit 2 % Agarose Typ VII. In diesen wird ein Loch von ~3 mm

Durchmesser gestochen, durch welches Effektoren, Hemmstoffe etc. appliziert werden (Abb.

3-1). Zum Schutz des Priparats wird es mit Biofolie abgedeckt (Heraeus Instruments;

Hanau; BRD). Bevor die Priaparate fiir Messungen verwendet werden, erfolgt eine 30 min

Adaptationszeit der Zellen an die neuen Bedingungen.

Zwischen den mikroskopischen Beobachtungen werden die Prédparate in einer

wassergefiillten, mit Filterpapier ausgekleideten Petrischale unter Lichtschutz bei 24 °C

aufbewahrt.

Nahrlésung zur Resuspension der Zellen und fiir den Agarose-Block:

» 22,7 % LS-P; 4,75 % Saccharose
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Objekttrager

Abbildung 3-1: Skizze der Zellpraparation fur die konfokale
Laser-Mikroskopie.

Erlduterungen siehe Text.

3.5.2 Elicitor-Behandlung der Zellen im mikroskopischen Praparat

Die Stammlosung des Hefeelicitors (Pridparation nach Schumacher et al. [1987]; 1 mg/ml)
wird auf das Dreifache der gewlinschten Endkonzentration mit Néhrlosung (vgl. Abschnitt
3.5.1) verdiinnt. Von dieser Losung injiziert man 5 pl durch das Agaroseloch auf die

Isopore™-Membran, durch deren Poren die Losung an die Zellen gelangt.

3.5.3 Messung der Phospholipase A-Aktivitét

Von einer 100 mM bis-BODIPY®-FL C,,-PC-Stamml6sung in Ethanol wird eine 0,5 pM
Verdiinnung in Nahrlosung hergestellt. Diese wird 3 mal jeweils 5 s mit Ultraschall bei 70 %
Leistung (Bandelin Sonoplus HD70; Berlin, BRD) bei 0 °C behandelt. 5 pl dieser Losung
werden durch das Agaroseloch auf die Isopore™-Membran injiziert (1. Zusatz), nach ca. 6
min erreicht die aus der PLA-Grundaktivitét resultierende Fluoreszenzintensitit infolge der
ein konstantes Level, so dass anschlieBend die Elicitierung der Zellen erfolgen kann (2.
Zusatz).

Um einen Vergleich der Enzymaktivititen bei verschiedenen Experimenten zu gewahrleisten,
wird die Differenz der Fluoreszenzintensitidten 2 min nach Elicitorzusatz und direkt vor dem

Elicitor-Zusatz gebildet.

3.5.4 Messung des vakuoldren pH-Wertes
Die Topographie des vakuolidren pH-Wertes erfolgt wie unter den Abschnitten 3.3.1 und
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3.3.2 fiir permeable Zellen angegeben.

3.5.5 Messung der Alkaloidakkumulation

Die Bilder der Kandle chl (PLA,-Spaltprodukt) und ch3 (Benzophenanthridine) (vgl.
Abschnitt 3.3.2) werden pixelweise libereinander gelegt, um Zelloberflichenbereiche mit
hoher Fluoreszenzintensitdt leichter zu erkennen. Durch das resultierende Bild legt man eine
Messlinie, entlang der die Fluoreszenzintensitédt zwischen 580 — 630 nm gemessen wird (Abb.
2-7). Die Fluoreszenz représentiert sehr wahrscheinlich Benzophenanthridin-Alkaloide, wie
aus Fluoreszenzspektren hervorgeht, die aus derartigen Bereichen abgeleitet wurden (Abb.
5-3E, F).

Die Alkaloidreferenzlosungen enthielten jeweils 10 pg/ml Sanguinarin, Chelerythrin oder

Macarpin (als Chloride) in wéssriger Losung (Stammlosungen: 1 mg/ml).

3.6 Untersuchungen der Alkaloidbiosynthese in Suspensionskulturen

3.6.1 Elicitierung der Zellsuspensionen

Zu 3 oder 4 Tage alten Zellsuspensionen (jeweils 1,5 ml) werden 1 pg/ml oder 10 pg/ml
Hefeelicitor (Préparation nach Schumacher et al. [1987]) aus einer Stammlésung (1 mg/ml)
zugesetzt. Nach 30 min Inkubationszeit werden die Suspensionen durch Nylon-Gaze (50 pm
Porendurchmesser) abfiltriert, mit dem doppelten Volumen 100 mM Sorbitollosung
gewaschen und in 1,5 ml 75 % LS-P resuspendiert. Danach werden je 3 Parallelen (500 pl)
in Rollrandgléser pipettiert und 24 h bei den beschriebenen Bedingungen (vgl. Abschnitt 3.1)
kultiviert.

3.6.2 Extraktion und fluorimetrische Bestimmung der Benzophenanthridin-Alkaloide

500 pl Zellsuspension werden mit 500 pl 1 % HCI in 96 % (v/v) Ethanol versetzt und im
Thermomixer 20 min bei 40 °C unter Schiitteln extrahiert. Der nach 30 min Zentrifugieren
bei 5000 rpm erhaltene Uberstand wurde im Fluoreszenzreader (Fluorolite 1000; Dynatech
Laboratories; Sullyfield Circle Chantily, USA) bei Ay =490 nm + 20 nm; A, =570 nm £
20 nm; Lampenspannung 7 V vermessen. Uber die Kalibriergerade werden diese Messwerte
in Alkaloidkonzentrationen umgerechnet.

- Kalibrierung der Alkaloidfluoreszenz am Fluoreszenzreader

0-2 pg/ml Sanguinarin (Stammlésung: 1 mg/ml) in Methanol/HCl werden am
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Fluoreszenzreader vermessen und gegen die Sanguinarin-Konzentration aufgetragen.

3.6.3 Bestimmung der Trockenmasse
Die Bestimmung der Trockenmasse der Zellsuspension erfolgt mit der Analysenwaage nach

Trocknung von Zellpellets bei 80 °C iiber 4 h und Abkiihlen bei Raumtemperatur.

3.7 Diinnschichtchromatographie der Hydrolyseprodukte des CFDA-AM

Zur Priifung der Stabilitit des Acetoxymethylesters von Carboxyfluorescein werden in
regelmdfigen Abstidnden Diinnschichtchromatogramme der verwendeten
Farbstoffstammlosung mit den moglichen Hydrolyseprodukten (zum Beispiel

Carboxyfluoresceinacetat) als Referenzen angefertigt.

Mobile Phase: n-Butanol: Ethanol: Wasser (90:10:10) [Schweppe 1969]
Stationdre Phase: HPTLC- Alufolie, Kieselgel 60 F,;, (Merck, Darmstadt, BRD)
Detektion: Fluoreszenz A, = 355 nm (Ultraviolettstrahler; Konrad Benda, Wiesloch, BRD)

Jeweils 5 pl von 0,3 uM Losungen in Methanol werden aufgetragen:

Rf-Werte
5- und 6-Carboxyfluorescein 0,61 und 0,66
Carboxyfluorescein-Diacetat 0,49

Carboxyfluorescein-Diacetat- Acetoxymethylester 0,78 (nach 5 h Lichteinfluss)

Zellextrakt mit Methanol 0,60 und 0,64

Nach 5 h konnen weitere, nicht identifizierbare Rf-Werte bestimmt werden.

Alle verwendeten Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich (Deisenhofen, BRD), Molecular
Probes (Eugene, USA), Calbiochem-Novabiochem (Bad Soden/Ts., BRD) oder Roth
(Karlsruhe, BRD) bezogen. Sie entsprachen dem Reinheitsgrad “p.a.”.

Destruxin B wurde freundlicherweise von A. Takatsuki (Riken Institute Saitama, Japan) zur

Verfiigung gestellt.
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4 Ionenfluxe an in-situ-Vakuolen von Eschscholzia californica

4.1 Charakterisierung vakuolirer Protonenfluxe in-situ

Schwerpunkt der im Folgenden dargestellten Experimente waren Protonenfluxe am
Tonoplasten an den durch selektive Permeabilisierung der Plasmamembran erhaltenen

Vakuolen (vgl. Abschnitt 2.1).

Die Eigenschaften der in-situ-Vakuolen, insbesondere ihre pH-Regulation, sollten den
physiologischen Eigenschaften der Vakuolen in intakten Zellen moglichst nahekommen.
Dazu zdhlt vor allem die Aufrechterhaltung des Protonengradienten zwischen Vakuole und
Cytoplasma durch die Protonenpumpen am Tonoplasten (vgl. Abschnitt 1.1.3). Dieser
elektrochemische Gradient energetisiert Transportsysteme fiir lonen und Metabolite an dieser
Membran, u.a. Kationenaustauscher, wie den Ca*'/H"- oder den Na'/H'-Austauscher. Da die
in-situ-Vakuolen im Rahmen dieser Arbeit vor allem zur Charakterisierung des
Protonentransportes und seiner Effektoren verwendet werden sollten, stand die Funktion der

Protonenpumpen bei der Generierung von Protonengradienten im Vordergrund.

4.1.1 Charakterisierung der V-ATPase-Aktivitit

Das ca. 750 kDa grof3e Protein besteht aus zwei funktionellen Sektoren, die ihrerseits aus

mehreren Untereinheiten zusammengesetzt sind. Der periphere, cytoplasmatische Sektor (V)

katalysiert die ATP-Hydrolyse, der integrale, membrandurchspannende Sektor (V) bildet

einen Protonenkanal [Ubersichten u.a. in Ratajczak und Wilkins 2000; Maeshima 2001; Sze

et al. 2002; Maeshima und Nakanishi 2002]. Die Protonenpumpe kann reversibel arbeiten,

so dass auch ATP-Synthese tliber einen von der V-PPase (siche Abschnitt 4.1.2) generierten

pH-Gradienten moglich wird [Facanha und de Meis 1998].

Typische Eigenschaften der V-ATPase sollten auch in den in-situ-Vakuolen messbar sein.

Dazu zdhlen u.a.:

1. eine von der MgATP- Konzentration abhéngige Pumprate;

2. eine Inhibition durch Bafilomycin A, [Crider et al. 1994; Brauer et al. 1997a] oder
Destruxin B [Muroi et al. 1994; Bandani et al. 2001] oder NO, ™ [Griffith et al. 1986].

Die Abbildungen 4-1 und 4-2 zeigen die vakuoldre Azidifizierung nach Zusatz von MgATP

zum Perfusionsmedium. Der Ausgangs-pH-Wert der in-situ-Vakuolen (6,2 — 7,2) war
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deutlich hoher als der von Vakuolen intakter Zellen (4,3 — 6,4). Dies widerspiegelt sehr

wahrscheinlich den Mangel an ATP und PP, wihrend des Permeabilisierungsverfahrens.
Obwohl alle Vakuolen mit der gleichen ATP-Konzentration perfundiert wurden, zeigte sich
eine grofle Variabilitit der Azidifizierungsraten. Die dabei erzielten Protonenkonzentrationen

entsprechen ungefahr der Bandbreite des vakuoldren pH-Wertes in Ganzzellen (Abb. 4-1).

Die Aktivitdt der Protonenpumpe wird sowohl durch den cytoplasmatischen als auch durch
den vakuoldren pH-Wert beeinflusst. Steigt der pH-Gradient zwischen Vakuole und
Cytoplasma zu stark an, wird durch partielle Entkopplung der V-ATPase eine Verringerung
der vakuolidren Protonenaufthahme erreicht [Davies et al. 1994; Miiller et al. 1999].

Auch bei den in-situ-Vakuolen wurde in dieser Arbeit nach ca. 40 min Anwesenheit von
MgATP im Perfusionsmedium ein End-pH-Wert erreicht, der ein Gleichgewicht zwischen
Protonenaufnahme und -efflux reprédsentiert.

Die Abhingigkeit der initialen Azidifizierungsrate von der zugesetzten MgATP-
Konzentration ist in Abbildung 4-3 dargestellt. Der hieraus ableitbare K -Wert liegt bei ca.
0,75 mM MgATP, was mit in der Literatur angegebenen Daten von ca. 0,5 mM MgATP,

gemessen in isolierten Vakuolen [Johannes und Felle 1989], in etwa libereinstimmt.

Die V-ATPase-Hemmstoffe (Bafilomycin A; Destruxin B und NO;') zeigten als gemeinsame
Wirkung die Auslosung eines Efflux von Protonen. Dies weist darauf hin, dass am
Tonoplasten ein turnover von Protonen stattfindet, der zur Einstellung eines Gleichgewichtes
zwischen Aufnahme und Efflux fiihrt. Nach Hemmung der Protonenpumpe wird der sténdig
ablaufende Efflux messbar.

Beim Vergleich der Hemmstoffwirkungen fillt auf, dass die durch Bafilomycin A, oder
Destruxin B ausgelosten Effluxe von Protonen bereits teilweise kompensiert wurden, bevor
der Hemmstoff aus dem Perfusionsmedium entfernt wurde (Abb. 4-4A, B). Dies weist auf
einen Regelmechanismus zur Kompensation des Protonenverlustes hin: nach einer
bestimmten Verringerung des Protonengradienten wird offenbar die Aufnahmerate von

Protonen erhdht, vermutlich iiber die Anderung des Membranpotentials am Tonoplasten.
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Abbildung 4-1: Erhdhung der Protonenkonzentration von in-
situ-Vakuolen wahrend der Perfusion mit 1 mM MgATP.
pH-Kurven individueller, mit 1 mM MgATP energetisierter in-situ-

Vakuolen. Priparation und Perfusion siehe 3.2, pH-Topographie nach
3.3.1
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Abbildung 4-3: Abhangigkeit der initialen Azidifizierungsrate
von in-situ-Vakuolen von der MgATP oder
MgPP,-Konzentration.

Die Werte sind Zuwichse der Protonenkonzentration zwischen 5 und 10
min nach MgATP oder MgPP,-Zusatz. Es werden Mittelwerte = SD der
jeweils hochsten 3 Werte bei jeder gegebenen Substratkonzentration
dargestellt. Diese wurden aus 3 unabhingigen Experimenten mit 10 — 12

Vakuolen pro Konzentration ausgewéhlt. Praparation und Perfusion siche
3.2
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Abbildung 4-2: ATP-abhangige Azidifizierung von in-situ-
Vakuolen.

pH-Topographie mit klassischer Mikroskopie, siehe 3.3.1; Vorinkubation
der Zellen 30 min mit 50 nM CFDA-AM, Préparation und Perfusion siche
3.2.

A: 5 min, B: 10 min nach Zusatz von 3 mM MgATP.
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Abbildung 4-4: Efflux von Protonen aus in-situ-Vakuolen,
Einfluss von Inhibitoren der V-ATPase.

pH-Kurven individueller, mit 1 mM MgATP energetisierter in-situ-Vakuolen
nach Zusatz von:

- 200 nM Bafilomycin A, (A),

- 10 uM Destruxin B (B),

- 100 mM KNO, (nach 45 min wurden 100 mM KNO, durch 100 mM
KCl ersetzt) (C).

Préparation und Perfusion siehe 3.2; Pfeile bezeichnen den Zusatz (1) bzw.

das Entfernen (1) der Effektoren aus dem Perfusionsmedium.
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Dieser kompensatorische Mechanismus war nach dem Ersatz von KCl durch KNO, nicht

erkennbar (Abb. 4-4C). Dort begann die Wiederaufnahme von Protonen erst nach dem
Riicktausch von KNO; gegen KCIl. Dies ist verstdndlich, wenn man bedenkt, dass bei diesen
Experimenten nicht nur NO;™ als Hemmstoff der V-ATPase zugesetzt wurde, sondern CI als
Stimulator entzogen wurde. Ein weiterer Grund konnte die durch NO;  ausgeldste
Dissoziation peripherer Untereinheiten der V-ATPase [Ward et al. 1992; Dschida und

Bowman 1995] sein.

