elektronisches
dokument

AKktivitit und Regulation von Phospholipase A, in der Plasmamembran von
Eschscholzia californica

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades
doctor rerum naturalium (Dr.rer.nat.)

vorgelegt der

Mathematisch-Naturwissenschaftlich-Technischen Fakultdt
(mathematisch-naturwissenschaftlicher Bereich)
der Martin-Luther-Universitdt Halle/ Wittenberg

von Herrn Diplombiochemiker Batsuch Dordschbal
geb. am 16.12.1969 in Ulangom (Mongolei)

Gutachter:

1.Prof. Dr. Werner Roos Halle/Saale

2.Prof. Dr. Renate Ulbrich-Ho ffmann Halle/Saale
3.Prof. Dr. Giinther Scherer Hannover

Halle/Saale, Dezember 2002
verteidigt am 20.03.2003

urn:nbn:de:gbv:3-000005293
[http://nbn-resolving.de/urn/resolver.pl 2urn=nbn%3A de%3A gbv%3A 3-000005293)]



Inhaltsverzeichnis 1

Inhaltsverzeichnis
Abkiirzungen 1A%
1. EINLEITUNG 1
1.1. Signaltransfer bei der Auslosung der pflanzlichen Pathogenabwehr 1
1.2. Spezifitit der Phospholipasen und ihre Vorkommen in Pflanzen 3
1.3. Phospholipasen im Signaltransfer der pflanzlichen Pathogenabwehr 5
1.3.1. Phospholipase A, 6
1.3.2. Phospholipase C 7
1.3.3. Phospholipase D 8
1.4. Das Modellsystem der vorliegenden Arbeit: Suspensionszellkultur von
Eschscholzia californica/Hefeelicitor 9
L.5. Zielstellung der vorliegenden Arbeit 10
2. MATERIAL UND METHODEN 11
2.1. Kultivierung der Zellsuspensionen von Eschscholzia californica 11
2.2. Préparation von Plasmamembranvesikeln 12
2.2.1. Ernte von Zellsuspensionen 12
2.2.2. Préparation des mikrosomalen Pellets (MP) 12
2.2.3. Plasmamembranreinigung durch die Verteilung imwisserigen Zweiphasensystem
12
2.2.4. Pufferlésungen fiir die Préparation der Plasmamembranvesikel 13
2.2.5. Saccharosegradientenzentrifugation 14
2.3. Markerenzyme fiir die Charakterisierung von Plasmamembranen 15
2.3.1. Bestimmung von ATPase-Aktivititen 15
2.3.2. Bestimmung der Cytochrom-c-Oxidaseaktivitit 15
2.3.3. Bestimmung der NADPH-Cytochrom-c-Reduktaseaktivitit 15
2.4. Fluorometrische Bestimmung der PLA,-Aktivitét 16
2.5. Analytische und quantitative Diinnschichtchromatographie 16
2.5.1. Herstellung von fluoreszenzmarkierten Phospholipase-digests 17
2.5.2. Extraktion der Phospholipide fiir die HPTLC 17
2.5.3. Detektion fluoreszierender Phospholipide in der HPTLC 18
2.54. Quantifizierung fluoreszierender Phospholipide in der HPTLC 18
2.5.5. Ermittlung der optimalen Substratkonzentration fiir die Messung der PLA,-
Aktivitét in Zellsuspensionen 19

2.5.6 Detektion postchromatographisch geférbter, genuiner Phospholipide 20



Inhaltsverzeichnis 11

2.6.
2.6.1.

2.6.1.1.
2.6.1.2.
2.6.1.3.

2.7.

2.7.1.
2.7.2.
2.7.3.
2.7.4.
2.7.5.
2.8.

3.

3.1.
3.1.1.

3.2
3.2.1.

3.2.1.1.
3.2.1.2.
3.2.1.3.

3.2.2.

3.2.3.
3.2.4.

3.24.1.
3.2.4.2.

3.2.5.
3.3.

3.3.1.
3.3.2.

3.3.2.1.
3.3.2.2.
3.3.2.3.
3.3.2.4.

Ermittlung der Massenspektren von Phospholipiden 20
Phospholipidextraktion fiir die Analyse mit MALDI-TOF- MS 21
Phospholipidextraktion aus den Plasmamembranvesikeln 21
Phospholipidextraktion aus Zellsuspensionen nach Elicitor-Behandlung 21
Gewinnung einer Lysophosphospholipid-Fraktion aus der Plasmamembran 21
Sonstige Methoden 22
Proteinbestimmung 22
Bestimmung der Vesikelgrofie 22
Bestimmung von Benzophenanthridin-Alkaloiden 22
Einschluf3 von Glutathion in den Vesikeln durch Elektroporation 22
Bestimmung von Glutathion 23
Chemikalien und Gerite 24
ERGEBNISSE UND DISKUSSION 25

Ubersicht der verwendeten Methoden zur Reinigung der Plasmamembranen25
Optimierung der Reinigung der Plasmamembranen im wésserigen

Zweiphasensystem 26
Charakterisierung von Plasmamembranen 28
Markerenzymaktivitdten 28
H'-ATPase der Plasmamembranen (P-ATPase) 28
Cytochrom-c-Oxidase 31
Antimycin-insensitive NADPH-Cytochrom-c-Reduktase 32
Bewertung der Markerenzymaktivitidten der im Zweiphasensystem

gereinigten Plasmamembranvesikel 32
Saccharosegradienten 33
Versuche zur Erhohung der Reinheit der Plasmamembran 34
Kombination der Saccharosegradienten und des Zweiphasensystems 34
Wechsel des Osmotikums im Zweiphasensystem 34
Bestimmung der Grof3e von Plasmamembranvesikeln 36
Identifizierung von PLA,-Aktivitat 37
Ubersicht der verwendeten Substrate und MeBverfahren 37
Aktivitdtsmessungen der PLA, mit fluorogenen BODIPY-Phospholipiden 41
Effekte von Losungsmitteln auf die Struktur des Substrates in Losung 41
Einfluf der Detergenzien auf die BPC-Fluoreszenz 42
EinfluB von 0.05% Brij 58 auf die BPC-Fluoreszenz 43

Nicht enzymatisch ausgeldste Anderungen der Fluoreszenz von BODIPY-
Substraten durch Vesikel 44



Inhaltsverzeichnis 111

3.3.3. PLA,-Aktivitdt in Plasmamembranvesikeln 46
3.3.3.1. Identifizierung der PLA,-Aktivitdt in Plasmamembranvesikeln mittels DC 47
3.3.3.2. Lokalisation der PLA,-Aktivitit in den Membranen 47
3.3.3.3. EinfluB von Ca**-Ionen auf die PLA,-Aktivitit 48
3.3.3.4. Charakterisierung der PLA, durch Hemmstofte 49
3.3.3.5. Einfluss von Detergenzien auf die PLA,-Aktivitit 50
3.3.3.6. Stimulation der PLA, in Plasmamembranvesikeln durch einen Hefeelicitor 50
3.3.3.7. Regulation der PLA, durch G-Proteine 51
3.33.7.1. Beeinflussung der PLA, -Aktivitét durch Antikorper gegen die

G-Proteinuntereinheiten 52
3.3.3.7.2. Einflul von Mastoparan auf die PLA,-Aktivitdt in Plasmamembranvesikeln 53
3.3.3.8. Wirkungen von Antioxidanten auf die PLA,-Aktivitét 53
3.3.3.8.1 PLA,-Aktivitit in Plasmamembranvesikeln aus Zellen nach Zugabe

eines externen Elektronenakzeptors 54
3.3.3.8.2. Einflul von Glutathion auf die PLA,-Aktivitdt in Plasmamembranvesikeln 55
3.3.3.8.3. EinschluBversuche von Glutathion in den PM-Vesikeln durch

Elektroporation 56
3.3.4. Aktivitdt von PLA, in Zellsuspensionen von Eschscholzia californica 58
3.3.4.1. LPC-Abbau durch Zellen 58
3.34.2 Messungen der PLA ,-Aktivitdt in Zellsuspensionen mit BEPC 60
3.3.4.3. Stimulation der PLA,-Aktivitit durch Elicitorkontakt 61
3.3.5. Die Dynamik des endogenen LPC nach Elicitorkontakt 63
3.3.5.1. Methodische Grundlagen zur Detektion extrahierter Phospholipide

und Lysophosphatidylcholine mit MALDI-TOF 64
3.3.5.2. Nachweis von Phospholipiden und Lysophospholipiden in Zellen

und Plasmamembranvesikeln von Eschscholzia californica 65
3.3.5.3. Anderungen des LPC-Gehaltes nach Elicitorkontakt 66
3.3.5.4. DAG in Zell- und PM-Vesikelextrakten 68
3.3.6. Andere Phospholipaseaktivititen in Plasmamembranen 69
4. ZUSAMMENFASSUNG 71

S. LITERATURVERZEICHNIS 73



Abkiirzungsverzeichnis v

Abkiirzungsverzeichnis

B-DAG
BE-DAG
BELPC
BE-PA
BEPC

BFS

BLPC
B-PA
BPC

Brij 58
CHAPS
CMC
CTAB
DAG
DC
DMSO
DTE
EDTA
Em.
EtOH
ETYA
Ex.
GSH
GST
GTP
HBI

Diacylglycerol von BPC

Diacylglycerol von BEPC

Lyso-Phosphatidylcholin von BEPC

Phosphaditsdure von BEPC
1-(O-(11-(4,4-difluoro-5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-3-
propionyl)amino)undecyl)-2-hexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
BODIPY -Fettsdure (4,4-Difluoro-5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-3-
undecansdure)

Lyso-Phosphatidylcholin von BPC

Phosphaditsdure von BPC
1,2-Bis-(4,4-difluoro-5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-3-undecanoyl)-
sn-glycero-3-phosphocholin

Polyoxyethylen-20-cetylether

3-((3-Cholamidopropyl) dimetylammonio)- 1-propane-sulfonate

kritische Micellkonzentration (crictical micell concentration)
Cetyl-N,N,N-trimethylammoniumbromid

Diacylglycerol

Diinnschichtchromatographie

Dimethylsulfoxid

Dithioerythritol

Ethylendiamin-tetraessigsdure (Ethylendiaminetetraaceticacid)

Emission

Ethanol

5,8,11,14-Eicosatetrainsiure

Excitation

Glutathion

Glutathion-S-Transferase

Guanosintriphosphat

Hexabromoiridat



Abkiirzungsverzeichnis

HPTLC

kD
LDH
LPA
LPC
LPE
LPS
LS
MCB
MG
MP
MOPS
OP
PA
PAF
PC
PEP
PLA,
PLA,
PLC
PLD
PM
PVP
R-Wert

ROS
RSA
SL
UP

Hochauflgsende Diinnschichtchromatographie

(‘high Performance Thin Layer-chromatography)
kilo Dalton

Lactatdehydrogenase
Lyso-Phosphatidsdure
Lyso-Phosphatidylcholin
Lyso-Phosphatidylethanolamin
Lyso-Phosphatidylserin
Néhrlosung (modifiziert nach Linsmaier und Skoog)
Monochlorbiman
Molekulargewicht
mikrosomale Fraktion
Morpholinopropansulfonsiure
Oberphase im wissrigen Zweiphasensystem
Phosphatidsdure
platelet-activating factor
Phosphatidylcholin
Phosphoenolpyruvat
Phospholipase A,
Phospholipase A,
Phospholipase C
Phospholipase D
Plasmamembran
Polyvinylpyrrolodin
Retentionsfaktor
Rohhomogenat
reactive oxygen spezies
Rinderserumalbumin
Stammldsung

Unterphase im wissrigen Zweiphasensystem
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1. EINLEITUNG

1.1. Signaltransfer bei der Auslosung der pflanzlichen Pathogenabwehr

In den letzten Jahren ist sichtbar geworden, dass Phospholipasen nicht nur in tierischen, sondern
auch in pflanzlichen Zellen eine Signalfunktion bei vielen entwicklungs- und stressabhdngigen
Reaktionen haben. Sie reichen von der Wirkung des Hormons Auxins (z.B. Scherer et al., 1995)
iiber die Vermittlung osmotischer Signale (z.B Meijer et al., 2001) und mechanischer
Verwundung (z.B. Ryu et al, 1998) bis zu ihrer Beteiligung an einigen Reaktionen der
pflanzlichen Pathogenabwehr (Munnik, 1998; Wang, 2001; Roos et al., 1999).

Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel, die Rolle einer Phospholipase A, an der Ausldsung eines
wesentlichen Zweiges der pflanzlichen Pathogenabwehr, der Biosynthese von Phytoalexinen, zu
charakterisieren.

Hauptelemente der pflanzlichen Pathogenabwehr, die durch Kontakt mit pathogenen
Mikroorganismen oder Elicitoren ausgelost werden konnen, sind:

a) die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (oxidative burst), gefolgt von der hypersensitiven
Reaktion (HR), einer Form der Apoptose

b) die Verstirkung der Zellwand durch Vernetzung prolinreicher Proteine und durch
Lignifizierung

c) die Produktion von Enzymen zur Lyse mikrobieller Zellwénde, z.B. Chitinasen, sowie
zahlreicher weiterer “pathogenesis related proteins”

d) die Bildung von Salicylaten und weiteren Signalen, die zurAusbildung von “systemic acquired
resistance” in benachbarten Geweben fiihren

d) die Produktion von o.g. Phytoalexinen, d.h. speziestypischer Sekundarstofte.

Unter dem Begriff “Phytoalexine” versteht man niedermolekulare, antimikrobiell wirkende
Verbindungen, die nach Kontakt mit Mikroorganismen von der Wirtspflanze synthetisiert werden
(Kuc, 1995; Hammerschmidt, 1999; Harborne, 1999). Es wurden tiber 350 verschiedene
Phytoalexine aus 30 Pflanzenfamilien wie z.B. Fabaceae, Solanaceae, Convolvulaceae,
Gramineae und Compositae chemisch charakterisiert. Die gro3te Anzahl an Phytoalexinen (ca.
130) wurde aus der Familie Fabaceae isoliert. In dieser Familie findet man u.a. Isoflavonoide,
Isoflavane, Isoflavanone, Isoflavone, Pterocarpane und Coumestane (Kuc, 1995). Bei den
Solanaceae kommen u.a. Phenylpropane, Norsesqui-und Sesquiterpene sowie Polyacetylene vor

(Kuc, 1995).
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Die Induktion der Phytoalexinbiosynthese beider Pathogenabwehr tritt meist koordiniert mit dem
o0.g. Reaktionen der Pathogenabwehr (z.B. “oxidative burst”, Lignifizierung und Expression von
“pathogenesis-related proteins”) auf. Wéhrend in einigen Objekten diese Kopplung relativ eng
erscheint (Bolwell, 1997; Jabs, 1999; Lamb & Dixon, 1997; Scheel, 1998), kann in einigen
Zellkulturen eine Induktion der Phytoalexinbiosynthese unabhiingig von “oxidative burst” und HR
erfolgen: z.B. in Eschscholzia californica (Roos et al., 1998) und Nicotiana tabacum (Lapous
et al., 1998).

Diese Kulturen, zu denen auch das Objekt der vorliegenden Arbeit gehort, bieten daher giinstige
Bedingungen fiir die Aufkldrung distinkter Signalschritte, ihrer Module und deren Verkniipfung.
Die Struktur und Verkniipfungen dieser Elemente sind oft unbekannt und unterscheiden sich
offenbar zwischen den Signalketten zur Auslosung der Phytoalexinbiosynthese und den zur
hypersensitiven Reaktionen fliihrenden Zwischenschritten.

Friihe Signalereignisse nach Elicitorkontakt sind:

a) die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies, u.a. Superoxidanionen, H,0O,, Hydroxidradikale oder
singulett-Sauerstoff. Diese wirken einerseits selbst antimikrobiell, andererseits sind sie sekundire
Signale zur Induktion von pathogenesis-related proteins (Baker et al., 1995; Lamb & Dixon,
1997)

b) Ionenfluxe durch die Plasmamembran, vor allem Efflux von K*, Einstrom von Ca**, und von
H" (Alkalisierung des Aulenmediums) (Amano et al., 1997; Bach, 1993; Ebel et al., 1998;
Romeis, 2001; Niirnberger, 1999)

¢) intrazelluldre lonenfluxe: in Eschscholzia californica wurde z.B. nach Elicitorkontakt die
transiente Freisetzung von H" aus der Vakuole gemessen (Roos et al., 1998).

Zu denunmittelbar nach Elicitorkontakt aktivierten Proteinen gehoren Elicitor-Rezeptoren (Hahn,
1996; Niirnberger, 2000), G-Proteine (Causier & Millner, 1996; Bischoffet al., 1999;Roos et al.,
1999), lonenkanéle (Amano et al., 1997; Ebel et al., 1995) und Phospholipasen (Munnik et al.,
1998; Wang, 2001).

Spitere Signalereignisse (vor der Genaktivierung) sind die Aktivierung von Proteinkinasen, von
denenbisher vor allem MAP-Kinasen und weitere Ca**-abhiingige Kinasen charakterisiert wurden,
welche meist eine Thr-Ser-Phosphorylierung der Zielproteine katalysieren (Ligternik et al., 1997;
Hirt, 1997; Romeis, 2001).



Einleitung 3

Die Rolle von Phospholipasen (PL) in diesen Signalkaskaden wird belegt durch a) den Nachweis
von Signalfunktionen ihrer Spaltprodukte (IP;, Fettsduren, PA, LPA und LPC) (Chandra et al.,
1996; Munnik et al., 1998; van der Luit et al., 2000; Wang, 2001)

b) die Wirkung spezifischer Effektoren und Hemmstoffe (Mastoparan, Neomycin, ETY A) aufden
Signaltransfer (Munnik et al., 1998; Scherer et al., 1995; Scherer et al., 1997; Wang, 2001)

1.2. Spezifitit der Phospholipasen und ihr Vorkommen in Pflanzen

Phospholipasen sind wesentlich am Metabolismus

von Phospholipiden beteiligt. Sie kommen in allen o
Organismen sowohl in l6slicher als auch in n .
membrangebundener Form vor. Die ‘ p—- | ‘
Phospholipasen unterteilt man entsprechend ihrer PA —>| |« PIA,
enzymatischen Spaltstellen am Phospholipid in

Acylhydrolasen (Phospholipase A, und © ©
Phospholipase A,) und Phosphodiesterasen g %
(Phospholipase C und Phospholipase D) (Dennis, B B

1994) (s.Abb.1.). L

Phospholipase A spaltet eine Fettsdure aus dem Abb. 1. Schema der Hydrolyse von
Phospholipidmolekiil ab. PLA, hydrolysiert die Phospholipiden durch Phospholipasen
Bindung an der sn-/-Position des Glycerols, PLA,

an der sn-2-Position. Als Reaktionsprodukte entstehen das «- bzw. 3-Lysophospholipid und die
freie Fettsdure. Der am héufigsten gefundene Typ der Acylhydrolasen in Pflanzen ist die PLA,;
es gibt nur wenige Berichte iiber das PLA -Vorkommen in Pflanzen, so in Tonoplasten aus Acer
pseudoplatanus (Tavernier et al., 1995). PLA,-Aktivitdt wurde in Suspensionszellkulturen von
Glycine max (Paul et al., 1998), Nicotiana tabacum (Roy et al., 1995), Petroselinum crispum L
(Scherer et al., 2000), im Hypokotyl von Cucurbita pepo (Andre et al., 1991) und Helianthus
annuus (Scherer et al., 1995), sowie in embryonalem Gewebe von Brassica nabus, in Wurzeln
von Triticum aestivum (Banas et al., 1992) und im Mesokarp von Persea gratissima (Bafor et al.,
1991) nachgewiesen. Membrangebundene PLA,-Aktivitdten wurden in Plasmamembranvesikeln

aus Wurzeln von Avena sativa (Palmgren et al., 1989) und in mikrosomalen Membranfraktionen

von Ricinis communis (Bafor et al., 1991) gemessen.
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Bislang wurde nur eine membrangebundene PLA, gereinigt. Es handelt sich dabei um ein 48 kDa
Enzym aus Vicia faba (Jung et al., 2000). Losliche PLA,-Enzyme sind eine 40 kDa PLA, aus
Knollen von Solanum tuberosum, die Patatin genannt wird, eine 70 kDa, Ca**-unabhingige PLA,
und eine Ca*-abhiingige 14 kDa PLA, jeweils aus Vicia faba (Senda et al., 1996; Kim, 1994).
Eine weitere 14 kDa PLA, wurde aus den Wurzeln von Ulmus glabra gereinigt und vollstindig
sequenziert (Stahl et al., 1998).

Phospholipase C hydrolysiert die Phosphatesterbindung am C,-Kohlenstoff des
Glycerolgrundkorpers, so dass die phosphorylierte Alkoholgruppe und Diacylglycerol als
Reaktionsprodukte entstehen. PLCs aus Pflanzen kdnnen beziiglich ihrer Substratspezifitét in drei
Gruppen eingeteilt werden: phosphoinositidspezifische PLC (PI-PLC), phosphoinositid-
unspezifische PLC, die in der Lage sind PC bzw andere Phospholipide zu spalten (PC-PLC) und
glycosylphosphatidyl-inositolspezifische PLC (GPI-PLC) (Wang, 2001). Die bisher amhaufigsten
gefundene pflanzliche PLC ist die PI-PLC. Aus Pflanzen von Arabidopsis thaliana (Hirayama et
al. 1995; Hirayama et al. 1997), Glycine max (Shi et al., 1995) und Solanum tuberosum (Kopka
etal., 1998) gereinigte PI-PLCs zeigen relativ weitgehende Sequenzhomologienmit der tierischen
PI-PLC; (Wang, 2001). PC-PLC-Aktivitdt wurde in verschiedenen Pflanzenspezies gefunden.
Jedoch sind diese Befunde wegen der hohen Aktivitdt von PLD und moglicher Umwandlung der
Produkte von PLC und PLD durch Kinasenund Phosphatasen mit Vorsicht zu behandeln (Munnik
et al., 1998; Wang, 2001).

Eine PLC katalysierte Freisetzung von Diacylglycerol (DAG), gefolgt von einer DAG-Kinase-
katalysierten Phosphorylierung zu Phosphatidsdure (PA) bzw. zu DAG-Pyrophosphat, wurde in
Suspensionszellkulturen von Lycopersicon esculentum beobachtet (van der Luit et al., 2000).
Eine GPI-spaltende Aktivitit einer PLC konnte z.B. in Samen von Arachis hypogaea
nachgewiesen werden (Butikofer et al., 1993).

Phospholipase D hydrolysiert die Bindung zwischen Phosphat und Alkoholgruppe, so dass
Phosphatidsdure und die freie Kopfgruppe entstehen. Phosphatidsédure ist das Ausgangsmaterial
fiir die Synthese aller Glycerolipide. Eine spezifische Eigenschaft der PLD ist ihre Fahigkeit zur
Transphosphatidylierung, d.h. das Enzym katalysiert neben der Hydrolyse von Phospholipiden bei
Anwesenheit geeigneter Alkohole auch Umesterungen mit kurzkettigen Alkoholen (Munnik,

2001). In Pflanzen wurden mehrere Isoenzyme der PLD entdeckt, die man in verschiedenen
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Entwicklungsstadien oder auf bestimmte Gewebetypen begrenzt findet und die sich in ihren
Eigenschaften und ihrer Regulation unterscheiden, z.B. in Arabidopsis thaliana wurden 7
verschiedene Isoenzyme identifiziert (Pappan et al., 1999).

Die pflanzlichen PLDs sind in «-,3-, y-Typen unterteilt. PLDa zeichnet sich durch einen sehr
hohen Ca**-Bedarf (20-100 mM in vitro) und ein im sauren Bereich liegendes pH-Optimum aus
(Wang, 2001). PLDa-Enzyme werden in weitere Subtypen PLD o1, PLD «2 und PLD «3
unterteilt. PLD P weist eine 40%-ige Aminosdurehomologie zum o-Typ aufund besitzt ein pH-
Optimum bei pH 7.0-7.5 und braucht fiir ihre Aktivitdt Calciumionen nur in mikromolaren
Bereich. PLDy weist eine 66%-ige Homologie zum B-Typ auf. All diese Isoformen haben
unterschiedliche Substratspezifitit beziiglich der Phospholipidkopfgruppen (Pappan et al., 1999;
Wang 2001).