4.1.2 Charakterisierung der V-PPase-Aktivitét

Im Unterschied zur V-ATPase besteht die V-PPase aus nur einem dimeren 80 kDa
Polypeptid, welches transmembrandre Doménen sowie cytosolische und vakuolére “loops”
aufweist [Ubersicht in Maeshima 2000]. Diese Protonenpumpe wird hauptsichlich als
“ancillary enzyme” angesehen, das heift, sie gewinnt an Bedeutung, wenn die Aktivitit der
V-ATPase zur Aufrechterhaltung des Protonengradienten zwischen Vakuole und Cytoplasma
nicht ausreicht, beispielsweise bei ATP-Mangel [White et al. 1990]. Interessanterweise hat
die V-PPase in wachsenden Pflanzenzellen den grof3ten Anteil an der Aufrechterhaltung des
pH-Gradienten zwischen Vakuole und Cytoplasma, wahrscheinlich bedingt durch das
vermehrte Vorkommen von PP, wihrend der Protein- oder der RN A-Synthese [Maeshima
und Nakanishi 2002].

Auch in den hier untersuchten in-situ-Vakuolen konnte eine Akkumulation von Protonen
nach Zusatz von MgPP, festgestellt werden (Abb. 4-3).

Es ist zu erkennen, dass die Initialrate der vakuolaren Protonenaufnahme durch die V-PPase
eine geringere Effizienz des Protonentransports erreicht als die V-ATPase, was sich in einem
langsameren pH-Abfall und einer niedrigeren maximalen Azidifizierungsrate bei sittigender
PP.-Konzentration widerspiegelt. Die unterschiedlichen Transportkapazititen der beiden
Protonenpumpen am Tonoplasten sind u.a. durch die unterschiedliche Stochiometrie der V-
ATPase und der V-PPase (V-ATPase: 2-3 H/ATP; V-PPase: 1 H/PP,) [Ubersicht in Sze et
al. 1999] bedingt, was auch ein Hinweis auf die “ancillary enzyme” Funktion der V-PPase ist
[White et al. 1990; Ratajczak und Wilkins 2000].

Da PP, in wissriger Losung Mg-Komplexe unterschiedlicher Stochiometrie ausbildet,
resultiert daraus eine Vielzahl von Substraten beziehungsweise Effektoren der V-PPase.

Komplexe sind zum Beispiel MgPP oder Mg,PP, [White et al. 1990; Leigh et al. 1992;
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Baykov et al. 1993; Gordon-Weeks et al. 1996].

Die in-situ-Vakuolen von Eschscholzia zeigten die erwartete starke Abhdngigkeit der V-
PPase-Aktivitdt von der Mg**-Konzentration. Bei einem konstanten Mg**-Gehalt von 0,25
mM wurden iiber einen weiten Bereich von PP,-Konzentrationen (0,25 — 1,5 mM) sehr
niedrige, konstante Azidifizierungsraten (~0,02 pM H'/min) gemessen. Diese
Transportaktivitit war damit um eine GroBenordnung kleiner als die in Abbildung 4-3

dargestellten maximalen Raten bei stochiometrischen MgPP;-Verhiltnis.

Eine typische Eigenschaft der V-PPase ist die Aktivierung durch K*[White et al. 1990; Leigh
et al. 1994]. In den hier vorgestellten Experimenten wurde erwartungsgemif nach Austausch
von K' gegen Na’ im Perfusionsmedium erwartungsgemal eine Alkalisierung der in-situ-
Vakuolen gemessen, welche wieder eine Verschiebung des Protonen-turnovers in Richtung
des Efflux widerspiegelt (Abb. 4-5A).

Nichthydrolysierbare Pyrophosphat-Analoga, wie Etidronsdure, sind als Hemmstoffe der V-
PPase in tierischen und pflanzlichen Zellen sowie in Bakterien bekannt [Smirnova et al. 1988;
Zhen et al. 1994; Gordon-Weeks et al. 1999]. Diese Wirkung wurde auch in den in-situ-
Vakuolen von Eschscholzia beobachtet. Abbildung 4-5B zeigt einen reversiblen Verlust von
vakuoldren Protonen nach Zusatz von 1 mM Etidronat bei Anwesenheit von 3 mM MgPP,als
Energiequelle.

Als ein weiterer bekannter Hemmstoff der V-PPase wurde Phytinsdure [ Takasu et al. 1997]
eingesetzt, wobei eine Konzentration von 1 mM die durch 3 mM MgPP; aktivierte
Protonenpumpe inhibierte (Abb. 4-5C). (Die flir den inhibitorischen Effekt notwendige
Phytoatkonzentration ist wahrscheinlich etwas geringer als die hier eingesetzte, da

schwerlosliches Mg-Phytoat eine schwache Triibung der Losung hervorrief.)
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Abbildung 4-5: Efflux von Protonen aus in-situ-Vakuolen,
Einfluss von Inhibitoren der V-PPase.

pH-Kurven individueller, mit 3mM MgPP, energetisierter in-situ-Vakuolen
nach:

- K'-Entzug (Ersatz von 100 mM KCl gegen 100 mM NaCl) (A),
- Zusatz von 1 mM Na-Etidronat (B),

- Zusatz von 1 mM Na-Phytoat (C).

Priparation und Perfusion siehe 3.2; Pfeile bezeichnen den Zusatz (!)

bzw. das Entfernen (1) der Effektoren aus dem Perfusionsmedium.
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4.1.3 Wechselwirkungen zwischen V-ATPase und V-PPase

Die Initialrate des ATP-abhéngigen Protonentransportes konnte in Tonoplastenvesikeln von
Kalanchoe daigremontiana und blossfeldiana bis auf das Dreifache der normalen Rate
erhoht werden, wenn vor der Aktivierung der V-ATPase die V-PPase durch PP;-Zusatz
eingeschaltet wurde [Marquardt-Jarczyk et al. 1990; Fischer-Schliebs et al. 1997]. Enge
Assoziationen von Untereinheiten beider Protonenpumpen wurden durch die
Immunoprizipitationen von Tonoplastenproteinen belegt [Fischer-Schliebs et al. 1997]. Fiir
eine Interaktion von V-ATPase und V-PPase sprechen ebenfalls Experimente an Vakuolen
von Acer pseudoplatanus. Hier erfolgte nach Hemmung der V-ATPase auch eine Inhibition

des PP-abhéngigen Protonentransports [Fraichard et al. 1994].

Um zu priifen, ob beide an der in-situ-Vakuole in Eschscholzia aktiven Protonenpumpen
einander gegenseitig beeinflussen, wurden die Substrate beider Pumpen (MgATP und
MgPP)) in verschiedener Reihenfolge zugesetzt.

Bei gleichzeitigem Zusatz von je 0,5 mM MgATP und MgPP, summierten sich etwa die
jeweils mit MgATP und MgPP, allein gemessenen Initialraten der vakuoldren
Azidifizierung. Dies spricht dafiir, dass bei gleichzeitiger Anwesenheit die Protonenpumpen
voneinander unabhéngig arbeiten (vgl. Abb. 4-3).

Setzte man jedoch zunidchst 0,5 mM MgPP, zu und aktivierte nach der
Gleichgewichtseinstellung des vakuoldren pH-Wertes die V-ATPase mit 0,5 oder 1 mM
MgATP, dann beobachtete man eine drastische Erhohung der Initialrate der vakuoldren
Azidifizierung (Abb. 4-6), welche die Summe der jewelils einzeln gemessenen Initialraten
der V-ATPase und der V-PPase deutlich {iberschritt. Es wird also eine der beiden
Protonenpumpen durch die Aktivitdt der anderen stimuliert.

Die Generierung derart hoher Azidifizierungsraten durch die V-PPase ist unwahrscheinlich,
weil vor allem aus stochiometrischen Griinden (V-ATPase: 2-3 H'/ATP; V-PPase: 1 H'/PP,
[Ubersicht in Sze et al. 1999]) die V-ATPase eine hohere Transportkapazitiit besitzt (vgl.
auch Abb.4-3). Deshalb spricht der in Abbildung 4-6 dargestellte Effekt fiir eine
Stimulierung der V-ATPase durch die V-PPase.
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Abbildung 4-6: Azidifizierungsrate von in-situ-Vakuolen bei
Variation der Energiequellen.

Die Daten sind Zuwichse der Protonenkonzentration zwischen

5 und 10 min nach folgenden Zusitzen:

A:nach Zusatz von 0,5 mM MgATP;

B: nach Zusatz von 0,5 mM MgPPi;

C: Zusatz von 0,5 mM MgPP,, nach Erreichen eines konstanten
vakuolidren pH-Wertes wurden zusitzlich 0,5 mM MgATP zugesetzt.
Die Mittelwerte = SD der hochsten 3 Werte wurden dargestellt. Diese
wurden aus 2 unabhéngigen Experimenten mit 10 — 12 Vakuolen pro

Konzentration ermittelt. Praparation und Perfusion siche 3.2.

4.1.4 Kation/Proton-Austauscher der in-situ-Vakuole

Verschiedene Ionen werden am Tonoplasten durch Cotransport bewegt, wobei der
Protonengradient als Energiequelle dient. Dabei werden Na“, K™ und Ca*>" im antiport, das
heiflt in Gegenrichtung zu den ausflieBenden Protonen, aufgenommen. Somit tragt der durch
die V-ATPase und V-PPase generierte Protonengradient wesentlich zur zelluldren
Ionenkompartimentierung bei. Die Vakuole ist der Hauptakkumulationsort fiir Na* und Ca**
in der Pflanzenzelle [Ubersichten in Rudd und Franklin-Tong 1999; Blumwald et al. 2000].
So ermdglichen zum Beispiel die niedrigen Ca**-Spiegel im Cytosol eine “second
messenger”-Funktion dieses Kations (vgl. Abschnitt 1.2.3). Toxische Na'-Konzentrationen
im Cytoplasma konnen durch Na'/H'-Antiporter vermieden werden.

4.1.4.1 Ca*/H'-Antiporter
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Dieser Transporter wurde u.a. in Tonoplastenvesikeln von Avena sativa [ Schumaker und Sze
1986], Beta vulgaris [Blackford et al. 1990] oder Vigna radiata [Ueoka-Nakanishi et al.
1999] nachgewiesen. Er ist wahrscheinlich fiir die hohen vakuoldren Ca**-Konzentrationen
(im millimolaren Bereich) verantwortlich [Ueoka-Nakanishi et al. 2000]. Da der Ca**-Spiegel
als messenger (vgl. Abschnitt 1.2.3) des zelluldren Signaltransfers starke Verdnderungen
durchlduft, ist eine effektive Kontrolle der Fluxe dieses Kations unerldsslich. Dabei spielt der
Ca*/H"-Antiporter des Tonoplasten eine wichtige Rolle [Miseta et al. 1999]. Deshalb wurde

auch am Tonoplasten von Eschscholzia californica ein solcher Transporter erwartet.

Setzte man Ca** dem Perfusionsmedium zu, erfolgte eine Alkalisierung der in-situ-Vakuolen,
auch bei aktiver V-ATPase (Abb. 4-7A). Ausgehend von diesen Experimenten wurde eine
Abhiéngigkeit der vakuoliren Alkalisierung von der extravakuoliren Ca*"-Konzentration
gefunden (Abb. 4-7B). Ab ca. 12 uM Ca’’ erfolgte ein messbarer Protonenefflux, die
halbmaximale Effluxrate wurde bei ~15 uM gefunden.

Obwohl die cytoplasmatische Ca’*-Konzentration in der intakten Zelle nur im nanomolaren
Bereich liegt [Bush 1995], wurden in anderen Spezies dhnliche hohe K _-Werte fiir den
Ca®"/H"-Antiporter gemessen (~10 - 40 pM) [Schumaker und Sze 1986; Blackford et al.
1990; Ueoka-Nakanishi et al. 1999]. Offenbar kann ein Ca**-ausgeldster Protonenefflux nur
nach extremen Anstiegen des cytosolischen Ca’" erwartet werden. Eine durch den pH-
Gradienten getriebene Ca**-Aufnahme ist jedoch bereits bei mikromolaren Ca®’-

Konzentrationen vorstellbar.

4.1.4.2 Na'/H'-Antiporter

Natrium-gekoppelte Kationenaustauscher kommen in Pro- und Eukaryoten vor [Ubersicht in
Padan et al. 2001], beispielsweise wurden Gene fiir Na'/H'-Austauscher in Escherichia coli
(nhaB) [Pinner et al. 1992], in Synechocystis sp. (SynNhaP) [Hamada et al. 2001], in
Saccharomyces cerevisiae (NHX1) [Nass et al. 1997], in Séugetieren (NHE) [Ubersicht in
Counillon und Pouyssegur 2000] oder in Arabidopsis thaliana (AAINHX1) [Apse et al. 1999;
Quintero et al. 2000], Oryza sativa (OsNHX1) [Fukuda et al. 1999] nachgewiesen und zum
Teil kloniert.
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Abbildung 4-7: Efflux von Protonen aus in-situ-Vakuolen,
Einfluss von Ca*-lonen.
A: pH-Kurven individueller in-situ-Vakuolen nach Zusatz von 50 uM
CaCl, zum Perfusionsmedium.
B: Abhéngigkeit des Efflux vakuolarer Protonen von der Ca* -
Konzentration, Messwerte sind pH-shifts zwischen 0 und 20 min nach
CaCl,-Zusatz, bezogen auf den pH-Gradienten zwischen Vakuole und
Perfusionsmedium zum Zeitpunkt des CaCl,-Zusatzes.
Angegeben sind die Mittelwerte = SD der hochsten drei shifts bei jeder
angegebenen Ca*'-Konzentration. Diese Daten stammen aus aus 2
voneinander unabhéngigen Experimenten. Priparation und Perfusion siehe
3.2; Pfeile bezeichnen den Zusatz (1) bzw. das Entfernen (1) des CaCl,

aus dem Perfusionsmedium.
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Im Verlaufe der Evolution haben Pflanzenzellen statt des urspriinglichen “Natrium-Systems”

ein “Protonen-System” zur Generierung elektrochemischer Gradienten entwickelt [ Sakano

1998], so dass eine strenge Regulation des cytosolischen Na" notwendig ist.
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Ein hohes cytosolisches K'/Na'-Verhéltnis (100 mM/10 mM in Arabidopsis thaliana
[Gaxiola et al. 1999; Maathuis und Amtmann 1999]) ist u.a. fiir die Proteinbiosynthese
essentiell [Wyn Jones et al. 1983]. Glycophyten (salzsensitive Pflanzen) und Halophyten
(salztolerante Pflanzen) weisen eine dhnliche Na'-Sensitivitdt cytosolischer Enzyme auf
[Glenn et al. 1999]. Deshalb sind sowohl an der Plasmamembran (z.B. SOS [Shi et al. 2000;
Liu et al. 2000; Quintero et al. 2002]) als auch am Tonoplasten der Halophyten (zum
Beispiel AtNHX1 [Apse et al. 1999]) Na“/H'-Antiporter aktiv [Ubersichten in Blumwald et
al. 2000; Hasegawa et al. 2000]. Na"-Ionen beeinflussen den Zellturgor, den Wasserhaushalt
der Zelle und folglich auch das Zellwachstum [Barkla und Pantoja 1996; Quintero et al.
2000]. Dies erkldrt u.a. warum diese Transporter sowohl in Halophyten wie auch in
Glycophyten vorhanden sind.

Grundsitzlich legt die Existenz eines Na'/H"-Austauschers die Mo glichkeit nahe, dass nicht
nur der auswirts gerichtete Protonengradient fiir die Na'-Aufnahme, sondern auch ein

einwarts gerichteter Na'-Gradient als Triebkraft fiir den Protonenefflux genutzt werden kann.

Abbildung 4-8A zeigt eine deutliche Alkalisierung der in-situ-Vakuolen von Eschscholzia
nach Zusatz von 30 mM NaCl zum Perfusionsmedium bei aktiver V-ATPase. Ausgehend von
diesem experimentellen Ansatz wurde die in Abbildung 4-8B dargestellte Abhéngigkeit des
Efflux vakuoldrer Protonen von der angebotenen Na'-Konzentration gefunden. Ein Efflux
von Protonen erfolgte bei Na'-Konzentrationen > 10 mM NaCl, eine Séttigung wurde ab ca.
20 mM erreicht, die halbmaximale Aufnahme bei ungefdhr 18 mM NaCl.

K,-Werte dieser Grofenordnung sind auch aus anderen Pflanzenspezies bekannt,
beispielsweise 11 mM in Arabidopsis thaliana [Darley et al. 2000]; 11,5 mM in Salicornia
bigelovii [Parks et al. 2002] oder 51 mM in Mesembryanthemum crystallinum [Barkla et al.
1995].

Der Austausch von extravakuoldrem Na® durch vakuoldre H' sollte prinzipiell auch in
Abwesenheit von Energiequellen (MgATP; MgPP,) moglich sein. Abbildung 4-9 zeigt
jedoch, dass Na'-Konzentrationen bis 40 mM keinen Anstieg des vakuoldren pH-Wertes in

Abwesenheit der oben genannten Energiequellen auslosten. Es wurde deshalb gepriift, ob
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Abbildung 4-8: Efflux von Protonen aus in-situ-Vakuolen,
Einfluss von Na*-lonen.

A: pH-Kurven individueller in-situ-Vakuolen nach Zusatz von 30 mM NaCl
zum Perfusionsmedium (offene Symbole) bzw. in Gegenwart von 40 pM
EIPA (geschlossene Symbole).

B: Abhéngigkeit des Efflux vakuoldrer Protonen von der Na"-Konzentration,
Messwerte sind pH-shifts zwischen 0 und 20 min nach NaCl-Zusatz in
Gegenwart von 1 mM MgATP bezogen auf den pH-Gradienten zwischen
Vakuole und Perfusionsmedium zum Zeitpunkt des NaCl-Zusatzes.
Angegeben sind die Mittelwerte + SD der hdchsten drei shifts bei jeder
angegebenen Na'-Konzentration. Diese Daten stammen aus 3 voneinander
unabhédngigen Experimenten. Préparation und Perfusion siche 3.2; Pfeile
bezeichnen den Zusatz (1) bzw. das Entfernen (1) der Effektoren aus dem

Perfusionsmedium.
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der in Abbildung 4-8B dargestellte Na -abhingige Protonenefflux die Anwesenheit von ATP

erfordert. Um zu verhindern, dass das eingesetzte ATP zu einer sofortigen Wiederaufhahme
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freigesetzter Protonen flihrt, wurde das nicht-hydrolysierbare ATP-Analogon AMP-PNP
eingesetzt. In der Mehrzahl der Experimente bewirkte der Zusatz des Analogons denselben
Effekt wie MgATP. Fiir die stimulierende Wirkung auf den Na'/H"-Austausch ist also nicht
die Aktivitdt der Protonenpumpe oder die Spaltung von ATP, sondern nur die Anwesenheit
eines Adenylats erforderlich. Dies wurde in weiteren Experimenten bestétigt, bei denen

ADP, AMP, cAMP ebenfalls den Protonenfluss ermdglichten (Abb. 4-9).
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Abbildung 4-9: Efflux von Protonen aus in-situ-Vakuolen,
Einfluss von Adenylaten.

Messwerte sind pH-shifts zwischen 0 und 20 min nach NaCl-Zusatz,
bezogen auf den pH-Gradienten zwischen Vakuole und Perfusionsmedium
zum Zeitpunkt des NaCl-Zusatzes. Angegeben sind die Mittelwerte + SD der
hochsten drei shifts bei jeder angegebenen Na*-Konzentration. Diese Daten
stammen aus 2 voneinander unabhéngigen Experimenten.

Bei t = 0 min wurden jeweils 1 mM der folgenden Adenylate zugesetzt:

Kontrolle (ohne Adenylat) (0] — [J); MgATP (H — M); MgADP (A — A);

MgAMP-PNP (¢ — 4); MgAMP (Y — Y); MgcAMP (@ — @),

Préaparation und Perfusion siche 3.2.

Eine #hnliche Adenylat-Abhdngigkeit wurde auch fiir alle Isoformen von Na'/H'-
Austauschern (NHE) der Plasmamembran und endosomalen Membranen in tierischen Zellen

beschrieben [Demaurex et al. 1997; Cabado et al. 1996; Aharonovitz et al. 1999].
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Amilorid und dessen Analoga EIPA, MIA, DMA inhibieren den Na'/H'-Antiporter sowohl
in tierischen Zellen [Orlowski und Kandasamy 1996] als auch in Pflanzenzellen [ Blumwald
et al. 1985; Darley et al. 2000; Parks et al. 2002]. Dabei bindet der Inhibitor an die N-
terminale, integrale Membran-Doméne, welche den Na'/H'-Austausch katalysiert [Orlowski
und Kandasamy 1996].

In den hier vorgestellten Experimenten wurde nach Zusatz von 40 pM EIPA die durch NaCl
ausgeloste Erhohung des vakuoliren pH-Wertes verhindert (Abb. 4-8A). Ahnliche
Hemmeffekte wiesen MIA beziehungsweise DMA auf (Daten nicht gezeigt). Damit ist das
Vorhandensein eines Amilorid-sensitiven Na'/H'-Austauschers im Tonoplasten von

Eschscholzia californica sehr wahrscheinlich.

Eine Priifung auf eine mogliche K'-Abhidngigkeit des Protonenefflux konnte nicht
vorgenommen werden, da zur Perfusion der in-situ-Vakuolen eine Mindestkonzentration an
K" (70 mM) notwendig war (vgl. Abschnitt 2.1.2). Diese entspricht in etwa der im
Cytoplasma hoherer Pflanzen vorkommenden Konzentration [Walker et al. 1996; Gaxiola et
al. 1999]. Variationen der K'-Konzentration im Bereich 70 — 100 mM, wobei als
“Auffiillosmotikum” Sorbitol benutzt wurde (vgl. Abschnitt 2.1.2), beeinflussten den LPC-
ausgelosten Protonenefflux nicht. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass der Zusatz einer
osmotisch gleichwertigen Menge an NaCl (30 mM) zum maximalen Protonenefflux aus der
Vakuole fiihrte (Abb. 4-8B). Damit wurde gezeigt, dass K* keine oder eine deutlich kleinere
Aktivitdt zur Auslosung des pH-shifts besitzt als Na', und K'-Konzentrationen oberhalb von
100 mM fiihrten zu einem deutlichen, offenbar osmotisch bedingten Wasserverlust aus den

Vakuolen und somit zu deren Schrumpfung.

Die bisher Experimente zeigen, dass die nach osmotischer Permeabilisierung der
Plasmamembran zugénglichen Vakuolen wesentliche, typische Eigenschaften des vakuoldren
Protonentransports in-situ aufweisen:

1. Die Initialrate des Protonentransports in die Vakuole (0,1-1,3 pM H"/min) wird
durch die unter zelluliren Bedingungen zu erwartenden Konzentrationen der
Energiequellen stimuliert. Damit ist es moglich, diese Pumpen selektiv durch Zusatz
von MgATP oder MgPP.. zu aktivieren.

2. Beide Protonenpumpen zeigen die erwartete Abhdngigkeit ihrer Aktivitditen von
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stimulierenden lonen beziehungsweise Inhibitoren. Die Tatsache, dass nach dem
Erreichen eines konstanten pH-Gradienten der Zusatz eines Hemmstoffes der V-
ATPase oder der V-PPase zu einem Verlust von Protonen aus der Vakuole flihrt,
weist darauf hin, dass ein “turnover” dieser Ionen tiber den Tonoplasten, das heif3t
ein Gleichgewicht zwischen aktiver Aufhahme und passivem H'-Efflux, stattfindet.
3. Die Stimulation des Protonentransportes in die Vakuole durch gegenseitige
Beeinflussungen der beiden Pumpen (vgl. Abschnitt 4.1.3) demonstriert eine weitere,
aus intakten Zellen bekannte Kontrolle des vakuoldren Protonentransports. Sie ist
damit ein weiterer Hinweis auf die funktionelle Intaktheit des Tonoplasten der in-situ-

Vakuole.

Die Kontrolle der Aktivitét der Protonenpumpen iiber die Konzentration der Energiequellen
MgATP und MgPP, gestattet es, die Rate der Ansdauerung der Vakuole auf einen bestimmten
Bereich einzustellen. Dies erleichtert Tests zur Auffindung von Verbindungen, welche einen
Efflux vakuoldrer Protonen, das heifit eine Alkalisierung der Vakuole, auslosen: Dieser
Effekt stellt sich dann als eine Abweichung von einer langsam fallenden pH-Kurve dar (zum
Beispiel in Abb. 4-1). Die Triebkraft des Protoneneftlux aus der Vakuole ist der Gradient

zwischen hoher Protonenkonzentration in der Vakuole und niedrigerer im Aullenmedium.

4.2 Suche nach Hydrolyse-Produkten von Phospholipiden mit Wirkung auf den
vakuoliren Protonentransport
4.2.1 Die Beteiligung von Phospholipasen an der pflanzlichen Signaltransduktion
Phospholipasen sind in der letzten Zeit hdufig als Signalenzyme fiir die Auslosung vielfaltiger
biologischer Effekte erkannt worden. In pflanzlichen Objekten sind Hydrolyseprodukte von
Phospholipasen als potentielle Signalmolekiile an der Auxin-induzierten Signalkaskade
[Scherer et al. 1997; Paul et al. 1998], Prozessen der Samenreifung [Ryu et al. 1996; Ritchie
und Gilroy 1998], Seneszenzerscheinungen [Fan et al. 1997], der osmotischen Regulation
[Munnik et al. 2001] und vor allem bei Pathogenabwehrmechanismen beteiligt.
Beispiele fir die Beteiligung von Phospholipasen an der Pathogenabwehr sind: die
elicitorspezifische PLA,-Aktivierung in Soja-Kulturen (Glycine max) [Chandra et al. 1996];
eine durch Verwundung, Systemin oder Oligosaccharide ausgeloste PLA-Aktivitdt in

Tomatenbléttern (Lycopersicon esculentum) [Narvaez-Vasquez et al. 1999]; die durch
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verschiedene Elicitoren ausgeloste Phospholipase C-Aktivierung in Zellsuspensionskulturen
der Tomate [van der Luit et al. 2000]; oder eine Erh6hung der Phospholipase D-Aktivitdt
nach Xylanase-Zusatz zu Zellsuspensionskulturen der Tomate [Laxalt et al. 2001;

Ubersichten in Chapman 1998; Munnik et al. 1998; Munnik 2001; Wang 2001].

Das bisher vorgestellte in-situ-System zur Untersuchung vakuoldrer Transportvorgédnge

wurde nun benutzt, um Verbindungen aufzufinden, welche Protonenfliisse am Tonoplasten

auslosen konnen. Dabei erschienen die durch Phospholipasen A, (PLA,) gebildeten
Hydrolyseprodukte von Phospholipiden aus mehreren Griinden als attraktive Test-
Kandidaten:
1. In der verwendeten Zellkultur von Eschscholzia californica konnte mehrfach die
elicitorausgeldste Aktivierung einer PLA, nachgewiesen werden [Roos et al. 1999;
Hollstein 2001; Nitzsche 2001; Schwartze 2001; Viehweger et al. 2002].
2. Eine Bezichung dieser Enzymaktivierung zur Auslosung des Alkaloidstoffwechsels
ergab sich daraus, dass
a. beide Effekte Ca**-unabhingig und durch die gleichen Konzentrationen des
Hefeelicitors (1 pg/ml) auslosbar sind,

b. eine Ausschaltung der PLA ,-Aktivierung durch Vorbehandlung mit externen
Oxidationsmitteln, wie Hexabromoiridat (V) oder Ferricyanid, zu einem
Verlust der Elicitierung des Sekundérstoffwechsels fiihrte [Roos et al. 1999].

3. Ca. 2 — 5 min nach Elicitorkontakt konnte in Eschscholzia-Zellen eine Azidifizierung
des Cytoplasmas, hervorgerufen durch Efflux vakuoldrer Protonen, nachgewiesen
werden [Roos et al. 1998]. Die in 1. genannte PLA ,-Aktivierung geschah in eiem
Zeitraum zwischen 0 und 2 min nach Elicitorzusatz [Roos et al. 1999; Hollstein 2001;
Nitzsche 2001; Schwartze 2001; Viehweger et al. 2002], das hei3t unmittelbar vor

dem Zeitraum, in dem vakuolidre Protonenabgabe beobachtet wurde.

4.2.2 Spaltprodukte von Phospholipiden beeinflussen den vakuoldren Protonenpool in-situ
Zunéchst wurde die Wirkung von Lysophospholipiden und freien Fettsduren auf den pH-
Wert von in-situ-Vakuolen untersucht.

Dabei loste Lysophosphatidylcholin (LPC) einen deutlichen Efflux vakuoldrer Protonen aus
(Abb. 4-10, 4-11). Dieser Efflux ist unabhidngig von der Kettenlinge oder dem
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Sattigungsgrad der Fettsdure in snl-Position des LPC. Im Gegensatz dazu beeinflussten
Lysophospholipide mit anderen polaren Kopfgruppen, wie Lysophosphatidylethanolamin
(LPE), Lysophosphatidylserin (LPS), Lysophosphatidylinositol (LPI) und
Lysophosphatidsdure (LPA) nicht den pH-Wert der in-situ-Vakuolen. Abbildung 4-12 zeigt
den typischen pH-Verlauf in in-situ-Vakuolen nach Applikation dieser Verbindungen.

Freie Fettsduren verschiedener Kettenldngen und unterschiedlicher Séttigungsgrade konnten
keinen vakuoldren Protonenefflux induzieren (Tab. 4-1).

Im Gegensatz zu LPC zeigte das entsprechende Substrat, das Phospholipid
Phosphatidylcholin (PC), keinen Einfluss auf die Protonenkonzentration der in-situ-Vakuole.
Nach Zusatz von Diacylglycerol (DAG) wurde eine dem LPC-Effekt vergleichbare
Alkalisierung der in-situ-Vakuole gefunden (Abb. 4-18), jedoch nur bei Ca*'-
Konzentrationen >25 pM.

Einen Uberblick iiber alle getesteten Verbindungen gibt Tabelle 4-1. AuBer LPC und DAG
konnte keine der anderen Substanzen einen Efflux vakuoldrer Protonen auslésen, was auf

eine hohe Spezifitdt beider Interaktionen mit der Vakuole hinweist.

Nach Inkubation von Plasmamembranvesikeln mit PLA, aus Apis mellifera und
nachfolgender Ultrafiltration (5 kDa) zeigte das Filtrat dhnliche vakuoldre Alkalisierungsraten
wie LPC (Tab. 4-1). Angesichts der hohen Spezifitit bei der Auslosung des Protonenefflux
spricht dieses Ergebnis dafiir, dass das Signalmolekiil LPC auch aus den Eschscholzia-
Lipiden durch PLA,-Einwirkung gebildet werden kann.
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"Nach Permeabilisierung erhielten die Vakuolen fiir 30 min I mM MgATP, dieses wurde
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Abbildung 4-10: Efflux von Protonen aus in-situ-Vakuolen,
Einfluss von LPC.

pH-Kurven individueller in-situ-Vakuolen nach Zusatz von 1 pM LPC in
Anwesenheit von:

- MgATP (geschlossene Symbole, linke pH-Skala);

- ohne Energiequelle' (offene Symbole, rechte pH-Skala).