1.3. Phospholipasen in der Signaltransduktion der pflanzlichen Pathogenabwehr

In Analogie zu tierischen Zellen stellen Produkte Phospholipase-katalysierter Reaktionen héufig
in Pflanzen Signalmolekiile dar oder konnen als Ausgangsverbindungen zur Synthese von
biologisch aktiven Substanzen dienen. In letzter Zeit hdufen sich experimentelle Befunde iiber eine
Funktion von Hydrolyseprodukten der Phospholipasen als potentielle Botenmolekiile bei
zelluldren Signaltransduktionsprozessen in Pflanzen (Munnik, 1998; Munnik, 2001; Wang 2001).
Arachidonsdure (C20: 3), ein Spaltprodukt der PLA, in tierischen Organismen, ist die
Ausgangverbindung fiir die Synthese biologisch wirksamer Substanzen, die als Eicosanoide
bezeichnet werden, u.a. Prostaglandine, Thromboxane, Leukotriene (Samuelsson,1987).

Ein analoges PLA,-Spaltprodukt in der Pflanze ist die Linolensdure (C18: 3). Sie ist der
Ausgangspunkt der Octadecanoidkaskade und der Isoprostane (Miiller et al., 1993; Blechert et
al., 1995; Parchmann et al., 1997; Imbusch et al., 2000).

Lyso-PC, ein Produkt der PLA,, dient in tierischen Zellen u.a. als Ausgangsverbindung fiir den
sogenannten ,,platelet-activating factor* (PAF) (Tjoelker et al., 1995). In den pflanzlichen Zellen
ist LPC als Aktivator der Plasmamembran-H'-ATPase (Palmgren et al., 1989) und der
Proteinkinasen (Martiny-Baron et al, 1989) bekannt. Ein weiteres Beispiel ist IP; ein
Spaltprodukt der PLC, das ein einen Einstrom von Calcium aus intrazelluliren Speichern in das
Cytosolbewirkt und dadurch die Aktivitdt von zahlreichen calciumabhédngigen Enzymenreguliert.

Die Aktivierung von Phospholipasen erfolgt vermutlich wie in tierischen Organismen iiber
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rezeptorvermittelte G-Proteine. In tierischen Zellen etablierte G-Proteinaktivatoren wie
Mastoparan, priméire Alkohole wie Ethanolund Choleratoxin aktivieren auch die pflanzliche PLC,
PLD und PLA, (Chandra et al., 1996; Munnik et al., 1995; van Himbergen et al., 1999; Scherer
et al., 1995; Roos et al., 1999).

1.3.1. Phospholipase A, (PLA,)

Zahlreiche regulatorische Effekte der PLA, oder ihrer Produkte wurden in Pflanzen beobachtet.
Die durch PLA, freigesetzten C,,-Fettsduren dienen in Pflanzen u.a. als Substrat der
Lipoxygenasen. So werden aus Linolensdure hochreaktive Hydroperoxide (13-Hydroperoxy-
octadecatriensiduren) gebildet, deren weitere enzymatische Umwandlung zur Biosynthese von
Jasmonsdure flihrt. Jasmonsaure, ihr Precursor 12-Oxophytodiensdure, sowie ihre Derivate sind
in Pflanzen multifunktionelle Signalmolekiile (Noehringer et al., 2000; Parcmann et al., 1997,
Wasternack et al., 1997).

Diese Verbindungen konnen die Expression von Abwehrgenen stimulieren. Die Aktivierung der
PLA, beiPflanze-Pathogen-Interaktionen wurde in verschiedenen Pflanzenspezies gefunden. Die
durch PLA,-Aktivitidt aus den Phospholipiden freigesetzten Fettsduren kénnen eng mit der
Regulation der Phytoalexinbildung verbunden sein, wie durch Li et al.(1991) gezeigt wurde. Sie
fanden, dass Blétter von Oryza sativa, die mit dem Pathogen Pyricularia oryzae infiziert waren,
13-Hydroperoxide und 13-Hydroxide der Linolen- und Linolsédure akkumulierten, noch bevor es
zur Bildung der Phytoalexine (Momilactone und Oryzalexin D) kam (Liet al., 1991). Inhibitoren
der PLA, und Lipoxygenase unterdriickten sowohl die Hydroperoxidbildung als auch die Bildung
dieser Phytoalexine. Aufgrund dieser Ergebnisse werden die Fettsdureperoxide und Fettsdureoxide
als endogene Signalmolekiile der Phytoalexinbildung angesehen.

Weiterhin konnte eine Linolensdureakkumulation und Jasmonsdure-Akkumulation nach
Elicitorbehandlung in Suspensionszellkulturen von Eschscholzia californica beobachtet werden
(Blechert et al., 1995).

Der EinfluBl von Hydrolyseprodukten der PLA, auf die Aktivitdt plasmamembranstiandiger H'-
ATPasen wurde vielfach belegt (Palmgren et al., 1989). Es ist bekannt, dass das PLA,-Produkt
Lysophosphatidylcholin eine Aktivierung der plasmamembrangebundenen ATPase bewirkt

(Gomes et al., 1996; Luo et al., 1999).
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Der Effekt ist nicht nur auf die Lysoverbindungen beschrénkt, auch die durch PLA, freigesetzten
Fettsduren konnen eine ATPase Aktivierung auslosen (Yi et al., 1996). Diese
Aktivierungsvorgiange verlaufen moglicherweise iiber eine Aktivierung membranstdndiger
Proteinkinasen, die ihrerseits wiederum die H-ATPasen aktivieren (Yi et al., 1996).

Die Behandlung einer Suspensionszellkultur von Glycine max mit einem Elicitor aus Verticillium
dahliae oder Erwinia amylovora aktivierte die PLA, und ldste einen “oxidative burst” aus.
Hingegen 16ste ein anderer Elicitor (Oligogalacturonsdure) zwar einen “oxidative burst”, jedoch
keine Aktivierung der PLA, aus.(Chandra et al., 1996).

Aus diesem Befund schlieen die Autoren, dass die PLA, nicht fiir die Auslosung des ,,oxidative
burst* sondern fiir andere, noch unbekannte Signalvorgédnge bendtigt wird. Die Beteiligung der
PLA, an der Signaltransduktionskaskade des Auxins in Pflanzen ist aufgrund von
Hemmstoffversuchen vermutet worden (Scherer & Andre, 1989). Auxin fordert das
Streckungswachstum von Pflanzenzellen, welches durch die Ansduerung des Apoplasten infolge
der Aktivierung der H'-ATPase der Plasmamembran erreicht wird (Paul et al., 1998). Inhibitoren
tierischer PLA, hemmen das auxininduzierte Wachstum von etiolierten Hypokotylen von

Cucurbita pepo (Scherer & Arnold 1997).

1.3.2. Phospholipase C (PLC)

Die Beteiligung der phosphoinositolspezifischen PLC an der Aktivierung des “oxidative burst”
in neutrophilen Granulocyten ist eines der bekanntesten Beispiele fiir den Phospholipase-
abhingigen Signaltransfer in tierischen Organismen. Durch die Aktivierung des Enzyms werden
zwei Signalmolekiile, Inositol-1,4,5-triphosphat (IP;) und Diacylglycerol (DAG) gebildet. Das ins
Cytosol freigesetzte 1P, bewirkt einen Einstrom von Calcium aus intrazelluldren Speichern in das
Cytosolund reguliert dadurch die Aktivitdt von zahlreichen calciumabhéngigen Enzymen. DAG
aktiviert u.a. die Proteinkinase C (PKC)und steuert damit verschiedene Enzyme. Diese aktivieren
z.B. die NADH-Oxidase liber ihren Phosphorylierungsstatus (Alberts et al., 1995; Streyer, 1994).
Die NADH-Oxidase ist das Schliisselenzym flir den “oxidative burst”, d.h. sie katalysiert die
Bildung von ROS. Viele Komponenten der PI-PLC-Signalkaskade der Pflanzen haben strukturelle
oder funktionelle Ahnlichkeiten mit denen in Tieren (Munnik et al., 1998; Wang, 2001).

Untersuchungen mit Zellsuspensionskulturen von Glycine max zeigten, dass die Behandlung der
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Zellen mit Elicitor oder Mastoparan, zur Akkumulation von IP, und auch zur Auslosung des
“oxidative burst” fithrte (Legendre, 1993). Damit zeigt sich eine Analogie im Signalweg des
“oxidative burst” zwischen pflanzlichen Zellen und den neutrophilen Granulocyten der Tiere
(Dwyeretal., 1996). Allerdings ist die NADPH-oxidase der Neutrophilen nicht mit dem analogen
Enzym der pflanzlichen ROS-Bildung identisch.

Auch die Behandlung von Suspensionszellkulturen weiterer Pflanzenspezies wie Caucalis
platycarpos (Kurosaki et al., 1987), Nicotiana tabacum (Kamada et al., 1994), Pisum sativum
(Toyoda et al.,1992), mit Elicitor fithrten zur Akkumulation von IP; als Folge der Aktivierung von
PI-PLC. Eine Beteiligung der PI-PLC am pflanzlichen Signaltransfer wurde nicht nur bei der
Pathogen-Interaktion, sondern auch in Prozessen wie osmotischen Stref3, Abscisinwirkung und

Lichtperception gefunden ( Arz et al.,1994; Munnik et al., 1998; Wang, 2001).

1.3.3. Phospholipase D (PLD)

Es wird vermutet, dass PLDs in Pflanzen bei vielfaltigen Entwicklungs-und Stressabwehr-
Prozessen wie Keimung, Alterung, Kéltestrel3, TrockenstreB, Verwundung und Nahrungsmangel
beteiligt sind bzw. aktiviert werden (van der Luit et al., 2000; Pappan et al, 1999; Munnik 1998,
Wang, 2001). Die durch die Aktivierung von Phospholipase D entstandene Phosphatidsdure fiihrt
zur Aktivierung von Proteinkinasen oder dient als Ausgangstoff flir andere Botenstoffe wie z.B.
Lysophosphatidsaure.

Auch eine Bedeutung der PLD an der Pflanzen-Pathogen-Interaktion deutet sich an; die PLD
katalysierte Hydrolyse von N-Acyl-Phosphatidylethanolamin wurde in Zellen von Nicotiana
tabacum infolge von Elicitorbehandlung festgestellt. Das freigesetzte N- Acyl-Ethanolamin kann
transmembranale Ionenstrome beeinflussen und die Expression von Abwehrgenen aktivieren

(Chapman et al., 1998; Chapman, 2000).
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1.4. Das Modellsystem der vorliegenden Arbeit: Suspensionszellkultur von Eschscholzia
californica/Hefeelicitor

Die Behandlung einer Suspensionszellkultur von Eschscholzia californica mit einem
Elicitorpriparat (Glycoproteinfraktion aus Backhefe) fiihrt zur Induktion der Biosynthese der
Benzophenanthridin- Alkaloide vor allem Macarpin und Chelirubin (Roos et al., 1998; Fachini,
2001).

Aufgrund ihrer Fihigkeit zur Interkalation in der DNA sind diese Alkaloide wirksame
Phytoalexine (Schmeller et al., 1997; Wolf et al., 1993).

Wenige Minuten nach dem Elicitorkontakt wurde in den Zellen ein transienter Abfall des
cytosolischen pH-Wertes mit Hilfe der konfokalen pH-Topographie nachgewiesen (Roos et al.,
1998).

Dieser pH-Shift ist flir die Auslosung der Alkaloidbiosynthese essentiell:

-die kiinstliche Ansduerung des Cytoplasmas mit Buttersdure fiihrte ebenfalls zur Induktion der
Alkaloidbiosynthese;

-nach dem Verlust des vakuoldren Protonengehaltes durch Behandlung mit Methylamin ist keine
Alkaloidbiosynthese durch Elicitorkontakt mehr auslosbar (Roos et al., 1998).