Priaparation und Perfusion siche 3.2; Pfeile bezeichnen den Zusatz (!) bzw.

das Entfernen (1) von LPC aus dem Perfusionsmedium.
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Abbildung 4-12: Efflux von Protonen aus in-situ-Vakuolen,
Einfluss verschiedener Lysophospholipide.

pH-Kurven individueller in-situ-Vakuolen nach Zusatz von jeweils 1 pM:
LPC (M — H); LPE (V- V); LPSer (¢— ©); LPI (O — O); LPS (A- A).
Praparation und Perfusion siehe 3.2; Der Pfeil bezeichnet den Zusatz (!)

der Lysophospholipide zum Perfusionsmedium.

vor Versuchsbeginn entfernt.
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Abbildung 4-11: ATP-abhangige Azidifizierung von in-situ-
Vakuolen und nachfolgender Efflux von Protonen, Einfluss von
LPC.

pH-Topographie mit konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie, siehe 3.3.2;
Vorinkubation der Zellen 2 h mit 1 pM DM-NERF. Préparation und
Perfusion siehe 3.2.

A: 0 min, B: 10 min nach Zusatz von 3 mM MgATP. Nach dem Scannen der
pH-Karte B wurde 1 pM LPC zugesetzt.

C: 14 min; D: 22 min nach Zusatz von LPC. Das Insert zeigt den pH-Verlauf

in der dargestellten Vakuole.
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Getestete Verbindung Anstieg des vakuoliren
(Fettsidurekettenlinge: Anzahl der Doppelbindungen) pH-Wertes'
L-a-Phosphatidylcholin (16:0/16:0) -

L-a-Phosphatidsdure (16:0/16:0) -
L-a-Lysophosphatidylcholin (18:0); (18:1); (18 ungesittigt): 0,1 + 0,02

(16:0); (14:0); (12:0)

L-a-Lysophosphatidylethanolamin (hauptsédchlich 18:0 und
16:0)

L-a-Lysophosphatidylserin (hauptsédchlich 18:0)

L-a-Lysophosphatidylinositol (hauptsdchlich 16:0 und 18:0)

L-a-Lysophosphatidsdure (18:1)

1,2-sn-Diacylglycerole (18:0/18:0); (16:0/16:0)

0,09 £ 0,03 (Zusatz
>20 uM Ca*)

Phosphorylcholin

Cholin

D-myo-Inositol-1,4,5-tris-phosphat

Palmitinséure (16:0)

Stearinsdure (18:1)

Linolsdure (18:2)

a-Linolensdure (18:3)

y-Linolensdure (18:3)

mit PLA, umgesetzte Plasmamembranvesikel

0,09 + 0,02

Tabelle 4-1: Effekt von Phospholipiden, Lysolipiden und ahnlichen Verbindungen

auf den vakuolaren pH-Wert in-situ.

Die Effektorkonzentrationen im Perfusionsmedium betrugen 10 pM. Loste eine Verbindung keinen

Efflux vakuoldrer Protonen innerhalb 10 min aus, wurde sie gegen den Standardeffektor
Lysophosphatidylcholin (16:0/16:0), 1 pM ausgetauscht. Wenn danach kein pH-shift auftrat, wurde

das Ergebnis verworfen. Daten sind Mittelwerte + SD aus 9 — 10 pH-Kurven von 3 unabhédngigen

Zellsuspensionen. Praparation, Perfusion siche 3.2, pH-Topographie nach 3.3.

'pH-shift /pH-Gradient (ApH,/ApH,,)
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4.3 Charakterisierung der Wirkung von LPC auf den vakuoliren Protonentransport
4.3.1 Abhingigkeit von der LPC-Konzentration

Das Ausmal des durch LPC ausgelostem Efflux vakuolédrer Protonen zeigte eine hyperbole
Abhingigkeit von der LPC-Konzentration ( Abb. 4-13). Bereits 200 nM koénnen einen pH-
shift auslosen, der halbmaximale Effekt wird bei etwa 600 nM erreicht, wihrend ab etwa 1
pM LPC die Séttigung eintritt.

Die durch LPC ausgeldste pH-Anderung der Vakuole war transient, das heiBt, der vakuolire
pH-Wert kehrte einige Minuten nach seiner Auslenkung wieder in die Nidhe des
Ausgangswertes zuriick. Diese Reversibilitit des LPC-Effektes, die noch bei Anwesenheit
dieses Molekiils auftrat (Abb. 4-10; 4-11), ist ein erneuter Beleg dafiir, dass die in-situ-
Vakuolen auf die pH-Anderungen rasch kompensierend reagieren kénnen.

Damit wird auch ein membranbeeinflussender Detergenseffekt der wirksamen LPC-
Konzentrationen ausgeschlossen. Eine Instabilitit des Tonoplasten (angezeigt durch den
Verlust des akkumulierten Carboxyfluoresceins (Abb. 2-1C) wurde erst bei LPC-
Konzentrationen oberhalb von 10 pM erkennbar. “Klassische* Detergenzien, wie 0,01 %
Triton X-100; CTAB oder Desoxycholat, verursachten erwartungsgemall einen Verlust der
in der Vakuole akkumulierten pH-Sonde. Bis zu 0,05 % des Detergens Pluronic F-127
beeinflussten den vakuoldren pH-Wert und die Akkumulation des Fluoreszenzindikators

nicht.

4.3.2 Eigenschaften und Bedingungen der LPC-Wirkung auf den vakuoldren pH

4.3.2.1 Protonenpumpen

Da Hemmstoffe der V-ATPase ebenfalls einen transienten Efflux von Protonen auslsten
(Abb.4-4), stellte sich die Frage, ob die Wirkung von LPC eine aktive Protonenpumpe
voraussetzt. Wire dies der Fall, miisste in Abwesenheit von MgATP und MgPP, der LPC-
Effekt unterbleiben. Abbildung 4-10 zeigt jedoch, dass auch bei inaktiven Protonenpumpen
(das heiflit Abwesenheit von MgATP und MgPP,) LPC einen Protonenefflux verursacht.

4.3.2.2 Cytoplasmatische lonen
Ein Efflux vakuoldrer Protonen konnte auch durch Aktivierung von
Kation/Protonaustauschern bedingt sein. Die bisher vorgestellten Untersuchungen von in-

situ-Vakuolen in Eschscholzia californica zeigten bereits die Aktivitit eines Ca*"/H"- und
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eines Na'/H -Antiporters (vgl. Abschnitt 4.1.4).

0.125-
"o 0.100- ] E
0.075- N
0.0504
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pH-shift / pH-Gradient
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Abbildung 4-13: LPC-ausgeldster Efflux von Protonen aus
in-situ-Vakuolen, Abhangigkeit von der LPC-Konzentration.
Messwerte sind pH-shifts zwischen 0 und 10 min nach LPC-Zusatz,
bezogen auf den pH-Gradienten zwischen Vakuole und Perfusionsmedium
zum Zeitpunkt des LPC-Zusatzes. Angegeben sind die Mittelwerte = SD
der hochsten drei shifts bei jeder angegebenen LPC-Konzentration. Die
Daten stammen aus 5 voneinander unabhingigen Experimenten, mit

insgesamt je 30 — 40 Vakuolen. Préparation und Perfusion siehe 3.2.

Der LPC-Effekt auf den vakuoliren pH-Wert erwies sich als Ca**-unabhingig (bis 250 uM).
Spezifische Ca**-Chelatoren, wie BAPTA [Tsien 1980; Pierson et al. 1994], hatten ebenfalls
keinen Einfluss auf die LPC-Wirkung (Abb. 4-14).

Einen erheblichen Einfluss auf den LPC-bedingten vakuolidren Protonenefflux hatte dagegen
die Na'-Konzentration. In Abwesenheit von Na“ war LPC ohne Effekt. Der nachfolgende
Zusatz von 10 mM NaCl zum Perfusionsmedium 16ste den Protonenefflux in voller Stirke

aus. Das gleiche Resultat wurde bei Zugabe von LPC nach NaCl erhalten (Abb. 4-15).

Wihrend bei Abwesenheit von LPC mindestens 15 mM NaCl zur Auslésung eines
Protonenefflux notwendig sind, tritt in Gegenwart von LPC bereits bei 2 mM NaCl ein
deutlicher Verlust an Protonen aus der Vakuole auf (Abb. 4-16).
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Abbildung 4-14: LPC-ausgeldster Efflux von Protonen aus
in-situ-Vakuolen in Gegenwart des Ca*-Chelators DM-
BAPTA.

pH-Kurven individueller in-situ-Vakuolen in Gegenwart von 10 pM DM-
BAPTA. Préparation und Perfusion siehe 3.2; Der Pfeil bezeichnet den

Zusatz (1) von LPC zum Perfusionsmedium.
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Abbildung 4-15: Efflux von Protonen aus in-situ-Vakuolen,
ausgelost durch sukzessiven Zusatz von LPC und NaCl.
pH-Kurven individueller in-situ-Vakuolen nach aufeinanderfolgenden
Zusatzen von 1 pM LPC, dann 10 mM NaCl (offene Symbole) oder in
umgekehrter Reihenfolge (geschlossene Symbole). Praparation und
Perfusion siche 3.2; Pfeile bezeichnen die Zusitze (!) von LPC und NaCl

zum Perfusionsmedium.

77
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Abbildung 4-16: Efflux von Protonen aus in-situ-Vakuolen,
Einfluss von Na*-lonen und LPC.
Abhéngigkeit der Effluxrate vakuoldrer Protonen von der NaCl-
Konzentration, Messwerte sind pH-shifts zwischen 0 und 20 min nach
NaCl-Zusatz, bezogen auf den pH-Gradienten zwischen Vakuole und
Perfusionsmedium zum Zeitpunkt des NaCl-Zusatzes.
- offene Symbole: Zusatz steigender Na"-Konzentrationen

(laut Abb. 4-8B),
- geschlossene Symbole: gleiches Experiment in Gegenwart von 1 pM
LPC.
Angegeben sind die Mittelwerte = SD der hochsten drei shifts bei jeder
angegebenen NaCl-Konzentration aus 3 voneinander unabhéngigen

Experimenten. Priaparation und Perfusion siche 3.2.
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Bei ndherer Untersuchung der Na'-Abhingigkeit des Protonenefflux wurde gefunden, dass

durch Zusatz von 1 uM LPC die fiir den Protonenefflux erforderliche Na'-Konzentration auf

ca. 1/10 absinkt (Abb. 4-16). Das bedeutet, dass bei Anwesenheit von LPC ein Efflux

vakuoldrer Protonen bereits bei Na'-Konzentrationen stattfindet, welche unter normalen

physiologischen Bedingungen im Cytoplasma vorkommen (ca. 5 mM siehe unten). Diese

Resultate sprechen fiir eine Aktivierung des Na'/H'-Austauschers durch LPC, das heift, er

wird flir niedrige Na'-Konzentrationen (ab 2 mM) sensibilisiert.

Die Na'-Verteilung in intakten Eschscholzia-Zellen (Fluoreszenzmessung mit Sodium

Green™, siche Abschnitt 3.5) ergaben fiir das Cytoplasma Konzentrationen von ca. 5 mM,
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wihrend in der Vakuole bis zu 25 mM Na" akkumuliert waren. Diese Werte sind in guter
Ubereinstimmung mit elektrophysiologischen Daten aus anderen Pflanzen [Binzel et al. 1988;

Walker et al. 1996].

Wenn der Na'/H'-Austauscher der Angriffspunkt von LPC ist, sollte man eine deutliche
Hemmwirkung von Amilorid aufden LPC- ausgelosten pH-shift erwarten, insbesondere weil
fiir den Na'-ausgelosten Protonenefflux die Wirksamkeit von Amilorid bereits gezeigt wurde
(Abb. 4-8A). Wie aus Abbildung 4-17 hervorgeht, konnte der durch LPC verursachte Efflux
vakuoldrer Protonen durch Amilorid-Derivate ebenfalls komplett unterdriickt werden.

Damit ist der Na'/H -antiporter sehr wahrscheinlich der Angriffspunkt des LPC am

Tonoplasten.
MNaiCl
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Abbildung 4-17: Inhibition des durch LPC + Na* ausgeldsten
Efflux vakuolarer Protonen durch EIPA.

pH-Kurven individueller in-situ-Vakuolen nach gleichzeitigem Zusatz von
1 pM LPC, 10 mM NaCl und 40 uM EIPA. Préparation und Perfusion
siche 3.2; Pfeile bezeichnen den Zusatz (!) bzw. das Entfernen (1) der

Effektoren aus dem Perfusionsmedium.

4.4 Auslosung von pH-shift und Alkaloidbildung durch LPC in Ganzzellen

Nach den bisher vorgestellten Ergebnissen ist LPC sehr wahrscheinlich das Signalmolekiil,
welches das Elicitorsignal von der Plasmamembran zum Tonoplasten iibertrigt [ Viehweger
et al. 2002] (Abb. 2-6). Es wurde deshalb gepriift, ob der Zusatz von LPC zu Ganzzellen die

downstream-Ereignisse: “vakuoldre Alkalisierung” und “erhohte Alkaloidproduktion”
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auslost.
Tatsachlich erwies sich ein Zusatz von 0,5 - 2 uM als ausreichend, um in den einigen Zellen
einen pH-shift und eine nachfolgende Alkaloidbildung zu bewirken. Dieser Befund bedarf

jedoch noch einer besseren statistischen Absicherung.

4.5 Charakterisierung der DAG-Wirkung auf den Efflux vakuolirer Protonen

4.5.1 Abhingigkeit des vakuoldren Protoneneffluxes von der DAG-Konzentration

Wie bereits erwéihnt (Tab. 4-1), induziert auch DAG einen Efflux vakuoldrer Protonen.
Ahnlich wie beim LPC ist dieser Effekt reversibel (Abb. 4-18) und erfordert Konzentrationen
zwischen 0,5 und 1 uM DAG (Abb. 4-19).

DAG
754
704 l T
o BS54
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5 54
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——h—
o 10 20 30 40 50 &0
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Abbildung 4-18: Efflux von Protonen aus in-situ-Vakuolen,
ausgelost durch DAG.

pH-Kurven individueller in-situ-Vakuolen nach Zusatz von 1 pM DAG in
Anwesenheit von 50 uM CaCl,. Praparation und Perfusion siehe 3.2;
Pfeile bezeichnen den Zusatz (!) bzw. das Entfernen (1) von DAG aus

dem Perfusionsmedium.
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Abbildung 4-19: DAG-ausgeldster Efflux von Protonen aus
in-situ-Vakuolen, Abhangigkeit von der DAG-Konzentration.
Messwerte sind pH-shifts zwischen 0 und 10 min nach DAG-Zusatz in
Anwesenheit von 50 pM CacCl,, bezogen auf den pH-Gradienten zwischen
Vakuole und Perfusionsmedium zum Zeitpunkt des DAG-Zusatzes.
Angegeben sind die Mittelwerte = SD der hochsten drei shifts bei jeder
angegebenen DAG-Konzentration aus 2 voneinander unabhéngigen
Experimenten, mit insgesamt je 15 — 20 Vakuolen. Priparation und

Perfusion siehe 3.2.

4.5.2 Mogliche Angriffspunkte von DAG am Tonoplasten

Ebenso ist die durch DAG-ausgeloste Alkalisierung der in-situ-Vakuole nicht an die
Aktivierung der V-ATPase beziehungsweise V-PPase gekniipft, da sie auch ohne Zusatz von
MgATP oder MgPP aufiritt.

Ein messbarer, DAG-bedingter Protonenefflux erfordert Ca*"-Konzentrationen von
mindestens 25 pM im Perfusionsmedium. Da diese Konzentration anndhernd dem K -Wert
des bereits beschriebenen Ca®*/H"-Antiporters entspricht (Abb. 4-7B), ist dieser Antiporter
wahrscheinlich der Angriffspunkt des DAG. In den vorgestellten Experimenten (Abb. 4-18
und 4-19) wurden jeweils 50 uM CaCl, vor dem DAG zugesetzt, so dass der Austauscher
sehr wahrscheinlich fiir Ca®" gesittigt war, bevor die Stimulation durch DAG gemessen
wurde. Die Erfordernis fiir derart hohe Ca**-Konzentrationen ist zunichst iiberraschend, da

der Ca**-Spiegel im Cytosol nicht-stimulierter Zellen im Bereich von 100 — 200 nM liegt
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[Legaue et al. 1997].

Es ist nicht bekannt, ob solche cytoplasmatischen Ca**-Peaks in Eschscholzia californica
auftreten konnen. Die Auffindung eines DAG-ausgeldsten, vakuoldren Protonenefflux zeigt
jedoch erneut das Potential des entwickelten in-situ-Systems zur Untersuchung von

Ionenfluxen.

5 Eine Sequenz von Signalereignissen nach Elicitorkontakt in Ganzzellen von
Eschscholzia californica

Die bisher vorgestellten Ergebnisse und weitere Daten unserer Arbeitsgruppe legen folgende

Sequenz von Signalereignissen nahe, welche nach Einwirkung niedriger

Elicitorkonzentrationen in intakten Zellen ablauft:

1. Aktivierung einer PLA, an der Plasmamembran und Freisetzung von LPC,

2. Diffusion von LPC zum Tonoplasten und Aktivierung eines Na'/H"-Austauschers,

3. Efflux von Protonen aus der Vakuole und Ausbildung eines transienten pH-shifts im
Cytoplasma,

4. nach dem Durchlaufen weiterer, bisher wenig charakterisierter Signalereignisse

(Induktion elicitorspezifischer Proteine [Farber 2002], Protein-Tyrosin-
Phosphorylierungen (S. Evers, personliche Mitteilung)), kommt es zur Bildung der
Benzophenanthridinalkaloide und deren Ausscheidung in Zellwand und

Auflenmedium.

Diese Ergebnisse erlauben jedoch noch keine Aussage, ob die oben genannten Ereignisse in
derselben Zelle nach Elicitorkontakt ablaufen. Nur in diesem Falle kann aber von einem
intrazelluldren Signaltransfer gesprochen werden. Alternativ ist zum Beispiel auch die
Ausscheidung von LPC und dessen Einwirkung auf Nachbarzellen denkbar oder die pH-
abhingige Freisetzung von Signalmolekiilen, welche in anderen Zellen die Alkaloidsynthese
auslosen.

Um zu kldren, ob die unter 1 — 4 genannten Ereignisse tatsdchlich in derselben Zelle
aufeinander folgen, wurde ein fluoreszenzmikroskopisches Verfahren entwickelt, mit dessen

Hilfe PLA,-Aktivitét, pH-shift und die Neubildung von Alkaloiden in derselben Zelle verfolgt
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werden konnten.

Zundchst wurden die Messverfahren fiir die oben genannten Einzelereignisse soweit
optimiert, dass sie in Zellpréparationen fiir die konfokale Mikroskopie beobachtet werden
konnten. Die Methodik zur Messung dieser Ereignisse ist im Kapitel 2 beschrieben. Typische
Darstellungen der Elicitor-ausgeldsten Signalschritte PLA,-Aktivierung, vakuoldrer pH-shift
und Alkaloidbildung sind in den Abbildungen 5-1, 5-2, 5-3 dargestellt.

Im néchsten Schritt wurde versucht, die bisher einzeln gemessenen Ereignisse (PLA,-
Aktivierung, vakuoldrer pH-shift und Alkaloidbildung) durch wiederholte mikroskopische
Beobachtung in derselben Zelle nachzuweisen. Wie aus Abbildung 5-4 hervorgeht, war dieser
Ansatz erfolgreich: es konnen Zellfiden aufgefunden werden, in denen die transienten
Ereignisse der PLA,-Aktivierung und des vakuoldren pH-shifts sowie der deutlich spéter
erfolgenden Alkaloidbildung beobachtet werden kdnnen. Damit konnte nicht nur gezeigt
werden, dass diese Ereignisse tatsdchlich in derselben Zelle ablaufen, sondern auch bestétigt

werden, dass die Aktivierung der PLA, tatsidchlich dem pH-shift vorausgeht.
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Abbildung 5-1: PLA,-Aktivitat in Einzelzellen nach
Elicitorkontakt.

Den Zellen (mikroskopisches Préparat nach 3.5.1) wurden 0,25 pM
fluorogenes Substrat bis-BODIPY® FL C,,-PC zugesetzt (siehe 3.5.3).
A-C: Kontrollzellen (kein Elicitor) 2 min (A), 4 min (B) und 6 min (C)
nach Substratzugabe, bei t =4 min (B) erfolgte der Zusatz von 5 pl neuer
Néhrlosung.

D-F: Zellen nach Elicitorzusatz ( 1pg/ml) 2 min (D), 4 min (E) und 6 min
(F) nach Substratzugabe, bei t =4 min (E) erfolgte der Zusatz des Elicitors
(siche 3.5.2).

Konfokale Aufnahmen nach 3.3.2. Die erhaltenen Fluoreszenzintensitéten

wurden in Magenta konvertiert.
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Abbildung 5-2: Vakuolarer pH-shift in Einzelzellen nach
Elicitorkontakt.

Intakte Zellen wurden 2 h mit 1 pM DM-NERF inkubiert (mikroskopisches
Préparat nach 3.5.1, Elicitorbehandlung nach 3.5.2).

A, B: Kontrollzellen, bei t = 0 min (A) und 2 min (B) nach Zusatz neuer
Néhrlosung;

C, D: Zellen nach Elicitorkontakt, bei t= 0 min (C) und 2 min (D) nach
Zusatz von 1 pg/ml Hefeelicitor. Konfokale Aufnahmen und Erstellung der
pH-Karten (ch3/ch2) nach 3.3.2.
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Abbildung 5-3: Akkumulation von Alkaloiden im
Zellwandbereich nach Elicitorkontakt.

Zellen wurden 2 h mit 1 uM DM-NERF inkubiert (mikroskopisches
Priparat nach 3.5.1).

A, B: Kontrollzellen, beit =0 h (A) und 18 h (B);

C, D: Zellen nach Elicitorkontakt (1 pg/ml), bei t=0h(C) und 18 h (D)
E: Zelle wie in D, 1 min nach Zusatz von 3 M NaCl.

Jedes Bild entstand durch Addition konfokaler Aufnahmen der
Alkaloidfluoreszenz (A, = 580 — 630 nm) und der DM-NERF-
Fluoreszenz (Ayy, = 535 — 555 nm) (siehe 3.3.2).

F: Fluoreszenzspektren (siehe 3.3.2), abgeleitet aus dem Zellwandbereich
(D, =) im Vergleich mit Spektren von Losungen von Chelerythrin (A),
Sanguinarin (B) und Macarpin (C) (10 pg/ml), welche unter gleichen

mikroskopischen Bedingungen bei einer Schichtdicke von 40 pm

aufgenommen wurden.
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Abbildung 5-4: Sequenz Elicitor-ausgeloster Ereignisse in
derselben Ganzzelle.

Intakte Zellen wurden 2 h mit 1 pM DM-NERF inkubiert (mikroskopisches
Praparat nach 3.5.1). Bei t=0 wurden 0,25 uM des fluorogenen Substrats
bis-BODIPY® FL C,,-PC zugesetzt. Bei t = 6 min wurde das
Elicitorpriparat (1 pg/ml) zugesetzt). Konfokale Aufnahmen nach 3.3.2.
A, B: PLA,-Aktivitit; t = 6 min (A) und 8 min (B);

C, D: vakuolérer pH-shift; t = 6 min (C) und 14 min (D);

E, F: Alkaloidbildung; t = 0 h (E) und 20 h (F).
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5.1 Elicitor-ausgeloste Signalereignisse in einer Zellpopulation-statistische
Untersuchungen

Bei der Suche nach Einzelzellen, in welchen die in Abbildung 5-4 dargestellte Sequenz

beobachtet werden konnte, stellte sich heraus, dass die Zellen der verwendeten Suspension

in dieser Hinsicht eine betrdchtliche Heterogenitdt aufweisen. Neben Zellen, die nur eines
oder alle Signalereignisse erkennen lieBen, wurden auch solche gefunden, die in denen keine

Elicitor-ausgeldsten Ereignisse messbar waren. Deshalb wurden im Folgenden Messungen

einer groBeren Population aus verschiedenen Chargen der verwendeten Zellkultur untersucht.

Die Ergebnisse wurden in Form einer Haufigkeitsverteilung vergleichend dargestellt (Abb. 5-

5). Folgende Aussagen konnen getroffen werden:

1. Ein erheblicher Anteil von Zellen zeigte keine Stimulation von PLA, und pH-shift
nach Zusatz von Elicitor. Diese Zellen sind jeweils in Klasse “0" zusammengefasst,
welche auch die Zellen mit scheinbar negativem Elicitoreffekt, das heilt mit kleineren
Messwerten als der Mittelwert der Kontrollzellen, enthalten.

2. Zellen nach Elicitorkontakt zeigen mit hoherer Wahrscheinlichkeit einen Anstieg der
oben genannten Parameter als Kontrollzellen. Elicitorbehandelte Suspensionen
enthielten also deutlich mehr Zellen in Klassen starker Erh6hung der PLA ,- Aktivitét,
des pH-shifts und der Alkaloidfreisetzung.

3. Wenn anstelle der standardméBig verwendeten Elicitorkonzentration von 1 pg/ml
eine Konzentration von 10 pg/ml eingesetzt wurde, kam es zu wesentlich geringeren
Erh6éhungen der PLA,-Aktivitit und des pH-shifts. Dies gilt jedoch nicht fiir die
Alkaloidbildung, welche sowohl bei geringen (1 pg/ml) als auch bei hohen
Elicitorkonzentrationen (10 pg/ml) in etwa in gleichem Malle anstieg (Abb. 5-5).
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Abbildung 5-5: Haufigkeitsverteilungen von PLA,-Aktivitat
(A), vakuolarem pH-shift (B) und Alkaloidproduktion (C) in
verschiedenen Zellpopulationen.

Alle Messwerte stammen aus konfokalen Fluoreszenzbildern (siehe 3.3
und 3.5) und sind nach der Grofe geordnet.

- offene Séaulen: Kontrollzellen (132 Zellen)

- geschlossene Sédulen: 1 pg/ml Elicitor (152 Zellen),

- gestreifte Sdulen: 10 pg/ml Elicitor (75 Zellen).
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In Abbildung 5-6 sind die Ereignisse aus den Histogrammen der Abbildung 5-5 jeweils auf

der Basis einzelner Zellen einander zugeordnet (vgl. Abb. 5-4). Die Daten der Einzelzellen

wurden nach dem Ausmal der ersten Reaktion, das heiflit der PLA,-Aktivierung, geordnet.

Man erkennt:

1.

Eine erste Betrachtung der Ergebnisse zeigt, dass die hier gemessenen Ereignisse
durchaus nicht in allen Zellen vorkommen. Es sind sowohl Zellen auffindbar, die
weder Elicitor-abhéngige PLA,-Aktivierung, pH-shifts, Alkaloidbildung zeigen als
auch solche, in denen nur eines dieser Ereignisse nachgewiesen werden konnte.
Nach Elicitorkontakt ist die Zahl der Zellen, welche eine Aktivierung der PLA,
zeigen, deutlich erhoht, ebenso das durchschnittliche Ausmal} dieser Aktivierung.
Gleiches gilt fiir die Zahl der alkaloidproduzierenden Zellen und das Ausmal} der
Alkaloidbildung. Es sind jedoch unter den Zellen mit fehlender PLA,-Aktivierung
auch starke Alkaloidproduzenten vorhanden. Dies ist ein Hinweis auf einen von der
PLA, unabhéngigen Signalweg zur Alkaloidbildung.

Zellen mit nachweisbarem pH-shift sind auch unter Kontrollbedingungen
nachweisbar, nach Elicitorbehandlung jedoch deutlich hdufiger anzutreffen. Das
Ausmalf} der Phospholipase-Aktivierung elicitierter Zellen korreliert nicht mit der
Starke des pH-shifts und der Menge der Alkaloide. Dies zeigt, dass nicht die Menge
der gebildeten Phospholipid-Spaltprodukte fiir das Ausmall der nachfolgenden
Signalereignisse entscheidend ist, sondern nur ein bestimmter Schwellenwert erreicht
werden muss. Vergleicht man diese Ergebnisse mit den Histogrammen der
Kontrollzellen (kein Elicitorkontakt), so ist offensichtlich, dass in Zellen ohne PLA,-

Aktivierung deutlich seltener pH-shifts gemessen werden konnen.
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Abbildung 5-6: PLA,-Aktivitat, vakuolarer pH-shift und
Alkaloidproduktion verschiedener Zellpopulationen.

Alle Messwerte stammen aus konfokalen Fluoreszenzbildern und sind nach
dem Ausmal} der PLA,-Aktivitdt geordnet. Jede Sdule entspricht einer Zelle
und ist aus PLA,-Aktivitdt (gestreifte Sdulen), vakuolirem pH-shift
(geschlossene Saulen) und Alkaloidproduktion (offene Séulen)
zusammengesetzt.
Ordinate: - PLA,-Aktivitdt: Fluoreszenzeinheiten (Anstieg innerhalb 2 min
nach Elicitorzusatz, 1 pg/ml),
- ApH: pH-shift /pH-Gradient (ApHs/ApHvc) *100,
- Alkaloidakkumulation in der Zellwand: Fluoreszenzeinheiten

/10. “Liicken” reprasentieren Zellen, die keines der drei Ereignisse zeigten.
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5.2 Korrelation von PLA ,-Aktivierung, pH-shift und Alkaloidbiosynthese

Aus Abbildung 5-5 ergeben sich Hinweise auf eine positive Korrelation der Ereignisse

“Phospholipase-Aktivierung”, “pH-shift” und “Alkaloidbildung”. Diese Korrelation ist

offenbar nicht linear, da wie aus Abbildung 5-6 ersichtlich, steigende Phospholipase-

Aktivierungen nicht auch steigende pH-shifts und eine gesteigerte Alkaloidproduktion zur

Folge haben.

Vielmehr deutet sich ein Schwellenwert, das heiflt eine “Ja-Nein”-Beziehung zwischen den

Signalereignissen, an. Ein solcher Zusammenhang ldsst sich statistisch mit dem “exakten Test

nach Fischer” untersuchen [Hartung 2002]. Dabei entstehen durch Auszdhlung der

beobachteten Haufigkeiten der Signalereignisse sogenannte Kontingenztafeln (2x2-Felder-

Tafeln).

Voraussetzung ist die Kenntnis dieses Schwellenwertes, bei dessen Uberschreitung das

Ereignis als eingetreten (“Ja”) gilt. Aus den Erfahrungen zahlreicher Messungen und der

Kenntnis der Empfindlichkeit der verwendeten Messverfahren wurden dabei folgende

Schwellenwerte abgeschitzt, deren Uberschreitung nach Elicitorgabe hiufig nachgewiesen

wurde, und die sich erkennbar von den innerhalb einer Zelle gefundenen Schwankungen

(ohne Einwirkung duBerer Signale) unterschieden (vgl. Abschnitte 2.3 und 3.5):

1. Phospholipase-Aktivitdt: Ein erkennbarer Fluoreszenzanstieg unter den gegebenen
Einstellungen des konfokalen Lasermikroskops (8 Fluoreszenzeinheiten entsprechen
der vollstindigen Spaltung von 0,25 uM markiertem Phospholipid),

2. pH-shift (vakuoldre Alkalisierung) von mindestens 0,05 pH-Einheiten und einer
Dauer von mindestens 3 Minuten,

3. Alkaloidneusynthese: mindestens 55 Fluoreszenzeinheiten pro Zelle (~160 pg/mg
Alkaloid/Trockenmasse).

In Tabelle 5-1 wird die Priifung auf eine Korrelation der Ereignisse “PLA,-Aktivierung” und
“vakuolérer pH-shift” in Zellen mit normaler (Kontrollniveau) und elicitierter Alkaloidbildung

vorgestellt.
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Kontrolle Keine
Alkaloidbildung beobachtet | Alkaloidbildung beobachtet
PLA, - + - +
pH-shift | - 4 - 4 - 48 - 36
PLA, - + - +
pH-shift | + 3 + 3 + 14 + 18

Exakter Test
nach Fischer: P=1,4079
Signifikante Abhangigkeit (¢<0,05): nein

1 ug/ml Elicitor
Alkaloidbildung beobachtet

P=0,2172

nein

Keine
Alkaloidbildung beobachtet

PLA, - + - +
pH-shift | - 12 - 18 - 9 - 16
PLA, - + - +
pH-shift | + 10 + 49 + 10 + 28

Exakter Test
nach Fischer: P =0,0216
Signifikante Abhéngigkeit (¢<0,05): ja

10 pg/ml Elicitor
Alkaloidbildung beobachtet

P =0,5755

nein

Keine
Alkaloidbildung beobachtet

PLA, - "
pH-shift | - 8 - 12

- +

- 5 - 9

PLA, - "
pH-shift | + | 9 n 19

Exakter Test

nach Fischer: P=0,7603

Signifikante Abhéngigkeit (¢<0,05): nein

P=0,6776

nein
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Tabelle 5-1: Modifizierte Kontingenztafeln flr das Auftreten von Signalereignissen
in Einzelzellen.