Auch in anderen Zellkulturen wurde nach Elicitorkontakt eine Ansduerung des Cytoplasmas
nachgewiesen, welche in Zusammenhang mit der Induktion einiger Enzyme der Pathogenabwehr
steht (Mathieu et al., 1996; Kuchitsu et al., 1997; He et al., 1998). Jedoch unterscheidet sich der
Mechanismus zur Auslosung des pH-Shiftes in diesen Fallen grundsitzlich von der obengenannten
Elicitierungsreaktion in Eschscholzia californica. Die im Zusammenhang mit der
Phenylalaninammoniumlyase (PAL)-Induktion gemessenen pH-Shift in Zellkulturen von Oryza
sativa und Nicotiana tabacum kommen unter Beteiligung von Serin/Threonin-Proteinkinasen
durch den Einstrom externer Protonen zustande und fiihren zu einer meBBbaren Alkalisierung des
AuBenmediums (Lapous et al., 1998; He et al., 1998). Pathogenabwehrmechanismen, welche zur
Hypersensitivitdtsreaktion fiihren, sind meist mit einer Alkalisierung des Auflenmediums
verbunden. Sie widerspiegeln einen Einstrom der Protonen aus der Umgebung der Zellen (Lapous
et al., 1998; He et al., 1998).

Dagegen stammen die Protonen, welche nach dem Elicitorkontakt in das Cytoplasma von

Eschscholzia californica einstromen, aus der Vakuole (Roos et al., 1998).
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Es stellte sich die Frage, auf welche Weise der Kontakt des Elicitors mit der Zelloberfldche ein
Signal zur Auslosung der vakuoldren Protonenfluxe erzeugt. Bei der Suche nach sehr fritheren
Ereignissen nach Elicitorkontakt, d.h. vor dem gemessenenpH-Shift, wurde die Aktivierung einer
PLA, als moglicher Kandidat entdeckt (Roos et al., 1999).

An in situ-Vakuolen wurde gezeigt, dass LPC, ein Produkt dieser PLA,, tatséchlich einen pH-
Shift auslost (Viehweger et al., 2002).

1.5. Zielstellung der vorliegenden Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sind Experimente zur analytischen und zellbiologischen
Charakterisierung der PLA,-Aktivitit von Eschscholzia californica und ihre Aktivierung nach
Elicitorkontakt dargestellt.

Zundchst war zu kldren, ob und mit welchen Methoden sich eine PLA,-Aktivitdt in
Suspensionszellkulturen von Eschscholzia californica nachweisen 146t und ob diese auf eine
Elicitorstimulation reagiert. Wenn die PLA, als Signalenzym fiir den Elicitorkontakt fungiert, wire
eine Lokalisation des Enzyms in der Plasmamembran anzunehmen. Um dies zu priifen, war es
notwendig, moglichst reine Plasmamembranvesikel zu préiparieren und auf PLA,-Aktivitit zu
untersuchen.

Weiterhin sollte ein Beitrag zur Aufklidrung der Stellung der PLA,-Aktivitit innerhalb der
Signalkette zur Auslosung der Alkaloidbiosynthese geleistet werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Kultivierung der Zellsuspensionen von Eschscholzia californica

112 ml LS-Nahrlosung in 300 ml-Erlenmeyerkolben wurden mit 38 ml Zellsuspension (meist
aus einer 9 d-oder 10 d-Kultur) gemischt und im Dauerlicht (ca. 7 pmol.m?.s™") bei 23-24°C
auf Rundschiittlern (120 U/min) kultiviert.

Niihrmedien

Fir die Kultivierung und Stammbhaltung von Eschscholzia californica wurde folgendes
Néhrmedium (Tab.1.) nach Linsmaier/Skoog in modifizierter Form verwendet. Die hergestellte
Néhrlosungen wurden in 300 ml-Erlenmeyerkolben je 112.5 ml eingefiillt.

Die Kolben wurden mit Aluminiumfolie verschlossen und bei 121°C 20 min autoklaviert.

NH,NO, 20.6 mmol/l
KNO;, 18.8 mmol/l
CaCl,*2H,0 3 mmol/l
MgSO,*7H,0 1,5 mmol/l
KH,PO, 1,25 mmol/l
H;BO, 100 pmol/1
MnSO,*H,O 100 pmol/1
ZnSO,*7H,0 30 pmol/l
KJ 5 pmol/l
Na,Mo0O,*2H,0 1 pmol/l
CuSo,*5H,0 0.1 pmol/1
CoCl,*6H,0 0,15 pmol/l
Na,EDTA*2H,0 0.2 mmol/l
FeSO,*7H,0 0.1 mmol/l
Thiamin-HCI (Vitamin B1) 1.2 pmol/l
2,4-Dichlorphenoxyessigsdure 1.2 pmol/l
Naphthylessigsdure 1 pmol/l
myo-Inosit 0.55 mmol/l
Saccharose 87.6 mmol/l
Ad 1 Liter dest.Wasser pH 6.0 mit 1 N KOH einstellen
(osmotischer Druck 176 mOsm/kg)

Tab. 1. Zusammensetzung des Nihrmediums fiir die Suspensionskultur von Eschscholzia californica
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2.2. Praparation von Plasmamembranvesikeln

2.2.1. Ernte von Zellsuspensionen

300 ml Zellsuspensionen (2 Kolben, a 150 ml) wurde rasch durch ein Papierfilter gesaugt
(Wasserstrahl-Vakuum), zweimal auf dem Filter mit Wasser gewaschen, die Zellen in eine
Aluminiumfolie gewickelt und sofort im fliissigen Stickstoff eingefroren. Die Zellpellets wurden

in einer Kijhltruhe bei -80 °C aufbewahrt.

2.2.2. Priparation des mikrosomalen Pellets (MP)

Eingefrorene Zellen wurden mit Trockeneis in einer Zellmiihle (ZM 1000, Firma Retsch) bei
15000 U/min aufgeschlossen. Nach dem Abdampfen des Trockeneises wurden die fein
zermahlenen Zellen (60-120 g FM) in 120 ml Homogenisationspuffer von 4°C aufgenommen
und mit einem Glashomogenisator bei 4°C weiter homogenisiert. AnschlieBend wurde das
Rohhomogenat bei 1000 x g 15 min zentrifugiert (Zentrifuge K23 D) und der Uberstand einer
weiteren Zentrifugation bei 13000 x g (Beckmann Optima™ LE-80K Ultrazentrifuge, Rotor
Ti-70, 9500 U/min, 12 min) unterworfen. Der Uberstand wurde erneut bei 50000 x g
(Beckmann Optima™ LE-80K Ultrazentrifuge, Rotor Ti-70, 30000 U/min, 1 h) zentrifugiert.
Das erhaltene Pellet (MP bzw. mikrosomale Fraktion) wurde mit 2 ml Suspensionspuffer
gewaschen, in 9 ml resuspendiert und wurde weiter in Zweiphasensystem bzw. im

Saccharosegradienten fraktioniert.

2.2.3. Plasmamembranreinigung durch die Verteilung im wisserigen Zweiphasensystem
Die Vesikelsuspension des mikrosomalen Pellets (s.0.) wurde auf das vorbereitete Zweiphasen-
System gegeben (9 ml Vesikelsuspension auf ein 36 g-System, s. Tab.2) und geschiittelt.
AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation bei 500 x g 10 min, um die Phasen-Trennung in
Ober-(OP") und Unterphase (UP' zu beschleunigen. Es werden mindestens 2 Systeme bendtigt
(in 2 Zentrifugationsgldsern) von denen zundchst nur eine mit Vesikeln beschichtet wird. Die
erste Oberphase (OP') mit Vesikeln wurde nun auf die frische Unterphase (UP?) mit Puffer, zur
Unterphase (UP') wurde frische Oberphase (OP?) gegeben, geschiittelt und einer erneuten Zen-
trifugation bei 500 x g unterworfen. AnschlieBend wurden die Oberphasen OP' und OP? ver-
einigt (s.Abb.3).
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Nach der Verdiinnung der Oberphasen mit Suspensionspuffer im Verhdltnis 1:2 erfolgte eine
Zentrifugation bei 100000 x g (Beckmann Optima™ LE-80K Ultrazentrifuge, Rotor Ti-70,

35000 U/min, 1 h). Das gewonnene Pellet sollte aus Plasmamembranvesikeln bestehen. Es wur-
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Abb.2. Schema der Reinigung von Plasmamembranvesikeln iiber Zweiphasensystem

de im entsprechenden MeBpuffer resuspendiert, in dem Markerenzymaktivititen bzw.

Phospholipase- Aktivititen bestimmt wurden.
2.2.4. Pufferlosungen fiir die Priparation der Plasmamembranvesikel

Homogenisationspuffer:
-330 mM Saccharose

-50 mM MOPS-KOH pH 7.5

-5 mM EDTA, 5 mM DTE (frisch zusetzen)

-5 mM Ascorbinsdure (frisch zusetzen)

-1 mM Phenylmethylsulfonyfluorid (Stammlésung 100 mM in Isopropanol )
-0.6% PVP wasserunloslich (Polyclar AT)

-0.2% RSA, 2% Cholin

Suspensionspuffer

-5 mM Kalium-Phosphatpuffer pH 7.8

-5mM KCL 0.1 mM EDTA, 1 mM DTE

-330 mM Saccharose
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Herstellung der Zwei-Phasen-Systeme zur Isolation von Plasmamembranvesikeln
Aufgrund der hohen Viskositit der Polymerldsungen lassen sich kaum volumetrisch exakte
MaBangaben machen, deshalb erfolgten alle Konzentrationsangaben in Gewichtseinheiten. Die

Losungen wurden mit H,O dest. Auf das berechnete Gewicht aufgefiillt.

36 g-System 24 g-System Endkonz.
(W/w)
Betain Saccharose | Betain Saccharose
Dextran T-500 20 % 11.7 ¢ 11.7 ¢ 78¢g 78¢g 6.5%
PEG 3350 40% 585¢g 585¢g 39¢ 39¢ 6.5%
Saccharose 305¢g 203 ¢g 330 mM
Betain 12¢g 08¢g 330 mM
200 mM PO,-Puffer pH-7.8 0.675 ml 0.675 ml 0.45 ml 0.45 ml 5mM
200 mM KCl 0.675 ml 0.675 ml 0.45 ml 0.45 ml 5mM
10 mM Na,-EDTA 0.27 ml 0.27 ml 0.18 ml 0.18 ml 0.1 mM
DTE 100 mM 0.27 ml 0.27 ml 0.18 ml 0.18 ml 1 mM
H,0O 42¢ 297 ¢
End 27 g 27 g 18 g 18 g
Probe oder Suspensionspuffer 9¢ 9¢g 6g 6g

Tab. 2. Die Zusammensetzung der Zweiphasensysteme am Beispiel von 6.5 %-iges 36 g bzw.24 g System

2.2.5. Saccharosegradientenzentrifugation
Die benotigten Saccharoselosungen wurden mit Suspensionspuffer hergestellt.

Der Saccharosegradient bestand aus Schichten mit folgenden Konzentrationen:

25 %, 30 %, 34 %, 38 % 45 % (W/w)
Das Beschichten der Gradienten erfolgte manuell kurz vor der Zugabe der mikrosomalen

Fraktion. Nach der Zugabe der mikrosomalen Fraktion (3 ml Vesikelsuspension auf 15 ml
Gradient) erfolgte eine Zentrifugation (1h, mit sw-41 oder sw-28 Rotor bei 21500 U/min).
Nach der Zentrifugation wurden die Banden abgenommen, mit Suspensionspuffer verdiinnt und
mit einem Ti-70 Rotor bei 30000 U/min, 30 min zentrifugiert. Alle Zentrifugations-und
Verteilungsschritte erfolgten bei 4°C, das Resuspendieren und Homogenisieren der Vesikel im

FEisbad.
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2.3. Markerenzyme fiir die Charakterisierung von Plasmamembranen

2.3.1. Bestimmung von ATPase-Aktivititen

Die Bestimmung der ATPase-Aktivitdt erfolgte nach Palmgren (1990). Die ATP-Spaltung wur-
de tliber eine enzymatische Kopplung von Pyruvatkinase (PK) und Lactatdehydrogenase (LDH)
anhand des Abfalls der NADH-Konzentration (OD bei 340 nm), in einem Spektrometer Ul-
trospec 3000 (Pharmacia) bestimmt. Die Initialgeschwindigkeit diente als MaB fiir die ATPase

Aktivitét.
Messprinzip:
ATPase
ATP --ADP + P,
PK
PEP + ADP -------—----- Pyruvat + ATP

Pyruvat + NADH ~Z_Lactat + NAD*

Messansatz:

-1 mM ATP, 4 mM MgCl, 140 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mg/ml RSA, 1 mM DTE, 0.25 mM
NADH, 1 mM PEP, Lactatdehydrogenase, Pyruvatkinase, Probe und Puffer (10 mM MOPS-
BTP pH 7, 330 mM Saccharose)

2.3.2. Bestimmung der Cytochrom-c-Oxidaseaktivitit

Die Bestimmung der Cytochrom-c-Oxidaseaktivitdt erfolgte nach Cooperstein (1950). Die Ab-
nahme der Extinktion von Cytochrom c (bei 550 nm) innerhalb einer Minute diente als Maf fiir
die Enzymaktivitt.