Die untersuchten Zellen wurden nach dem Auftreten der Signalereignisse (+) und deren Fehlen (-)
bewertet (Kriterien vgl. 3.5.3 - 3.5.5). Die Zahlen geben die Anzahl der Zellen an, in denen das
betreffende Ereignis aufirat. Alle Berechnungen wurden sowohl fiir Zellen mit nachweislicher
Alkaloidbildung (unter mikroskopischen Bedingungen, sieche 3.5.5) und in Zellen ohne
Alkaloidzuwachs (in ~ 20 h) durchgefiihrt. Es wird ersichtlich, dass auf dem 95 %-Niveau nur in den
mit 1 pg/ml behandelten Zellen eine Abhéngigkeit von der PLA,-Aktivitdt und dem pH-shift gesichert
werden kann. Je kleiner der P-Wert, desto wahrscheinlicher ist die Abhéngigkeit der beobachteten
Ereignisse PLA,-Aktivierung und pH-shift.

Die Kontingenztests sagen aus:

1. Fiir die durch den Hefeelicitor (1 pg/ml) ausgeloste Alkaloidbiosynthese besteht eine
positive Korrelation zwischen Phospholipase- Aktivierung und vakuolirem pH-shift;

2. Eine nicht unerhebliche Anzahl von Zellen produziert trotz Elicitorzusatz keine
Alkaloide (Abb. 5-5). In diesem Falle sind PLA,-Aktivierung und vakuolédrer pH-shift
zwar gelegentlich nachweisbar, jedoch nicht miteinander korreliert (Tab. 5-1).

3. Es bestitigt sich, dass die Einwirkung hoher Elicitorkonzentrationen (10 pg/ml)
keine Verschiebung der Histogramme in Richtung von Zellklassen mit erhohter
PLA,-Aktivierung und pH-shift verursachte (Abb. 5-5). Obwohl bei 10 pg/ml Elicitor
die Anzahl alkaloidproduzierender Zellen hoher ist als nach Einwirkung niedrigerer
Elicitorkonzentrationen besteht keine Korrelation zwischen PLA,-Aktivierung und
pH-shift. Es ist also wahrscheinlich, dass hohe Elicitorkonzentrationen die
Alkaloidbiosynthese auf einem anderen Signalweg auslosen als niedrige (1 pg/ml).
Dies bestitigt frithere Ergebnisse, welche fiir hohe Elicitorkonzentrationen einen

anderen Signalweg postulierten [Farber et al. 2003].

5.3 Charakterisierung des Zusammenhangs der Signalereignisse in der Mutante
antisense-G, (TG11)
Zur Erhértung einer sich abzeichnenden Korrelation zwischen PLA,-Aktivierung und pH-

shift erwies sich die Untersuchung einer antisense-G,-Mutante als geeignet. Diese Mutante
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wurde durch biolistische Transformation von Eschscholzia-Zellen mit einem antisense-
Konstrukt des G,-Gens erhalten [Schumann, Lein, Roos, unveréffentlicht]. Frithere Arbeiten
haben gezeigt, dass der Elicitorkontakt zur Aktivierung eines heterotrimeren G-Proteins fithrt
[Roos et al. 1999; Gesell 2001]. Die Vermutung, dass die Phospholipase A, ein Zielprotein

des G-Proteins ist [Roos et al. 1999], konnte bisher jedoch nicht klar bewiesen werden.

Untersuchungen mit Zellsuspensionen (“Schiittelkolben”) zeigten, dass in der antisense-G,-

Mutante der Elicitorkontakt keine Alkaloidbiosynthese ausloste (Abb. 5-7).

Alkaloid [uoimag
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Abbildung 5-7: Alkaloidproduktion der transgenen
Eschscholzia-Linie TG11 nach Elicitorkontakt.

Die Messwerte sind Mittelwerte + SD aus jeweils drei gleichbehandelten
Zellsuspensionen. Experimentelles Vorgehen nach 3.6.

6 voneinander unabhidngige Experimente zeigten gleiche Ergebnisse.

Es stellte sich deshalb die Frage, ob in dieser Mutante auch die Elicitorwirkung auf die
Phospholipase ausgeschaltet ist. Wie aus Abbildung 5-8 hervorgeht, ist dies tatsdchlich der
Fall: im Gegensatz zum Wildstamm stieg die Zahl der Zellen mit aktivierter Phospholipase
nach Elicitorkontakt nicht signifikant an. Die Tabelle 5-2 bestétigt diese Aussage. Dieses
Ergebnis weist darauf hin, dass die PLA, tatsdchlich ein Zielprotein von G, darstellt, und die
PLA,-Aktivitét fiir die Auslosung der Alkaloidsynthese essentiell ist.

Aus Abbildung 5-9 geht hervor, dass in den antisense-G,-Zellen bei fehlender Elicitor-
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Aktivierung der PLA, auch keine Elicitor-ausgelosten pH-shifts (liber Kontrollniveau)
stattfinden. Auch dieser Befund wird durch die Korrelationsanalyse (Tab. 5-2) bestétigt.
Damit ergibt sich ein weiterer wesentlicher Hinweis flir die Verbindung von PLA,-

Aktivierung und pH-shift.

1007
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Abbildung 5-8: PLA,-Aktivitaten von Zellen verschiedener
Populationen nach Elicitorkontakt.

Alle Messwerte stammen aus konfokalen Fluoreszenzbildern (siehe 3.3

und 3.5) und sind nach dem Ausmal der PLA,-Aktivitdt geordnet.

- offene Saulen: TG11 (antisense-G,-transformierte Zellen);

- geschlossene Sdulen: “Wildstamm”.

Jede Saule entspricht einer Zelle, alle Zellen (jeweils 22) wurden mit

1 pg/ml Elicitor behandelt, experimentelles Vorgehen nach 3.5.
“Liicken” représentieren Zellen, die keine PLA,-Aktivitét zeigten.
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Abbildung 5-9: Haufigkeitsverteilungen von PLA,-Aktivitat
(A), vakuolarem pH-shift (B) und Alkaloidproduktion (C) in
verschiedenen Zellpopulationen antisense-G,-
transformierter Zellen.

Alle Messwerte stammen aus konfokalen Fluoreszenzbildern (siehe 3.3
und 3.5) und sind nach der Grofe geordnet.

- offene Sédulen: Kontrollzellen (41 Zellen),

- geschlossene Sédulen: 1 pg/ml Elicitor (22 Zellen),

- gestreifte Sdulen: 10 pg/ml Elicitor (30).
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Kontrolle Keine

Alkaloidbildung beobachtet | Alkaloidbildung beobachtet

PLA, - + - +
pH-shift - 4 - 3 - 7 - 10
PLA, - + - +
pH-shift | + 3 + 4 + 4 + 6

Exakter Test
nach Fischer: P=1,0000 | P=1,0000

Signifikante Abhangigkeit (¢<0,05): nein| nein

1 pg/ml Elicitor Keine
Alkaloidbildung beobachtet | Alkaloidbildung beobachtet

PLA, - + - +
pH-shift - 7 - 1 - 2 - 6
PLA, - + - +
pH-shift | + 2 + 2 + 2 + 0

Exakter Test
nach Fischer: P =0,2364 P=0,1333

Signifikante Abhéngigkeit (¢<0,05): nein| nein

10 pg/ml Elicitor Keine

Alkaloidbildung beobachtet | Alkaloidbildung beobachtet

PLA, - + - +
pH-shift - 3 - 4 - 4 - 11
PLA, - + - +
pH-shift | + 3 + 1 + 1 + 3

Exakter Test
nach Fischer: P =0,5455 P =1,0000

Signifikante Abhéngigkeit (¢<0,05): nein| nein
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Tabelle 5-2: Modifizierte Kontingenztafeln flr das Auftreten von Signalereignissen
in antisense-G_-transformierten Zellen.

Die untersuchten Zellen wurden nach dem Auftreten der Signalereignisse (+) und deren Fehlen (-)
bewertet (Kriterien vgl. 3.5.3 - 3.5.5). Die Zahlen geben die Anzahl der Zellen an, in denen das
betreffende Ereignis aufirat. Alle Berechnungen wurden sowohl fiir Zellen mit nachweislicher
Alkaloidbildung (unter mikroskopischen Bedingungen, sieche 3.5.5) und in Zellen ohne
Alkaloidzuwachs (in ~ 20 h) durchgefiihrt. In keinem Fall konnte eine Abhéngigkeit von der PLA,-
Aktivitdt und dem pH-shift nachgewiesen werden. Je kleiner der P-Wert, desto wahrscheinlicher ist die
Abhéngigkeit der beobachteten Ereignisse PLA,-Aktivierung und pH-shift.

Bei der mikroskopischen Analyse der antisense-G,-Mutante wurden erhebliche pH-shifts
auch in nicht Elicitor-behandelten Zellen gemessen (vgl. Abb. 5-9). Ebenso konnte eine gut
nachweisbare Alkaloidausscheidung in die Zellwand beobachtet werden. Beide Ereignisse
sind jedoch nicht wie im Wildstamm miteinander korreliert. Dies bestitigt erneut, dass es
weitere Signalwege zur Auslosung der Alkaloidbiosynthese gibt, die nicht durch den

Hefeelicitor (1 pg/ml) ausgelost werden.
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6 Schlussfolgerungen

6.1 Ein in-situ-System zur Untersuchung vakuolirer Transportprozesse

Mit der selektiven Permeabilisierung der Plasmamembran kultivierter Zellen von

Eschscholzia californica wurde ein direkter Zugang flir Mikromolekiile (<10 kDa) zum

Tonoplasten geschaffen, ohne die Vakuole aus ihrer makromolekularen, cytoplasmatischen

Umgebung zu entfernen.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erfahrungen belegen in vielfiltiger

Weise die Funktionsfahigkeit der in-situ-Vakuole:

1.

Die Barrierefunktion des Tonoplasten ist gewihrleistet. Dafiir spricht die

Aufrechterhaltung eines Protonengradienten zwischen Vakuole und

Perfusionsmedium, welcher experimentell durch Zusatz der Energiequellen fiir die

Protonenpumpen noch verstéirkt werden konnte (vgl. Abschnitt 4.1). Der Tonoplast

ist impermeabel fiir hydrophile Molekiile, was insbesondere durch die Akkumulation

der aus permeablen Estern freigesetzten und akkumulierten Fluoreszenzderivate

angezeigt wird (Abb. 2-1).

Die in-situ-Vakuolen zeigen mehrere Transportaktivititen, die den aktuellen

Erkenntnissen zur Funktion vakuoldrer Transporter (libereinstimmende Aussagen aus

zahlreichen Studien mit Tonoplastenvesikeln, isolierten Vakuolen,

elektrophysiologischen Daten, pH-Messungen mit *'P-NMR) sehr gut entsprechen:

a. die Akkumulation von Protonen durch selektive Zufuhr der Energiequellen zu
den Protonenpumpen (vgl. Abschnitte 4.1.1; 4.1.2; Abb. 4-1; 4-2; 4-3;4-11),

b. die Wirksamkeit spezifischer Hemmstoffe beider Protonenpumpen, welche
das dynamische Gleichgewicht von Akkumulation und Efflux von Protonen
erkennbar machen (vgl. Abschnitte 4.1.1; 4.1.2; Abb. 4-4; 4-5);

c. die Wirksamkeit kompensierender Mechanismen der pH-Kontrolle, welche
zum Beispiel eine Reakkumulation verlorener Protonen noch in Gegenwart
des Hemmstoffes (Bafilomycin A,, Destruxin B oder Phytoat) ausldsen ;

d. Die Interaktion von V-ATPase und V-PPase auf Aktivitdtsebene (vgl.
Abschnitte 4.1.3; Abb. 4-6);

e. Die Auslosung eines Efflux von Protonen durch Na" (>18 mM) und seine
Hemmung durch Amilorid, welche die Funktion eines Na'/H'-Austauschers

wahrscheinlich macht (vgl. Abschnitt 4.1.4.2; Abb. 4-8);
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f. Die Auslosung eines Efflux von Protonen durch Ca** (>25 uM), welche fiir
die Funktion des Ca**/H'-Austauschers spricht (vgl. Abschnitt 4.1.4.1; Abb.
4-7).

Die giinstigen experimentellen Voraussetzungen der in-situ-Vakuolen ermoglichten die
Entdeckung bisher unbekannter Eigenschaften der vakuoldren pH-Regulation, insbesondere

die Stimulation des Na'/H -Austauschers durch LPC (siche unten).

Nach den bisher gewonnenen Erfahrungen sollte das etablierte in-situ-System eine Vielfalt
weiterer Untersuchungen vakuoldrer Transportprozesse in Einzelzellen ermdglichen, zum
Beispiel von Ca**, Mg, CI und andere, iiber Fluoreszenzindikatoren erfassbare lonen, sowie

andere mikroskopisch detektierbare Biomolekiile.

6.2 Lysolipide als Effektoren des vakuoliren Protonentransports

6.2.1 Strukturelle Voraussetzungen fiir Stimulatoren des Efflux vakuoldrer Protonen

Das in-situ-System erwies sich als ausreichend sensitiv, um unter einer Vielzahl von
getesteten Lipid-Derivaten Effektoren des Protonentransportes am Tonoplasten zu
identifizieren (Tab. 4-1).

Dabei erwiesen sich zwei Molekiilstrukturen als Ausloser eines Efflux von Protonen:

Lysophosphatidylcholin und Diacylglycerol.

1. In Abwesenheit von mikromolaren Ca**-Konzentrationen sind offenbar Molekiile

wirksam, welche folgende Strukturelemente besitzen:

a. Lysophospholipid-Grundstruktur (Fettsdure an C1; -OH an C2);

b. Phosphorylcholin an C3;

c. Kettenldnge und Doppelbindungsmuster der Cl1-Fettsdure haben keinen
wesentlichen Einfluss.

2. In Gegenwart mikromolarer Ca®’-Konzentrationen erwies sich auch DAG als
Ausloser eines Efflux vakuoldrer Protonen. Der Vergleich verschiedener DAG-
Species zeigt, dass auch hier die Spezifitdt der Fettsdureketten fiir die Wirkung nicht
bedeutsam war (vgl. Tab. 4-1). Interessanterweise ist die optimale Ca*'-

Konzentration (ca. 25 pM, Abb. 4-18) in etwa identisch mit der Menge, die bereits
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ohne DAG zur Auslosung eines Protonenefflux fihrt (Abb.4-7B). Dies ist ein
Hinweis, dass die Wirkung des DAG auf eine Aktivierung dieses Austauschers
gerichtet ist, wobei seine Ca’*-Affinitit aber nicht geéindert wird. DAG ist sowohl das
Produkt der Phospholipid-Hydrolyse durch Phospholipase C als auch ein wichtiger
Metabolit im Glycerolipidstoffivechsel [Wakelam 1998; Miege et al. 1999]. Aufgrund
seiner Hydrophobie verbleibt die Verbindung wahrscheinlich stets in Membranen
[Jimenez-Monreal et al. 1998; Miege et al. 1999; Laxalt und Munnik 2002], wo es
durch eine DAG-Kinase zu Phosphatidsdure phosphoryliert werden kann, welche
vermutlich den eigentlichen “messenger” darstellt [van der Luit et al. 2000; Munnik
2001; den Hartog et al. 2001].
Es kann derzeit nicht entschieden werden, ob die erforderliche Ca?'-Konzentration im
Cytoplasma von Eschscholzia californica tatsachlich unter bestimmten Bedingungen erreicht
werden kann. Die Ca**-Konzentrationen im Cytoplasma pflanzlicher Zellen liegen im nicht-
stimulierten Bereich bei ca. 100 - 200 nM [Legaue et al. 1997]. Das Aufireten extrem hoher
Ca*"-Peaks in dem oben genannten Bereich wurde allerdings nach Einwirkung bestimmter
Stressoren in anderen Objekten beschrieben [Ubersichten in Rudd und Franklin-Tong 1999,
Sanders et al. 1999; Malho et al. 1998; McAinsh et al.1998] (vgl. Abschnitt 1.2.3).

6.3 LPC - ein neuer Effektor des Na’/H"-Austauschers?

Die Tatsache, dass durch unphysiologisch hohe Na'-Konzentrationen (halbmaximaler Effekt
bei 18 mM) ein Efflux vakuoldrer Protonen ausgelost wird, der durch Amilorid-Derivate
vollstandig hemmbar ist, spricht fiir die Aktivitdt eines Na'/H -Austauschers in der
Vakuolenmembran (vgl. Abschnitt 4.1.4.2). Antiporter dieses Typs wurden zuerst in
Halophyten gefunden, wo sie offenbar der Entfernung toxischer Na'-Konzentrationen aus
dem Cytoplasma dienen [Glenn et al. 1999; Aspe und Blumwald 2002; Zhu 2002]. Der
iiberzeugendeste Beweis fiir diese biologische Funktion stammt aus Experimenten in denen
ein NHX-Gen in Arabidopsis Uiberexprimiert wurde, wodurch salzresistente Pflanzen

entstanden [Apse et al. 1999].

An den in der vorliegenden Arbeit benutzten in-situ-Vakuolen wurde erstmals gezeigt, dass
in Gegenwart von LPC der Na'/H"-Austausch auch bei den typischen Na'-Konzentrationen

des Cytoplasmas in Eschscholzia californica (um 5 mM) ablaufen kann. Die aktivierende
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Funktion des LPC auf diesen Austauscher besteht also in einer Verminderung der
notwendigen Na'- Konzentration, etwa um den Faktor 10. Im Ergebnis kann der Na"/H"-
Transporter zur Generation von pH-Signalen unter physiologischen Bedingungen benutzt
werden. Dieser durch LPC bewirkte “Funktionswandel” des Austauschers erdffnet neue
Moglichkeiten zum Verstdndnis der Funktionen dieses Transportsystems, da auch
Glycophyten solche Transporter aufweisen. Beispielsweise wurden im Arabidopsis-Genom
bis jetzt 7 Na'/H'-Austauscher-kodierende Gene gefunden [Axelsen und Palmgren 2001;
Blumwald 2000].

Auch in Sdugetierzellen gibt es Hinweise auf Na'/H'-Austauscher als Ausléser von
intrazelluldren pH-shifts im Signaltransfer, zum Beispiel bei der Regulation des Wachstums

[Hesketh et al. 1985; Grinstein et al. 1989].

Der Mechanismus, durch welchen LPC die Na'-Abhéngigkeit des Antiporters verandert, ist
noch unklar. Eine Proteinphosphorylierung an Ser/Thr kann ausgeschlossen werden, wie aus
der fehlenden Hemmwirkung von Staurosporin (10 uM) hervorgeht.

Ebenso ist eine Beteiligung von Ca®" unwahrscheinlich, da Ca**-Zusatz, wie seine

Komplexierung durch Ca**-Chelatoren von BAPTA-Typ keinerlei Effekt zeigte (Abb. 4-14).

Damit ist die Wirkung von LPC auf den Na'/H"-Transport von einer anderen Qualitét als der
bekannte stimulierende Einfluss dieser Verbindungen auf die P-ATPase der Plasmamembran
[Palmgren et al. 1988; Palmgren und Sommarin 1989; Pedchenko et al. 1990]. Diese
Protonenpumpe wird durch den Einfluss von LPC Ca**-abhiingig phosphoryliert [Martiny-
Baron und Scherer 1989; Scherer et al. 1993; Hanju et al. 1996]. In Tonoplastenvesikeln von
Cucurbita pepo konnte eine Aktivierung der V-ATPase durch LPC gemessen werden
[Martiny-Baron und Scherer 1989]. Dazu waren jedoch deutlich hohere LPC-
Konzentrationen (>5 pM) erforderlich als bei der hier gefundenen Aktivierung des Na'/H'-
Austauschers, so dass detergens-dhnliche Wirkungen nicht mehr auszuschlieBen sind. Im
Augenblick ist eine direkte Interaktion des LPC mit dem Na'/H'-Austauscher
wahrscheinlicher als eine indirekte Wirkung, zum Beispiel iiber eine Protein-

Phosphorylierung.
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Von einigen tierischen Zellen ist bekannt, dass Na'/H'-Transporter durch verschiedene
Adenylate allosterisch aktiviert werden [Demaurex et al. 1997; Cabado et al. 1996;
Aharonovitz et al. 1999]. Dieser Adenylat-Effekt ist wahrscheinlich auf die Stabilisierung
spezifischer Konformationen des Transporters (3-D-motifs) zuriickzufiihren [ Wakabayashi
et al. 1992; Dibrov et al. 1998].

An in-situ-Vakuolen von Eschscholzia californica wurde erstmals in Pflanzenzellen ein
stimulierender Effekt nicht-hydrolysierbarer Adenylate auf den Na'-ausgelosten
Protonenefflux gefunden (Abb. 4-9). In Gegenwart von LPC war die stimulierende Adenylat-
Wirkung nicht mehr nachweisbar (Abb.4-10). Es ist also gut vorstellbar, dass LPC und die

Adenylate einen gemeinsamen Angriffspunkt haben.

Eine zusammenfassende Betrachtung der Charakteristika der LPC-Wirkung macht deutlich,
dass eine unspezifische, detergensdhnliche Storung der Membranfunktion nicht die
Grundlage der Stimulation des Na'/H'-Austauschers sein kann. Dies zeigt sich besonders in
der Abhidngigkeit von der Na'-Konzentration, der Reversibilitdt und Strukturspezifitdt der
LPC-Wirkung. Eine Storung der Barriere-Funktion des Tonoplasten wiirde aulerdem zum
Auslaufen der akkumulierten pH-Sonden fiihren, wie sie bei klassischen Detergenzien auch

beobachtet wurde (vgl. Abschnitt 4.3.1).

6.4 Ist der LPC-stimulierte Na*/H"-Austausch ein Signalschritt zur Auslosung der
Alkaloidbiosynthese?

Das experimentelle System der permeablen Zelle erlaubte zwar in-situ-Messungen von

Protonenfluxen an der Vakuole, aber keine Alkaloidbiosynthese. Die Frage, ob der in-situ

gefundene Effekt des LPC tatsdchlich ein Signalschritt zur Auslosung der

Benzophenanthridin-Biosynthese ist, konnte daher nur in intakten Zellen untersucht werden.

Die erhaltenen Daten sprechen klar fiir die Einbeziehung des LPC-Effektes auf den

vakuoldren Protonentransport in die Signalkette:

1. Die in Abbildung 5-5 vorgestellten Experimente zeigen eine gute Korrelation
zwischen einer elicitorausgelosten PLA,-Aktivierung und einem transienten Anstieg
des vakuoldren pH. Dabei ist bemerkenswert, dass diese Korrelation nur fiir ca. 30 %
aller Zellen einer Suspension gilt, das heiflt, diese Zellen zeigen alle der oben

genannten Signalereignisse.
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2.

Diese Beziehung wird vor allem durch Messungen mit der antisense-G,-Mutante
unterstiitzt (Abb.5-9), welche nach dem Ausfall der Elicitor-Aktivierung der PLA,
auch einen Ausfall des Elicitor-verursachten pH-shifts zeigt.

Fiir den Effektor LPC kann es als sehr wahrscheinlich gelten, dass die erforderliche
Konzentration zur Auslosung des Protonenefflux (halbmaximaler Effekt bei ca. 0,6
pM; Sittigung bei ca. 1,0 pM; Abb. 4-13) in Elicitor-behandelten Zellen tatsichlich
erreicht wird: Fiir das Molekiil LPC 18:2 wurde durch MALDI-TOF-MS-Messungen
ein transienter Anstieg des zelluldren Gehalts ermittelt, welcher ungeféhr eine 1,9 pM
Losung im geschétzten cytoplasmatischen Volumen ergeben wiirde [ Viehweger et al.
2002].

Ein linearer Zusammenhang zwischen dem AusmaBl der PLA-Aktivitdt
(Fluoreszenzanstieg) und dem Ausmall der Alkalisierung der Vakuole existiert
offenbar nicht (Abb.5-6). Wahrscheinlich spielt die “Signatur” des pH-shiftes eine
wichtigere Rolle in der Signaltransduktion als seine Amplitude (vgl. Abschnitt 1.3.2).
Sehr wahrscheinlich ist dabei die Uberschreitung des Grenzwertes von ca. 0,2 pH-
Einheiten noch nicht ausreichend, sondern es ist auch eine Mindestdauer von 3 min
erforderlich. Andererseits fiihrten zu starke cytoplasmatische Ansduerungen mit
permeablen Sduren, wie Butter- oder Pivalinsdure, in vielen Experimenten mit
Eschscholzia-Suspensionskulturen nicht zu einer Steigerung der Phytoalexin-
Produktion [S. Evers; Z. Angelova, persdnliche Mitteilungen]. Ahnliche Ergebnisse
wurden auch in anderen Pflanzenspezies gefunden (vgl. Abschnitt 1.3.4.5) [Lapous

et al. 1997].

Die Eignung des LPC fiir eine Funktion als intrazelluldrer messenger liegt auch in seiner

schnellen Beweglichkeit im Cytoplasma und in seinem schnellen turnover begriindet.

Abbildung 2-6 zeigt, dass fluoreszenzmarkiertes, extern zugesetztes LPC bereits nach 2 min

den Tonoplasten erreicht. Ahnliche Kinetiken wurden auch fiir die Lyso-Lipid-Verteilung

zwischen endoplasmatischem Retikulum und Chloroplasten beschrieben (< 1 min) [Moreau

et al. 1998]. Der intrazelluldre messenger LPC wird nicht in die Vakuole aufgenommen (Abb.

2-6). Eine hohe Kapazitidt cytoplasmatischer Acyltransferasen katalysiert eine rasche

Reacylierung zu Phosphatidylcholin [W. Schwartze, personliche Mitteilung], so dass der

Anstieg des LPC-Gehalts transient bleibt. Dies ist eine wesentliche Eigenschaft eines

Signalmolekiils (vgl. Abschnitt 1.2.1).
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6.5 Niedrige und hohe Elicitorkonzentrationen initiieren verschiedene Signalwege zur
Alkaloidbildung

I. Niedrige Elicitorkonzentrationen (1 pg/ml)

Die Summe der im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Resultate l4sst eine Folge miteinander
verbundener Signalereignisse erkennen, die nach dem Kontakt mit Elicitorkonzentrationen
um | pg/ml(bezogen auf das verwendete Priparat nach Schumacher et al. [1987]) ausgelost
werden. Die hier untersuchten Signalereignisse ordnen sich gut in die folgende Sequenz ein
[Roos et al. 1998; Roos et al. 1999; Viehweger et al. 2002].

a. Aktivierung einer G-Protein kontrollierten PLA, an der Plasmamembran,
Bildung von LPC und Fettsduren:

In Vesikeln der Plasmamembran wurde die Aktivierung der GTP-Bindung und der PLA -
katalysierten Phospholipid-Spaltung sowie der Anstieg von LPC-Derivaten nachgewiesen. In
Ganzzellen ldsst sich der Anstieg der PLA,-Aktivitit mittels fluorogener Substrate
mikroskopisch quantifizieren, der in dieser Arbeit erstmals mit konfokaler Auflosung
nachvollzogen wurde (Abb. 5-1). In Suspensionen von Ganzzellen wurde ein transienter
Peak der LPC-Spezies LPC 18:2 und LPC 16:0 massenspektrometrisch gezeigt.

b. Die Aktivierung eines Na'/H'-Austauschers am Tonoplasten:

Der Efflux von Protonen aus dem vakuoldren Pool wurde in-situ demonstriert. LPC
verschiebt das vakuoldre Protonengleichgewicht transient zur Seite des Efflux. Dafiir sind
cytoplasmatische Na'-Konzentrationen von ca. 2 mM ausreichend (vgl. Abschnitt 4.3.2.2).
Kompensierende Mechanismen (wahrscheinlich iiber das Membranpotential kontrolliert)
filhren zur Reakkumulation der ausgetretenen Protonen.

c. Der resultierende pH-shift im Cytoplasma flihrt zu downstream-Ereignissen,
in deren Folge die Biosynthese der Benzophenanthridin-Alkaloide induziert
wird:

Die molekularen Details dieses Teils der Signalkette sind bisher unbekannt. Bereits bekannte
Ergebnisse wiesen darauf hin, dass folgende Signalkomponenten beteiligt sind:
1. die Neubildung von Proteinen und das Verschwinden vorhandener
Proteine [Farber 2002];
ii. die Tyr-Phosphorylierung spezifischer Proteine [S. Evers, personliche
Mitteilung].
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In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass diese drei Ereignisse in derselben
Zelle visualisiert werden konnen (Abb. 5-4). Zugleich wurde deutlich, dass nur etwa 30 %

aller Zellen der verwendeten Suspension an diesem Signalweg teilnehmen.

2. Hohe FElictorkonzentrationen (10 pg/ml)
Der Kontakt mit Elicitorkonzentrationen von 10 pg/ml fiihrt ebenfalls zur Auslosung der
Alkaloid-Biosynthese (mit nur geringfligig erhohter Bildungsrate), jedoch kommen weitere
Ereignisse hinzu, die bei Elicitorkonzentrationen um 1pg/ml nicht beobachtet werden [Roos
et al. 1998; Farber et al. 2003].:

a. Das browning der Kultur, das heifit die Bildung von Polyphenolen;

b. Die Alkalisierung des AuBenmediums;

c. Der Anstieg der Jasmonat-Konzentration.

Diese Anstiege sind typisch fiir die aus vielen Pflanzenspezies bekannte, ubiquitére
Signalkaskade der Pathogenabwehr, welche iiber komplexe Abldufe zur hypersensitiven
Reaktion fiihrt [Ubersichten u.a. in Somssich und Hahlbrock 1998; Heath 2000; Thomma et
al. 2001; Kunkelund Brooks 2002]. Ein zentrales Ereignis dieses Signalweges ist die Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies (oxidative burst) [Lamb und Dixon 1997], deren Beteiligung auch
in Eschscholzia nach Kontakt mit hohen Elicitorkonzentrationen gezeigt wurde
(Ausschaltung des brownings durch Katalase) [Roos et al. 1998].