Messansatz:

-10 pl 1 mM Cytochrom c

-5 pl Membranprotein (ca. 10 pg)

-85 pl Puffer (50 mM Tris-acetat pH 7.4)

2.3.3. Bestimmung der NADPH-Cytochrom-c-Reductaseaktivitiit

Die Bestimmung der NADPH-Cytochrom-c-Reduktase-Aktivitdt erfolgte mit folgendem
Messansatz:

10 pl 2 mM NADPH, 2 pl 50 mM KCN, 10 pl 1 mM Cytochrom c (oxidiert), 5 pl Membran-
protein (ca. 10 pg) und 73 pl Puffer 50 mM Tris-acetat pH-7.0
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Es wurde die Extinktionszunahme von Cytochrom c¢ bei einer Wellenlinge von 550 nm

verfolgt. Die Extinktionsdifferenz pro Minute diente als MaB fiir die Enzymaktivitit.

2.4. Fluorometrische Bestimmung der PLA,-Aktivitit

Die Bestimmung des Fluoreszenz-Anstieges bei der Inkubation einer Vesikelsuspension mit
dem fluorogenen Substrat bis-BODIPY-FL-C,,-Phosphatidylcholin (BPC) erfolgte kontinuier-
lich unter Rithren am Fluorometer. Die Anstieg der Fluoreszenz wurde kontinuierlich verfolgt.
Die Messungen wurden in einem Fluormeter Shimadzu RF-5000 (Excitationswellenlinge 485

nm, Emissionswellenlinge 515 nm).

Messansatz: Stammldsung
-10 pl Vesikel 1.2-1.5 mg/ml
-1-10 p1 BPC 10 pM-100 pM verdiinnt aus 1 mM (DMSO)

Stamml&sung mit Suspensionspuffer
-89-80 pl Puffer Suspensionspuffer
Die Zunahme der Fluoreszenz wurde {iber einen Zeitraum von 1-2 Minuten verfolgt.
Der Anstieg der Geraden aus der Fluoreszenzzunahme pro Zeit wurde berechnet und kann un-

ter definierten Umstdnden als Mal3 der Enzymaktivitdt angesehen werden.

2.5. Analytische und quantitative Diinnschichtchromatographie

Die Umsetzung der Phospholipide wurde an Hand ihrer Hydrolyseprodukte nach HPTLC-
Trennung verfolgt. Die Proben wurden mit Hilfe eines AS 30 TLC-Applikators (Desaga,
Deutschland) auf HPTLC-Platten ( Kieselgel-60, 10 x 10 cm, bzw 5 x 5 cm Merck,
Deutschland ) aufgetragen. Aufden 10 x 10 cm-Platten wurden pro Seite 20-bis 22 Proben, auf
5 x 5 einseitig 10 Proben mit einem Lange von 2 mm und mit 4 mm Abstand aufgetragen. Nach
dem Auftragen der letzten Probe wurden die Platten luftgetrocknet. Die Trennung der Proben
auf der 10 x 10 cm-Platten erfolgte in einer Horizontalkammer (Camag, Schweiz) in der Sand-
wichkonfiguration, 5 x 5 cm-Platten in einer Horizontalkammer (Merck, Deutschland) mit dem
Laufmittel Chloroform-Methanol-Wasser 65+25+4. Dabei betrug die Laufstrecke 43 mm fiir

die Proben. AnschlieBend wurden die Platten unter dem Abzug getrocknet.
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2.5.1. Herstellung von fluoreszenzmarkierten Phospholipase-digests

Alle imfolgenden beschriebenen Ansdtze wurden 30 min bei 30°C inkubiert und daraus die
Phospholipide, wie in 2.5.2. beschrieben, extrahiert. Die unteren Chloroformphasen wurden
entnommen und unter Stickstoff abgedampft. Der Riickstand wurde in 96%-igem Ethanol

aufgenommen und anschlieend zur Analyse verwendet.

Produkte von PLA, (Lyso-PC plus Fettsiiure)

-150 pl 50 mM MOPS-KOH pH 6.5

-20 pl CaCl, (SL 100 mM)

-20 pl BPC/ BEPC (SL 1 mM)

-10 pl PLA, (SL 1u/pl) aus Apis mellifera (Sigma P 9279)
Produkte von PLC (fluoresz. DAG)

-150 pl 50 mM MOPS-KOH pH 6.5

-20 pl CaCl, (SL 100 mM)

-20 pl BPC/ BEPC (SL 1 mM)

-10 pul PLC (SL 0.25u/pl) aus C. perfringens (Sigma P 7633)
Produkte von PLD (fluoresz. PA)

-150 pl 50 mM MOPS-KOH pH-6.5

-20 pl CaCl, (SL 100 mM)

-20 pl BPC/ BEPC (SL 1 mM)

-10 pl PLD (SL 0.5 w/pl) aus WeiBkohl (Sigma P 7758)

2.5.2. Extraktion der Phospholipide fiir die HPTLC

Die Phospholipidextraktion erfolgte modifiziert nach Bligh & Dyer (1959). Dazu wurden die
Proben mit dem dreifachen Probenvolumen Methanol:Chloroform (2:1 v/v) versetzt und
griindlich geschiittelt (Vortex). Etwa nach 30 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden zu
den Proben das gleiche Volumen reines Chloroform und das gleiche Volumen 150 mM NaCl-
Losung zugegeben. Um eine schérfere Phasentrennung herbeizufiihren, wurden die Proben
dann in den Kiihlschrank bei 4°C gestellt. Nach der Phasentrennung wurden die Proben von der
unteren Chloroformphase vorsichtig entnommen und zur Diinnschichtchromatographie

verwendet.
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2.5.3. Detektion fluoreszierender Phospholipide in der HPTLC

Die Platten, auf denen fluorogene Phospholipide aufgetragen waren, wurden mit Hilfe eines
Phosphoimagers Storm 860 (Molecular Dynamics, USA) im Modus Chemoblue-Fluoreszenz
bei einer Spannung von 950 V gescannt und die Fluoreszenzintensitit der Banden mit der

Image Quant-Software quantifiziert.

2.5.4. Quantifizierung fluoreszierender Phospholipide in der HPTLC

Die maschinelle Probenauftragung auf die Diinnschichtplatte ermoglicht es eine quantitative
Auswertung der Chromatogramme durchzufiihren. Aus 1 mM BEPC und BPC Stammldsungen
wurden Verdiinnungssreihen im Konzentrationsbereich von 5-100 nM in Ethanol hergestellt.
Von den Verdiinnungreihen wurde je 2ul Probe auf dem Chromatogramm mit Hilfe eines
Applikators (s. Kap.2.5.) aufgetragen. Nach der Aufirennung in der Chromatographie wurde
die Fluoreszenz der Proben aus der Verdiinnungsreihe mit Hilfe des o.g. Phospho-Imagers
gemessen, indem die fluoreszierenden Flacheneinheiten der Phospholipide quantifiziert wurden.
BEPC wurde als Standard fiir alle Metabolite, die 1 fluoreszierende Fettsdure tragen,
verwendet, die Verdiinnungsreihe von BPC diente als Standard fiir alle Metabolite mit zwei
fluoreszierenden Fettsduren. Aus der graphischen Auftragung der Fluoreszenzeinheiten gegen
die Mengen auf der DC-Platte wurden folgende Anstiege ermittelt: K;,.=308.6,
1/Kp=0.003241 und Kgppo=121.7, 1/Kgpp=0.008218 bei PMT 950 V (s.Abb. 3.b.) sowie
Kgpc=71.96, /Kgp=0.0139 und K;p=29.42, 1/Kgpp=0.03399 bei PMT 800 V (s.Abb.3.a).
Die starke Abhdngigkeit der Anstiege von der verwendeten PMT-Spannung macht es
notwendig, die Versuche bei konstanten Gerdteparameter durchzufiihren. In dieser Arbeit
wurden die Fluoreszenz von BEPC und BPC ausschlielich bei einer PMT von 950 V
gemessen. Zur Bestimmung der jeweiligen Substanzmenge wurde gemessene Fluoreszenzwert

mit dem zugehorigen 1/K-Wert (K=Anstieg der Kalibrier-Kurve) multipliziert.
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Abb.3. Eichkurve zur Quantifizierung der fluorogenen Phospholipidsubstrate. BEPC und BPC auf
Kieselgelplatten a) ermittelt bei 800 V b) bei 950 V

2.5.5. Ermittlung der optimalen Substratkonzentration fiir die Messung der PLA,-
Aktivitit in Zellsuspensionen

Bei Untersuchungen mit einer zu hohen BEPC-Konzentration konnten zellschddigende Effekte
durch aus dem Substrat gebildeten Produkte auftreten. Um dies zu minimieren,wurde eine
minimale Substratkonzentration ermittelt, bei der sich die Aktivitit der PLA, in Zellen gut
messen 1d6t. Es wurde End-Konzentrationen von 1 pM, 2 uM, 5 uM und 10 uM BEPC
getestet. Das zuvor mit Ultraschall behandelte Substrat im Ndhrmedium wurde zu den Zellen

zugesetzt und nach 2, 5, 10 und 20 min

Inkubation wurden die Aliquots entnommen.

Das Auftreten der PLA,-Hydrolyseprodukte . .,B.E: E:: \ 1o
konnte bei allen 0.g. BEPC-Konzentrationen g 5-”"1”:‘

gut detektiert werden. Die Menge der % i:zm T 5HM
gebildeten BE-LPC pro Zeiteinheit war direkt ; zz:z: \ il
proportional den verwendeten 1.0x10% ] . 1M
Konzentrationen an BEPC (s.Abb.4.). e = B o

Anhand dieser Daten und unter

Beriicksichtigung der Streuung der
MeBwerte wurde die Aktivitdt der PLA, in
BEPC-

Zellsuspensionen bei einer

Konzentration von 2 uM gemessen.

Zeit {min)

Abb. 4. Kinetik der Freisetzung von BE-LPC aus
BEPC bei verschiedener Konzentration durch die
PLA, der Zellen von Eschscholzia californica.
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2.5.6. Detektion postchromatographisch gefiarbter genuiner Phospholipide

Wegen des Fehlens von chromophoren Gruppen im natiirlichen Phospholipidmolekiil besteht
die Notwendigkeit zur Sichtbarmachen dieser Verbindungen mit speziellen Farbreagenzien.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die postchromatische Fiarbung mit einer Mischung aus
Kupfersulfat/Phosphorsdure (modifiziert nach Touchstone et al, 1983). Die DC-Platten
wurden 2 min lang bei 120° C erwdrmt und nach dem Abkiihlen in eine Firbelosung (0.626 M
Kupfersulfatpentahydrat mit 8%-iger Phosphorsdure) getaucht. AnschlieBend wurden diese
Platten erneut auf einer Thermoplatte auf eine Temperatur von ~160-170°C fiir 2-4 min erhitzt.
Die Quantifizierung der Chromatogramme erfolgte mit Hilfe eines Densitometers CD 60
(Desaga, Deutschland) im Extinktionsmodus bei einer Wellenldnge von 390 nm.

Die Auswertung erfolgte auf der Grundlage der ermittelten Peakfliche in Bezug zu den

aufgetragenen Standards.

2.6. Ermittlung der Massenspektren von Phospholipiden

Die Ermittlung der Massenspektren von Phospholipidmetaboliten erfolgte (Kooperation: M.
Petkovic, Dr. Arnhold, Leipzig) nach Miiller et al. (2001) {ber MALDI-TOF-
Massenspektrometrie. Zundchst wurden die Extrakte (Chloroform/Methanol) in einem
Exsikkator getrocknet und mit der Matrixlosung (0.5 M 2,5-dihydroxybenzeonsdure in
Methanol mit 0.1% Trifluoressigsdure) resuspendiert. Das Volumen der Matrixlésung
entspricht dem Probenvolumen vor dem Eindampfen. 1.8 pl Proben-Matrix-Gemisch wurde
dann auf den Probenteller gebracht und unter Zufuhr von warmer Luft getrocknet.

Das Trocknen flihrt zu einer homogenen Kristallisation auf dem Probenteller. Die MS-
Messungen erfolgten an einem Voyager Biospektrometer (PerSeptive Biosystems,
Framingham, MA). Dieses System besitzt einen Stickstoftlaser mit einer Wellenldnge von 337
nm. Der Druck in der lonenkammer betrug zwischen 1 x 10”7 und 4 x 107 Torr. Die Extraktion
der Ionen erfolgte im verzogerten Modus bei einer Spannung von 20 kV. Bei diesem Modus
gelangen die Ionen nach der Beschleunigung in die feldfreie Flugstrecke von 2 m bis zum
Reflektor. Die Proben wurden bei jeder Messung 128 mal mit Laser beschossen, mit einer
Bestrahlungsstérke, die mit 1,2-Dipalmitoyl-phosphatidylinositol als Standard geeicht wurden

war.
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2.6.1. Phospholipidextraktion fiir die Analyse mit MALDI-TOF-MS

2.6.1.1. Phospholipidextraktion aus den Plasmamembranvesikeln

50 pl gereinigte Plasmamembranvesikel in Suspensionspuffer wurden nach den entsprechenden
Inkubationzeiten mit 100 pl Chloroform/Methanol-Mischung 1:4 versetzt. Nach 30 min
Schiitteln wurde 50 pl 150 mM NaCl und 80 pl Chloroform zugesezt. Danach wurden die
Proben 20 min lang bei 4°C aufbewahrt, um eine Phasentrennung zu erreichen.

Die untere organische Phase der Proben wurde entnommen und unter Stickstoff abgedampft.
Der Riickstand wurde in 50 pl Chloroform aufgenommen und anschlieBend zur Messung

eingesetzt.

2.6.1.2. Phospholipidextraktion aus Zellsuspensionen nach Elicitor-Behandlung

Fir die Analyse der Zellextrakte mit MALDI-TOF-MS wurden 4-5-Tage alte Zellen
verwendet. Zunichst wurden die Zellen mit 100 mM Sorbitol gewaschen und anschlieBend in
einer phosphatfreien, 75%-igen Nahrlosung resuspendiert. Zu 2 ml Zellsuspensionen mit einer
Frischmasse von 50 mg/ml im Kolben wurde 2 pg/ml Elicitor zugesetzt. Nach 2 min, Smin, 10
min und 20 min wurden jeweils 500 pl Zellsuspension entnommen und mit 1.0 ml Stopplosung
(Chloroform/Methanol 1:4) versetzt. Nach 30 min wurde 500 pl 150 mM NaCl-Losung, und
nach weiteren 20 min 800 pl Chloroform zugesetzt. Um eine gute Phasentrennung zu
erreichen, wurden die Proben dann fir 20 min bei 4°C aufbewahrt. Von den unteren
Chloroformphasen wurde mit Hilfe einer Spritze 1 ml entnommen und unter Stickstoffzufuhr

abgedampft. Das Resuspensionsvolumen betrug ein Zehntel des Extraktionsvolumens der

Zellen (50 pl Chloroform).

2.6.1.3. Gewinnung einer Lysophospholipid-Fraktion aus der Plasmamembran

Zu 50 pl Plasmamembranvesikeln in Suspensionspuffer wurden 50 ul MOPS-KOH pH 7.5 und
10 pl PLA,-Losung (PLA, aus Apis mellifera, 1.225 U/mg, 2.4 U/ul) zugesetzt, und

1 Stunde bei 30°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 200 ul
Chloroform/Methanol-Mischung 1:4 gestoppt. Nach 30 min Schiitteln wurden 100 pl 150 mM
NaCl und 160 pl Chloroform zugesezt. Danach wurden die Proben 20 min bei 4°C aufbewabhrt.
Die untere organische Phase wurde mit Hilfe eines TLC-TLC-Applikators auf Kieselgel-60-

Platte aufgetragen. Danach erfolgte die Trennung der Proben in einer
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Horizontalkammer mit dem Laufmittel Chloroform-Methanol-Wasser 65+25+4. Eine Spur (ca.
2 cm) der Platte wurde mit dem Kupfersulfat-Reagenz (Kap.2.5.6) angefarbt.

Die Abschnitte mit gleichem R-Wert wie die angefirbte LPC-Bande wurden von dem Rest der
Platte mit Hilfe einer Rasierklinge ausgekratzt, in Methanol aufgenommen und 30 min lang
geschiittelt, anschlieBend 20 min lang bei 10000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde unter
Stickstoff abgedampft. Der getrocknete Rest wurde in 96 % Ethanol resuspendiert.

2.7. Sonstige Methoden

2.7.1. Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Konzentration von Proteinproben erfolgte nach der Methode von
Bradford (1976). Das Ablesen der Extinktion bei 590 nm erfolgte in einem Photometer
Ultrospec-3000 (Pharmacia). Die Auswertung der Messungen erfolgte auf der Basis von

Fichkurven mit Rinderserumalbumin.

2.7.2. Bestimmung der Vesikelgrofie
Die VesikelgroBBe in Suspensionen wurde mittels Laserinterferometrie in einem Zetasizer-4

(Malvern Instruments Ltd.) bestimmt.

2.7.3. Bestimmung von Benzophenanthridin-Alkaloiden

Zu 0.5 ml Zellsuspension wurden 0.5 ml Extraktionsmittel (100 ml Methanol+720 pl SN HCI)
zugegeben und 20 min bei 40°C im Thermomixer geschiittelt. Nach der Extraktion wurden die
Proben 15 min bei 13000 U/min zentrifugiert. AnschlieBend wurde die Fluoreszenz des
Uberstandes in einem Spektrofluorophotometer RF-5000 (Shimadzu) bei einer Excitation-
wellenldnge von 460+5 nm, Emission 570+10 nm gemessen. Die Auswertung der Messungen

erfolgte auf Basis einer Eichkurve mit Sanguinarin.

2.7.4. Einschluf} von Glutathion in den Vesikeln durch Elektroporation

Die Membranvesikel wurden in Elektroporationspuffer (10 mM MOPS-BTP pH 7.0 mit 330
mM Saccharose ohne KCl und DTE) aufgenommen, die Vesikelmenge iiber die optische
Dichte bei 550 nm ermittelt und durch entsprechendes Verdiinnen auf einen konstanten Wert

(OD=1.6) gebracht. Die Vesikelsuspension wurde mit 20 mM GSH-Losung (im gleichen



Materialien und Methoden 23

Puffer) im Verhéltnis 3:1 gemischt. Von der Mischung wurden 90 pul Probe entnommen und in
Elektroporationskiivetten (1mm Elektrodenabstand) pipettiert. Die Elektroporation erfolgte
mit einem Gerét der Firma Biotechnologies & Experimental Research INC bei 50 pF, 720 Ohm
und unterschiedlichen, jeweils optimierten Spannungen.

Nach der Elektroporation wurden die OD der Proben bei 550 nm gemessen. Dann wurden

80 pul in Eppendorfftubes gegeben, mit Elektroporationspuffer 1:20 verdiinnt, 15 min bei

15400 U/min zentrifugiert und anschlieBend die Pellets nochmals in 1ml Puffer resuspendiert.

Nach erneuter Zentrifugation wurden die Pellets in 80 pl Elektroporationspuffer resuspendiert.

2.7.5. Bestimmung von Glutathion

Die Bestimmung von Glutathion (GSH) erfolgte in einer modifizierten Form nach Coleman
(1997) unter Verwendung von Monochlorobiman (MCB) (s. Abb. 5.), welches mit GSH ein
fluoreszierendes Konjugat bildet. Diese Reaktion wird durch Zusatz von Glutathion-S-

Transferase gestartet.

0 0 o) 0
\ \ / \ N //
HaC—\ N/ CHy + GSH <= HC— L/ CH; + HCI
HsC  CH,Cl HsC  CHySG
MCB

MCB-GSH-Konjugat

(nicht-fluoreszierend) (fluoreszierend)

Abb.5. Reaktion zwischen Monochlorobiman und Glutathion (GSH)

Messansatz:

-16 pl Monochlorobiman (1 mM), 2 pl Glutathion-S-Transferase (0.1 u/pl), 62 ul Puffer,

80 pl Probe Der Puffer ist 10 mM MOPS-BTP pH 7.0 mit 330 mM Saccharose ohne DTE. Die
Reaktion wurde 15 min lang bei 37°C unter Schiitteln durchgefiihrt. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 60 pl 10 %-iger Essigsdure gestoppt. Dann wurde die Fluoreszenz der Proben bei

einer Excitationswellenlinge von 395+5 nm und bei Emissionswellenlinge von 470+£10 nm,
gemessen (Shimadzu RF-5000). Die fiir eine Quantifizierung von GSH notwendige MCB-

Konzentration wurde an Hand einer Eichreihe ermittelt.
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Die Abb.6 zeigt, dass Glutathion im il

Konzentrationsbereich von 1 bis 10 pM mit

Fluoreszenz
[4;)
o

100 uM MCB vollstandig umgesetzt werden

kann, wie aus dem linearen Verlauf der

Fluoreszenz- intensitdt mit steigender GSH- 0-

Konzentration abgeleitet werden kann. S

Abb.6. Eichkurve fiir die Quantifizierung von GSH.
Der Anstieg der Geraden (k= 32.05£2.235)) diente
als Faktor zur Berechnung des GSH-Gehaltes.

2.8. Chemikalien und Geriite
Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Enzyme wurden von Sigma (Deisenhofen)

bezogen. Die von anderen Firmen bezogenen besonderen Chemikalien und Gerite sind

nachfolgend aufgefiihrt:

Chemikalien und Geriite Herkunft

BPC Molecular Probes

BEPC e f=mmmmmmmmmam
Monochlorobman e f=mmmmmmmmmam
Elektroporationskiivetten mit 1 mm Abstand Eppendorff

HBI (Hexabromoiridat (V)) Alfa (Johnsen Mathy GmH)
HTPLC-Kieselgel-60 Platten Merck (Deutschland)

5 x 5 cm Horizontallautkammer ~ —meeeeee- f=mmmmmmmmmam

10 x 10 cm Horizontallautkammer Camag (Schweiz)
Zeta-Sizer-4 Malvern Instruments Ltd
Elektro ECM 600 Biotechnologies & Experimental

Research INC (USA)
Spektrofluorometer RF-5000 Shimadzu (Japan)
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3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.1. Ubersicht der verwendeten Methoden zur Reinigung der Plasmamembranen

Das erste Ziel dieser Arbeit war, hochreine Plasmamembranen aus kultivierten Zellen von
Eschscholzia californica zu isolieren und zu charakterisieren.

Bis jetzt verwendete man in der Praxis drei Methoden fiir die Isolierung von Plasmamembranen
aus Pflanzenmaterial:

-die Verteilung in einem wéssrigen Zweiphasensystem aus den Polymeren Polyethylenglykol und
Dextran (Briskin et al., 1987; Larsson et al., 1987),

-die Dichtegradienten-Zentrifugation mit Saccharose oder Sorbitol,

-die Trennung mittels free-flow-Elektrophorese (Sandelius et al.,1990).

Biologische Membranen unterscheiden sich voneinander hinsichtlich ihrer Zusammensetzung,
,»sidedness® und Funktion. Die unterschiedlichen Oberflicheneigenschaften, besonders die
Hydrophatie der Proteine der Plasmamembranen im Vergleich zu anderen intrazelluldren
Membranen (Tonoplast, Golgimembran, Endoplasmatisches Reticulum), ermdoglichen eine
differenzierte Verteilung im wissrigen Zweiphasensystem (Larsson et al., 1987).

Beider Zentrifugation im Saccharosedichtegradienten beruht das Reinigungsprinzip dagegen auf
den unterschiedlichen Dichten von Membranen verschiedener Zellorganellen (s.Tab.3).

Jedoch erschweren oft die geringen Unterschiede dieser Membranen die Gewinnung von

Membranfraktionen hoher Reinheit.