Die hier vorgestellten Arbeiten zeigen ebenfalls klare Besonderheiten bei der Reaktion von
Einzelzellen auf hohe Elictorkonzentrationen, welche sich deutlich von den durch 1 pg/ml

ausgelosten unterscheiden (vgl. Abschnitt 5.2):

a. Es erfolgt kein oder nur ein wesentlich geringerer Anstieg der PLA,-
Aktivitat.

b. Es werden keine oder wesentlich weniger pH-shifts ausgeldst.

c. Es ergibt sich demzufolge keine Korrelation dieser beiden Ereignisse mit der

Auslosung der Alkaloidbiosynthese.
Diese Daten sprechen deshalb fiir die Existenz eines Signalweges, der auf einem alternativen
Weg, ohne Einbeziehung des hier untersuchten pH-shifts, die Expression des
Alkaloidstoffwechsels auslost. Dieser Weg schlieB3t offenbar das Stress-Hormon Jasmonat als

“second messenger” ein [Gundlach et al. 1992; Haider et al. 2000]. Dafiir sprechen auch
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aktuelle Daten der hier verwendeten Zellsuspension, die eine Differenzierung beider

Signalwege iiber selektive Desensibilisierungs-Mechanismen zeigen [Férber et al. 2003].
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7 Zusammenfassung (Inhalt der Thesen)

1.

Der Kontakt von Zellsuspensionskulturen von Eschscholzia californica mit einem

Pilz-Elicitor (Glycoprotein-Fraktion aus Béckerhefe) 10st die Bildung von

Benzophenanthridin-Alkaloiden aus. Ein intermedidrer Signalschritt nach

Elicitorkontakt ist der Efflux von Protonen aus der Vakuole, welcher zu einer

transienten Ansduerung im Cytoplasma fiihrt.

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die Suche nach einem Mechanismus fiir

den Efflux vakuoldrer Protonen und seines Zusammenhanges mit anderen

Signalereignissen bei der Auslosung der Alkaloidbiosynthese. Dazu wurde ein in-situ-

System zur Untersuchung vakuoldrer Protonenfluxe entwickelt, welches folgende

Charakteristika aufweist:

a.

Durch osmotische und Temperatur-Schocks konnte eine Permeabilisierung
der Plasmamembran fiir Mikromolekiile herbeigefiihrt werden, ohne dass
Detergenzien notwendig waren.

Nach der Permeabilisierung ist das Zellinnere fiir Molekiile <40 kDa
zugénglich. Der Verlust intrazelluldrer Proteine war nur sehr gering bzw.
nicht nachweisbar.

Der direkte Zugang fiir Mikromolekiile ermoglichte die Einstellung einer
definierten Ionenzusammensetzung in der Umgebung der Vakuole und die
selektive Benutzung von Energiequellen und Hemmstoffen der vakuolédren
Transportsysteme. Mit Hilfe der konfokalen pH-Topographie konnte eine
kontinuierliche Aufzeichnung des vakuoldren pH-Werts unter
Perfusionsbedingungen erreicht werden. Damit wurde gezeigt, dass die
Protonenpumpen des Tonoplasten, das heilt die V-ATPase und die V-PPase,
funktionell intakt waren und &hnliche Protonenakkumulationen auslosen
konnten wie in Ganzzellen. AuBlerdem wurden nach der Etablierung eines

Protonengradienten Na'/H'- und Ca*’/H"-Austauschvorginge gemessen.

Das in-situ-Testsystem ermoglicht die Priifung von Mikromolekiilen mit Wirkung auf

den vakuoldren Protonentransport. Nachdem unsere Arbeitsgruppe die

Elicitoraktivierung einer Phospholipase A, gezeigt hat, wurden Phospholipide und
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ithre Spaltprodukte als Testsubstanzen ausgewdhlt. Unter diesen wurden mit
Lysophosphatidylcholin und Diacylglycerol zwei bisher unbekannte Effektoren
entdeckt, welche einen Efflux vakuolarer Protonen ausldsen.

4. Das Signalmolekiil LPC 16st bei Konzentrationen <1 uM einen Na'-abhéngigen,
transienten Verlust vakuolédrer Protonen aus. Ein solcher Efflux kann auch durch
Na'-lTonen im Konzentrationsbereich >20 mM bewirkt werden. In Gegenwart von
LPC sinkt die erforderliche Na'-Konzentration auf etwa 2 mM, das heift, ein
Na'/H"-Austausch ist bei den typischen Na’-Konzentrationen des Cytoplasmas (um
5 mM in Eschscholzia-Zellen) moglich. Alle Austauschvorginge werden durch das
Amilorid-Derivate vollstéandig inhibiert. Dies spricht fiir die Beteiligung eines Na'/H"-
Antiports (NHX), fiir den bisher nur in salztoleranten Pflanzen eine Funktion bei der
Entgiftung toxischer Na'-Konzentrationen gefunden wurde. LPC verwandelt also
diesen Antiporter in einen Generator fiir pH-shifts. Dieser Funktionswandel des
Na'/H"-Austauschers von der Na'-Homdostase in Halophyten zur Generierung von

pH-shifts mit Signalcharakter konnte erstmals in Pflanzenzellen gezeigt werden.

5. Zur Auslosung eines pH-shiftes durch Diacylglycerol waren hohe Ca®'-
Konzentrationen (ca. 25 pM) erforderlich. Bisher ist nicht bekannt, ob diese
Konzentrationen unter bestimmten Bedingungen im Cytosol der Eschscholzia-Zellen

erreicht werden.

6. In Zellsuspensionen konnten die nach Elicitorkontakt (1 pg/ml) auftretenden
Signalereignisse: Aktivierung einer Phospholipase A,, pH-shift (Efflux von Protonen
aus der Vakuole) und Alkaloidbiosynthese (Akkumulation in der Zellwand) jeweils in
derselben intakten Zelle durch konfokale Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen und
semiquantitativ gemessen werden. Dabei wurde eine positive Korrelation zwischen
der Aktivierung der Phospholipase A,, dem pH-shift und der Alkaloidbildung
gefunden. In einem antisense-G,-Zellstamm wurden nach Elicitorkontakt keine
Benzophenanthridin-Alkaloide neu gebildet. Diese Zellen zeigten auch keine

Aktivierung der Phospholipase A,.

7. Zusammen betrachtet sprechen die Ergebnisse fiir eine durch den Elicitorkontakt
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(1 p/ml) ausgeloste Signalkette, welche folgende Schritte einschlief3t:
a. Aktivierung einer Phospholipase A, und Bildung des Signalmolekiils LPC,

b. Efflux vakuoldrer Protonen, die eine cytoplasmatische Azidifizierung
auslosen,
C. Expression der Biosynthese von Alkaloiden.
2. Bei der Verwendung hoher Elicitorkonzentrationen (10 pg/ml) wurde eine

Alkaloidbiosynthese beobachtet, welche keine Korrelation zwischen Phospholipase
A, und pH-shift aufwies. Dies spricht fiir die Existenz eines Signalweges, welcher

von den hier vorgestellten Signalereignissen unabhéngig ist.
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9 Abkiirzungsverzeichnis

AMP-PNP Adenosin-5'"-(3,y-imido)triphosphat
AtNHX Na'/H" Austauscher in Arabidopsis thaliana
BAPTA Glycin-N,N'-(1,2-ethandiylbis(oxy-2,1-phenylen))bis(N-

(carboxymethyl))-, tetrakaliumsalz

BAPTA-AM Glycin- N,N'-[1,2-ethandiylbis(oxy-2,1- phenylen)]bis[ N-
[2-[(acetyloxy) methoxy]-2-oxoethyl]]-,
bis[(acetyloxy)methyl] ester

BCECF 2',7'-bis-(2-carboxyethyl)5(und- 6-)-carboxyfluorescein
bis-BODIPY®- FL C,;- PC  1,2-bis-(4,4-difluoro-5,7-dimethyl-4- bora-3a,4a-diaza-s-

indacene-3- undecanoyl)-sn-glycero-3- phosphocholin

BTP 1,3-Bis|[tris(hydroxymethyl)methylamino Jpropan
CAM Crassulacaen acid metabolism

CCD charged coupled device

ch Channel (Kanal)

CFDA-AM 5-carboxyfluorescein diacetat, acetoxymethyl ester
CF 5-(und-6)-carboxyfluorescein

CLSM Confocal Laser Scanning Microscopy

CMFDA 5-Chloromethylfluorescein diacetat

cSNARF-1 Carboxy-seminaphtorhodafluor; Spiro[ 7H-

benzo[c]xanthen-7,1'(3H) isobenzofuran]-ar'-carboxyl
sdure, 3-(acetyloxy)-10-(dimethylamino)-3'-oxo- ,

(acetyloxy)methyl ester

CTAB Hexadecyltrimethylammoniumbromid

DAG Diacylglycerol

DCCF 5-(und 6-)-Carboxy-2',7'-dichlorofluorescein
DCMF 5-(und 6-)-Carboxy-4',5'-dimethylfluorescein

DMA N,N- Dimethylamilorid
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DM-BAPTA-AM

DM-NERF

DMSO

EL1, EL2
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EIPA
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(GleNAc),; (GleNAc),
GSH

HEPES

HPTLC

HMGR

LPA

LPC

LPE

LPI

LPS

LS-P
MALDI-TOF-MS

MAP-Kinase
MES

MIA

MOPS

Glycin-N,N'-[1,2-ethandiylbis[oxy(4-methyl-2,1-

phenylen)]]bis[ N-(carboxymethyl)-bis[ (acetyloxy)methyl]

ester

5-(und-6)carboxy-2',7'-dimethyl-3'hydroxy-6'-N-

ethylaminospiro[isobenzofuran-1(3H),9'-(9H)xanthen]-3-

on
Dimethylsulfoxid

Elicitor-responsive genes

5,8,11,14-Eicosatetrainsdure
5-(N-Ethyl-N-isopropyl)amilorid
Fluorescence-Lifetime-Imaging-Microscopy
Fluorescence- Recovery-After-Photobleaching
N-Acetylchitooligosaccharide

reduziertes Glutathion
N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N'-[2-ethanesulfonsiure]
High performance thin layer chromatography
3-Hydroxy-3-methylglutaryl-coenzym-A-reductase
Lysophosphatidsdure

Lysophosphatidylcholin

Lysophosphatidylethanolamin
Lysophosphatidylinositol

Lysophosphatidylserin

Néhrmedium nach Linsmaier und Skoog ohne PO,*

Matrix-assisted laser desorption and ionizationtime-of-

flight mass spectrometry
Mitogen-activated-protein kinase
2-Morpholinoethansulfonséure
5-N-Methyl-N-Isobutylamilorid

Morpholinopropansulfonsaure
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NHE

NMR
Nod-Faktoren
PAL

PC

PEP

PLA,

PMT

RSA

SBFI

TG11

ApH/ApH,,

Na'/H" Austauscher in Sdugetierzellen

Nuclear magnetic resonance spectroscopy
Nodulations-Faktoren (Lipochitooligosaccharide)
Phenylalaninammoniumlyase

Phosphatidylcholin

Phosphoenolpyruvat

Phospholipase A,

Photomultiplier

Rinder-Serum-Albumin

Sodium-binding benzofuran isophthalate; [1,3-
Benzendicarboxylsiure, 4,4'-[1,4,10-trioxa-7,13-
diazacyclopentadecan-7,13-diylbis(5- methoxy-6,2-
benzofurandiyl)bis-, tetraammonium salz]
transgene Zellinie (antisense-G,-Mutante von
Eschscholzia californica)

pH-shift/pH-Gradient zwischen Vakuole und

Perfusionsmedium zum Zeitpunkt des Effektor-Zusatzes
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Regulation des cytoplasmatischen pH durch metabolische

Vorgénge (modifiziert nach [Sakano 2001]).

Visualisierung des Permeabilisierungsverfahrens zur Herstellung

von in-situ-Vakuolen.

Charakterisierung des Permeabilisierungsgrades der

Plasmamembran durch Fluoreszenz-markierte Dextrane.

Kalibrierung der pH-Abhéngigkeit der Fluoreszenzquotienten von

Carboxyfluorescein (A) und DM-NERF (B).

Kalibrierung der Na'-Abhéingigkeit der Fluoreszenzintensitit von

Sodium Green™.,

Veranderung des Na'-Gehaltes von in-situ-Vakuolen durch

Gramicidin D oder Nigericin.

Zelluldre Verteilung des BODIPY ®-markierten Ether-
Lysophospholipides BELPC.

Mikroskopische Lokalisation der Benzophenanthridin-Alkaloide

in der Zellwand-Region.
Skizze der Zellpraparation fiir die konfokale Laser-Mikroskopie.

Erhohung der Protonenkonzentration von in-situ-Vakuolen

wihrend der Perfusion mit 1 mM MgATP.
ATP-abhdngige Azidifizierung von in-situ-Vakuolen.
Abhédngigkeit der initialen Azidifizierungsrate von in-situ-
Vakuolen von der MgATP oder MgPP-Konzentration.
Efflux von Protonen aus in-situ-Vakuolen, Einfluss von
Inhibitoren der V-ATPase.

Efflux von Protonen aus in-situ-Vakuolen, Einfluss von
Inhibitoren der V-PPase.

Azidifizierungsrate von in-situ-Vakuolen bei Variation der

Energiequellen.
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Abbildung 4-19

Abbildung 5-1
Abbildung 5-2

Abbildung 5-3

Abbildung 5-4

Efflux von Protonen aus in-situ-Vakuolen, Einfluss von Ca*'-

Jonen.

Efflux von Protonen aus in-situ-Vakuolen, Einfluss von Na'-
Ionen.

Efflux von Protonen aus in-situ-Vakuolen, Einfluss von
Adenylaten.

Efflux von Protonen aus in-situ-Vakuolen, Einfluss von LPC.

ATP-abhingige Azidifizierung von in-situ-Vakuolen und
nachfolgender Efflux von Protonen, Einfluss von LPC.

Efflux von Protonen aus in-situ-Vakuolen, Einfluss verschiedener
Lysophospholipide.

LPC-ausgeloster Efflux von Protonen aus in-situ-Vakuolen,
Abhingigkeit von der LPC-Konzentration.

LPC-ausgeloster Efflux von Protonen aus in-situ- Vakuolen in

Gegenwart des Ca*"-Chelators DM-BAPTA.

Efflux von Protonen aus in-situ-Vakuolen, ausgelost durch

sukzessiven Zusatz von LPC und NaCl.

Efflux von Protonen aus in-situ-Vakuolen, Einfluss von Na'-

Tonen und LPC.

Inhibition des durch LPC + Na" ausgelosten Efflux vakuoldrer

Protonen durch EIPA.
Efflux von Protonen aus in-situ-Vakuolen, ausgelost durch DAG.

DAG-ausgeloster Efflux von Protonen aus in-situ-Vakuolen,

Abhingigkeit von der DAG-Konzentration.
PLA,-Aktivitdt in Einzelzellen nach Elicitorkontakt.
Vakuoldrer pH-shift in Einzelzellen nach Elicitorkontakt.

Akkumulation von Alkaloiden im Zellwandbereich nach

Elicitorkontakt.

Sequenz Elicitor-ausgeloster Ereignisse in derselben Ganzzelle.
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Abbildung 5-5

Abbildung 5-6

Abbildung 5-7

Abbildung 5-8

Abbildung 5-9

Tabelle 4-1

Tabelle 5-1

Tabelle 5-2

Hiufigkeitsverteilungen von PLA,-Aktivitét (A), vakuoldrem pH-
shift (B) und Alkaloidproduktion (C) in verschiedenen
Zellpopulationen.

PLA,-Aktivitét, vakuoldrer pH-shift und Alkaloidproduktion
verschiedener Zellpopulationen.

Alkaloidproduktion der transgenen Linie TG11 nach
Elicitorkontakt.

PLA,-Aktivitdten von Zellen verschiedener Populationen nach
Elicitorkontakt.

Hiufigkeitsverteilungen von PLA,-Aktivitét (A), vakuoldrem pH-
shift (B) und Alkaloidproduktion (C) in verschiedenen

Zellpopulationen antisense-G,-transformierter Zellen.

Effekt von Phospholipiden, Lysolipiden und @hnlichen

Verbindungen auf den vakuoldren pH-Wert in-situ.
Modifizierte Kontingenztafeln fiir das Auftreten von
Signalereignissen in Einzelzellen.

Modifizierte Kontingenztafeln fiir das Auftreten von

Signalereignissen in antisense-G,-transformierten Zellen.
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