Organellen Dichte g/cm?
Plasmamembran 1.14-1.17
Mitochondrialmembran 1.18-1.2
Golgimembran 1.12-1.15
Rauhes Endoplasmatisches Reticulum 1.15-1.17
Thylakoide 1.16-1.18

Tab.3. Dichte verschiedener zelluldirer Membranen nach Larsson (1987)

Das Trennprinzip der apparativ aufwendigen “free-flow” Elektrophorese, die in dieser Arbeit
nicht verwendet wurde, beruht auf der elektrophoretischen Beweglichkeit von
Membranvesikeln in einem elektrischen Feld entsprechend ihres Ladungszustandes (Sandelius et
al., 1990). In der vorliegenden Arbeit wurden zur Isolierung von Plasmamembranen aus den

Zellen der
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Suspensionskulturen von Eschscholzia californica die Verteilung im wéssrigen
Zweiphasensystem und die Dichtegradientenzentrifugation mit Saccharose angewandt und

hinsichtlich ihrer Reinigungseffizienzen verglichen.

3.1.1. Optimierung der Reinigung der Plasmamembranen im wissrigen
Zweiphasensystem

Die Mischung der wasserldslichen Polymere PEG 3500 und Dextran 500 fiihrt zur Bildung eines
Zweiphasensystems, bestehend aus einer PEG-reichen Oberphase und einer Dextran-reichen
Unterphase. Durch die Zugabe verschiedener Puffer und Salze kann man diese Phasen mit
unterschiedlichem osmotischen Potential ausstatten um die Trennung (Fraktionierung) von
Protoplasten, Organellen und Membranen weiter zu verfeinern. Im Gegensatz zu den
intrazelluliren Membranen hat die Plasmamembran eine hohere Bindungsaffinitit zur PEG-
reichen Phase (Oberphase).

Die effiziente Verteilung von biologischen Membranen im Zweiphasensystem findet nur in einem
sehr engen Bereich genau definierten Polymerkonzentrationen statt. Dieser liegt im Bereich
zwischen 5.5-6.5 %, wobei beide Polymerkonzentrationen den gleichen prozentualen Wert
haben miissen. Neben den Polymerkonzentrationen konnen auch die Salzkonzentrationen
variiert werden. Bei der Optimierung konnen einerseits niedrigere Polymerkonzentration (5.5-
5.9%) mit hoheren Salzkonzentrationen (>5 mM KCl) kombiniert werden, andererseits kann
auch durch hohere Polymerkonzentrationen (6.5%) in Verbindung mit niedrigen
Salzkonzentrationen (<5 mM KCI) die Separation der Plasmamembranen erreicht werden.

Es gibt inzwischen Arbeiten, bei denen Zweiphasensysteme fliir die Reinigung von
Plasmamembranvesikeln aus verschiedenen pflanzlichen Spezies verglichen werden konnen. Die
dabei verwendeten Systeme hatten unterschiedliche Polymer- und Salzkonzentrationen. Aus den
Bléttern von Vicia faba wurden Plasmamembranvesikel durch ein Zweiphasensystem mit der
Polymerkonzentration 6.2 % sowie mit einer Salzkonzentration von 4 mM KCI gereinigt
(Sandalius et al. 1990). Dagegen konnte Blum et al. (1988) Plasmamembranen aus dem
Mesophyll der gleichen Pflanze durch ein Zweiphasensystem mit einer niedrigeren
Polymerkonzentration (5.6 %), kombiniert mit einer hohen Salzkonzentration von 17.5 mM
KCl, reinigen. Fiir die hier durchgefiihrte Plasmamembranpriparation aus den Zellen
Eschscholzia californica hat sich ein Zweiphasensystem mit einer Polymerkonzentration von 6.5

% und einer Salzkonzentration
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von 5 mM KCl als optimal erwiesen. Die Ausbeute an Membranen (gemessen an Hand ihrer
Proteine), welche aus dem mikrosomalen Pellet (alle Membranen der Zelle ohne Mitochondrien)
nach der Zweiphasenverteilung in die Oberphase ilibergingen, lag bei 3-5% (s. Abb.7a). Dies
entspricht etwa den in der Literatur angegebenen Werten (Sandelius et al.,1990). In weiteren
Experimenten hat sich ergeben, dass bei Verwendung hoherer Polymerkonzentrationen (>6.5%)
kaum mehr Membranen in der PEG-Phase erhalten werden konnen. Bei niedrigeren
Polymerkonzentrationen als 6.5% erhoht sich die Ausbeute an ,,Plasma-Membran* gemessen als
Konzentration von Membranproteinen, (s. Abb. 7b) jedoch mul} befilirchtet werden, dass damit
auch unerwiinschte Membranen (Tonoplast, Golgimembran, Endoplasmatisches Reticulum) in
die Oberphase iibergehen (Larsson, 1987; Widell, 1990). Die aus dem Zweiphasensystem mit

einer Polymerkonzentration von 6.5 % erhaltenen Vesikel wurden durch Markerenzyme

charakterisiert.
25
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Abb.7. a) Prozentuale Ausbeute an Membran-Proteinen bei der Reinigung der Plasmamembranen von Eschscholzia
californica, bezogen auf den Proteingehalt des Rohhomogenates (RH). Dargestellt sind der Proteingehalt im
mikrosomalen Pellet (MP) sowie der Plasmamembranen (PM) mit einer Polymerkonzentration von 6.5% erhalten
wurden.

b) Die prozentuale Proteinausbeute von Plasmamembranen aus dem mikrosomalen Pellet (MP). Der Proteinwert

von MP ist als 100% gesetzt. Die Daten stellen Mittelwerte + Standardabweichungen von Dreifachbestimmungen
dar.
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3.2. Charakterisierung der gereinigten Plasmamembranen

3.2.1. Markerenzymaktivitaten

Zur Beurteilung der Reinheit von Plasmamembranen (PM) sind Messungen spezifischer
Markerenzym-Aktivititen erforderlich. Es gibt leider kein Markerenzym, welches nur an einer
einzigen Membrankomponente gefunden wird und eine spezifische, gut messbare enzymatische
Aktivitét besitzt. Bei der Charakterisierung der Plasmamembranen ergeben sich Probleme aus
der Tatsache, dass einerseits gut messbare Enzyme wie z.B. die P-ATPasen in verschiedenen
Membranfraktionen der Zelle gefunden werden, andererseits PM-spezifische Enzymaktivitidten
wie z.B. die Glucansynthase nicht einfach gemessen werden konnen. Deshalb wurden
Messungen der Aktivititen der membranspezifischen ATPasen zur Charakterisierung der
Plasmamembran benutzt und die Selektivitit durch den Einsatz verschiedener Inhibitoren
verbessert. Erginzend zu Messungen der ATPase-Aktivititen wurden Markerenzymaktivititen
anderer Membrankomponenten gemessen, um Verunreinigungen der PM-Vesikel mit anderen

Membranen ermitteln zu kénnen. Tab.4 zeigt eine Ubersicht der benutzten Markerenzyme.

Organell (Membrankomponente) Enzymaktivitat Referenz
Mitochondrien Cytochrom c-Oxidase Widell et al., 1990
Plasmamembran Erythrosin B -hemmbare P-H*-ATPase Cocuchi, 1986
Endoplasmatisches Retikulum NADPH-Cytochrom c-Reductase Widell et al., 1990
Tonoplast NO,-hemmbare V-ATPase Serrano, 1990

Tab.4. Spezifische Enzymaktivitédten, die fiir verschiedene zelluldre Membranen charakteristisch sind

3.2.1.1. H-ATPase der Plasmamembranen (P-ATPase)

Die Benutzung der H'-ATPase der Plasmamembranen als Markerenzym ist problematisch, weil
die Zellen zahlreiche weitere ATP-hydrolysierende Enzyme besitzen. Zur Verbesserung der
Selektivitdt bei der Aktivitdtsmessung miissen daher spezifische pH-Optima, lonenbediirfnisse
und Inhibitoren der zelluliren ATPase beachtet werden. Die H'-ATPase der Plasmamembranen
der Pflanzen hat ein pH-Optimum zwischen 6-7, sie ist Mg*"-Ionen abhiingig, Ca**-lonen
unabhingig und braucht K'-Ionen fiir ihre volle Aktivitdt (Sze, 1985; Serrano, 1990). Bei der
Messung der ATPase-Aktivitit in Membranvesikeln muf3 beriicksichtigt werden, dass die
Lipiddoppelschicht eine Permeabilitdtsschranke gegen den freien Austausch von ATP darstellt

und asymmetrisch
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aufgebaut ist. Nach dem ZellaufschluB bzw. wihrend der Homogenisation bilden
Membranfragmente spontan Vesikel, die oft eine Mischung aus ,,rightside-out* (die in der Zelle
dem Cytosol zugewandte Seite zeigt nach innen) und ,,inside-out” (ehemals cytosolische Seite
zeigt nach auflen) Orientierung darstellen. Wenn bei den Messungen Detergenzien wie Triton X-
100 zugesetzt werden, fithrt dies meist zu einer Erhohung der ATPase-Aktivitit von
Plasmamembranen. Dies deutet darauf hin, dass ein groBer Teil der Plasmamembranvesikel die
ATP-Spaltstelle auf der cytosolischen Seite hat, d.h. wie sie in der Zelle orientiert ist. Die
Innenseite dieser ,rightside-out“-Vesikel wird erst nach Membranzerstorung durch die
Detergenzien zugénglich. Alternativ kann die “rightside-out”-Struktur durch die Zugabe des
neutralen Detergens Brij-58 (Johansson et al., 1995). Um die gesamte ATPase-Aktivitit zu
erfassen, wurde die ATPase-Aktivitidt in Anwesenheit von 0.01 % Triton X-100 bzw. 0.05 %
Brij-58 verfolgt. Aus der Differenz der meBbaren ATPase-Aktivitit in Gegenwart und-
Abwesenheit von Brij 58 bzw. Triton X-100 kann geschlossen werden, dass die von uns
gereinigten Plasmamembranvesikel einen Anteil von 25-30% an “inside-out”-Vesikeln
besitzen.(s. Tab. 5). Die in den folgenden Graphiken dargestellten Angaben iiber die H'-
ATPase-Aktivitidten in den Membranfraktionen beziehen sich immer auf die gesamte ATPase-

Aktivitdt der Proben, welche nach Brij-58 Zusatz ermittelt wurde.

Anreicherung der ATPase-Aktivitiit in den Plasmamembranen

Unter den von uns gewéhlten Messbedingungen nach Palmgren (1990) wurde dabei in der
Plasmamembran-Fraktion eine 6-fache Erh6hung der Aktivitit, verglichen zum Rohhomogenat
und eine ca. 30%-ige Erhdhung im Vergleich zum mikrosomalen Pellet ermittelt (s.Abb.8). Dies
ist ein Hinweis, dass eine Anreicherung der Plasmamembranfraktion im Zweiphasensystem
stattgefunden hat. Die weitere Charakterisierung der PM-Vesikel-fraktion erfolgte tliber die

Wirkung von Hemmstoffen unterschiedlicher Spezifitit.

Erythrosin B-sensitive H-ATPase-Aktivitiit

Erythrosin B ist ein wirksamer Hemmstoff der PM-ATPase mit hoher Spezifitdt (Serrano,
1990). Fiir die gereinigte PM-ATPase aus Raphanus sativus wurde ein 1C,-Wert von 1 pM
ermittelt. Eine vollstindige Inhibierung der Aktivitit wurde mit 30 uM Erythrosin B erreicht

(Gocucci,
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1986). In den von uns gereinigten PM-Vesikeln von Eschscholzia californica ergab sich 1C,,-

Wert von 43 pM, im mikrosomalen Pellet ein I;,-Wert von 120 uM (s. Abb.9).

0.8

0.4 —

0.3 —T—

Aldivitdt in %

0.24

nkat/myg Protein

0.1+

300 2‘0 4‘0 BID 8;3 10‘0
0.0

RH MP PM Erythrosin B in ph
Abb.8.Spezifische ATPase-Aktivititen vom Abb.9. Erythrosin B-sensitive ATPase-Aktivitit im
Rohhomogenat (RH), des mikrosomalen Pellest mikrosomalen Pellet (-a-) und in Plasmamembranen
(MP) und der Plasmamembranen (PM). Die (-#-). Die Aktivitit in Abwesenheit von Erythrosin
Ergebnisse stellen Mittelwerte einer B als 100% gesetzt.

Dreifachbestimmung dar.

Nitratsensitive ATPase-Aktivitdit

Der NO;-hemmbare Anteil der gesamten ATPase-Aktivitit kann als Mal} der ATPase-Aktivitét
des Tonoplasten geschétzt werden. Bei einer Konzentration von 50 mM Nitrat sollte nach den in
der Literatur beschriebenen Angaben eine vollstindige Hemmung der Tonoplasten-ATPase
erreicht werden (Larsson, 1987; Serrano, 1990). gemessen). In der mikrosomalen Fraktion von
Eschscholzia californica konnte durch 50 mM KNO; eine 35-bis 40 %-ige Reduktion der
ATPase-Aktivitdt festgestellt werden (s. Abb.10), in der gereinigten Plasmamembranfraktion
wurde noch eine Reduktion von 15-19 % gefunden. Dies kann bedeuten, dass eine
Verunreinigung mit Tonoplastenmembranen in den Plasmamembranvesikeln vorliegt. Dabei muf3
allerdings beriicksichtigt werden, dass auch in den Plasmamembranen eine geringe V-ATPase-
Aktivitét vorliegt, deren biologische Funktion noch unklar ist (Ratajczak & Wilkins, 2000), so

dass die Verunreinigung mit Tonoplasten geringer als 15 % sein sollte.

Azid-sensitive ATPase-Aktivitit

Die ATPasen der Mitochondrien und der Thylakoide (F,/F,-Typ) lassen sich durch 1 mM Azid
praktisch vollstdndig hemmen (Gallagher et al.,, 1982; Serrano, 1990). Die ATPase der
Thylakoide sollte in unserer Zellkultur keine Rolle spielen, da die Zellen unter den

Kultivierungsbedingungen
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nicht ergriinen und Thylakoid-ATPase hochstens in Proplastiden vorhanden sein konnte.
Dagegen ist die Priifung auf mitochondriale ATPase sinnvoll. In unseren Versuchen verursachte
Natriumazid, ein Hemmstoff der mitochondrialen F F,-ATPase, keine Hemmung der ATPase-
Aktivitdt in den Plasmamembranpréiparaten (s.Abb. 11). Es konnte auch kein Hemmeffekt des
Azids auf die ATPase-Aktivitdt im mikrosomalen Pellet gefunden werden. Dies bedeutet, dass
bereits die gereinigte Membranfraktion keine Verunreinigung durch Mitochondrien und
Thylakoiden besitzen, insbesondere die Mitochonrien vollstindig abgetrennt wurden. Dies
wurde durch Messungen der Cytochrom ¢ Oxidase, einem weiteren Markerenzym der inneren

Mitochondrienmembran, verifiziert.
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Abb.10. Nitratsensitive ATPase-Aktivitit im
mikrosomalen Pellet (MP) wund in
Plasmamembranen (PM). Die Daten stellen

Abb. 11. Azidsensitive ATPase-Aktivitiat in MP
und in PM. Die Daten stellen Mittelwerte +
Standardabweichungen von

Mittelwerte + Standard- abweichungen von
Dreifachbestimmungen dar. Die Aktivitit in
Anwesenheit von 50 mM KCl wurde als 100%

Dreifachbestimmungen dar. Die Aktivitit in
Anwesenheit von 50 mM KCI wurde als 100%
gesetzt.

gesetzt.

3.2.1.2. Cytochrom-c-Oxidase-Aktivitit

Die Cytochrom-c-Oxidase ist einer der Marker, die in der Innenmembran der Mitochondrien
lokalisiert sind. Auf Grund ihrer hohen Dichte lassen sich die Mitochondrien schon bei 10000 x
g pelletieren, somit konnen sie von den Membranen der mikrosomalen Fraktion abgetrennt
werden (Widell et al., 1990). Bei unseren Versuchen wurden in der mikrosomalen Fraktion eine
4.5-fache und in der Plasmamembranfraktion eine 34-fache Erniedrigung der Cytochrom c
Oxidase Aktivitit Indem der MP-Gewinnung vorgelagerten Zentrifugationsschritt werden die

Mitochondrien effizient abgetrennt, somit wird eine sehr hohe Cytochrom-c-Oxidase Aktivitét
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im 10*x g Pellet gefunden gegeniiber der 10000

3.0

X g-Membranfraktion, welche die _ 25
Mitochondrien enthalten sollte, gemessen ? S
(s.Abb. 12). Dies bestitigt, dass bereits bei der g ::
Gewinnung der mikrosomalen Fraktion der 05
groBte Teil der Mitochondrienmembranen L T 73 =

effektiv abgetrennt wird. Die noch ) ) o
Abb.12. Spezifische Cytochrom-c-Oxidase-Aktivitét

verbleibenden Mitochondrienmembranen in verschiedenen Membranfraktionen. Die Daten
) ) _ stellen Mittelwerte + Standardabweichungen von
werden im Zweiphasensystem fast vollstindig Dreifachbestimmungen dar.

mit hoher Effizienz abgetrennt.

3.2.1.3. Antimycin-insensitive NADPH-Cytochrom-c-Reductase

Die Antimycin-insensitive NADPH-Cytochrom-c-Reductase wird oft als Markerenzym des
Endoplasmatischen Retikulums verwendet (Widell et al., 1990). In unseren Experimenten wurde
die Aktivitit des Enzyms in Gegenwart von 1 pM Antimycin gemessen. Diese Aktivitdt war im
Rohhomogenat um das 3-fache und in den Plasmamembranvesikeln um das 6-fache, verglichen
mit dem mikrosomalen Pellet erniedrigt (s.Abb.13). Die geringe Restaktivitit in
Plasmamembran- vesikeln ist moglicherweise

darauf zuriick- zufiihren, dass die NADPH- 47

Cytochrom c¢-Reductase auch in

Plasmamembranen vorkommt, wie auch in

nkatimg Protein
(o]

anderen Membranen (Lundborg et al., 1981).Die

Ergebnisse zeigen zunidchst eine

Aufkonzentrierung der NADPH-Cyt-c-Red- RH P P

Aktivitit bei der Gewinnung des mikrosomalen ,pp 13 spe; NADPH-Cyt-c-Reductase-Aktivitat

in verschiedenen Fraktionen. Die Daten stellen
Mittelwerte + Standardabweichungen von

System wird ER-stdndige Enzymaktivitdt Dreifachbestimmungen dar.

Pellets (MP), bei der Reinigung im Zweiphasen

effizient abgebaut.
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3.2.2. Bewertung der Markerenzymaktivititen der im Zweiphasensystem gereinigten
Plasmamembranvesikel

Die Bewertung der Messungen der Markerenzymaktivititen in Plasmamembranvesikeln ergab,
dass die Plasmamembranen weniger als 15 % mit Tonoplasten-Membranen verunreinigt sind.
Andere Membranenzymaktivititen, wie z.B. fiir ER-Membranen, Mitochondrien und
Chloroplasten-membranstdndige Enzymaktivitdten wurden nicht gefunden (s Tab.5.).

Marker Rohhomogenat mikrosomale Fraktion | PM-Vesikel
spezifische ATPase Aktivitdt in nkat/mg 0.067-0.008 0.28- 0.31 0.367-0.4
Protein

Erythrosin B-sensitive ATPase-Aktivitat n.D ca. 120 uM 43 uM
IC,,-Werte

nitratsensitive ATPase Aktivitat in % n.D 31-50 37274
azid-sensitive ATPase Aktivitat in % n.D 2 0
NADPH-Cytochrom ¢ Reductase in 847 305 197
nkat/mg

Cytochrom c Oxidase in nkat/mg 2.62-2.67 0.61-0.67 0.05-0.078
Latente ATPase-Aktivitat in % n.D 35-50 30-35
Protein in mg/ 300 ml Suspension 664-700 37179 0.45-0.49

Tab. 5. Eigenschaften der Plasmamembranvesikel, die durch Zweiphasensystem gereinigt worden sind.
Dargestellt sind die ATPase-Aktivititen, die fiir verschiedene Membranfraktionen charakteristisch sind und als
Ma fiir die mdgliche Verunreinigung der PM-Priaparation mit diesen Membranen untersucht wurden.

3.2.3. Saccharosegradienten

Die Zentrifugation von Saccharosegradienten wurde als alternative Methode zur Reinigung der
Plasmamembranen verwendet. Beim Auftragen der mikrosomalen Fraktionen auf dem von uns
verwendeten Saccharosegradienten erhélt man fiinf Banden (B, bis B; in Abb.14). Nach
Sandelius et al. (1990) sollten sich die angereicherten Plasmamembranen an der Grenzfliche
zwischen der 45-und 38 %-Schicht (B,) und z.T. zwischen der 38- und 34 %-Schicht (B,)
befinden. Die Banden B, und B, wurden vereinigt und die anderen drei Banden hinsichtlich der
Markerenzymaktivititen separat untersucht. Zundchst wurde die Hemmung der ATPase-
Aktivitdt dieser Banden in Anwesenheit von 50 uM Erythrosin B und 50 mM KNO, gemessen.
In den Banden B, , wurde eine 40 %-ige Hemmung durch Erythrosin B und ca. 20 % Hemmung
durch KNO, gemessen. In der Bande B; wurde weder mit Erythrosin B noch mit Nitrat eine

Hemmung erzielt.
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Moglicherweise befinden sich in dieser Fraktion Membranen des Endoplasmatischen
Retikulums. In den Banden B, und B; wurde eine 25-30 % Hemmung mit Erythrosin B erreicht.
Der Nitrat-hemmbare Anteil betrug 20-25% (s.Abb.15). Aus diesen Ergebnissen I8t sich
schluBfolgern, dass Vesikel, welche durch Saccharosegradienten-Zentrifugation gereinigt
wurden, eine etwas geringere Reinheit besitzen, als die durch Verteilung im Zweiphasensystem

erhaltenen Vesikel. Aus diesem Grund wurden die Messungen weiterer Markerenzymaktivititen

unterlassen.
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Abb.14. Schematische
Darstellung der Banden bei
der Saccharosedichte
gradientenzentrifugation.

Abb. 15. Prozentualer Anteil der Nitrat-und Erythrosin
B sensitiven ATPase-Aktivitdten in den Saccharose-
gradienten-Banden. Die Ergebnisse stellen Mittelwerte
von einer Dreifachbestimmung dar. Die Aktivitét in
Anwesenheit von 50 mM KCI wurde als 100% gesetzt.

3.2.4. Versuche zur Erhohung der Reinheit der Plasmamembranen

3.2.4.1. Kombination der Saccharosegradienten und des Zweiphasensystems

Um die Reinheit der Plasmamembranen zu erh6hen, insbesondere einen stirkeren Ausschluss
von Tonoplastenmembranen zu erreichen, wurde gepriift, ob im Saccharosegradienten
vorgereinigte Plasmamembranfraktionen eine hohere Reinheit bei der Verteilung im
Zweiphasensystem erreichen. Zu diesem Zweck wurden die Banden B, und B, des
Saccharosegradienten vereinigt (s. Abb.14) und dann ins Zweiphasensystem eingebracht.

Die resultierende Fraktion zeigte fiir Erythrosin B einen IC,,-Wert von 50 pM und eine 35-39 %
Hemmung der ATPase-Gesamtaktivitét, d.h. die Vorreinigung der mikrosomalen Fraktion durch
Saccharosegradienten-Zentrifugation flihrte zu keiner Verbesserung der Reinheit der

Plasmamembranvesikel.
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3.2.4.2. Wechsel des Osmotikums im Zweiphasensystem

Weitere Untersuchungen sollten priifen, ob der Wechsel des Osmotikums zu einer besseren
Trennung im Zweiphasensystem fiihrt. Zu diesem Zweck wurde Betain als Ersatz fiir das
Osmotikum Saccharose im Zweiphasensystem getestet. Ein weiterer Grund dafiir war, dass
Betain im Vergleich zu Saccharose keine Oxidation mit Hexabromoiridat (HBI) zeigte, eine
Verbindung,

die in einigen Versuchen als extrazelluldrer, nicht permeabler Elektronenakzeptor benutzt wurde
(Kap.3.3.3.8.1). Betain besitzt ein niedrigeres MG (135.2 g/mol) als Saccharose (342.3 g/mol)
und eine deutlich geringere Dichte. Die PM-Vesikel werden im Zweiphasensystem vermutlich
durch die Wechselwirkung mit der PEG-Oberphase und aufgrund ihres Aufiriebs entgegen der
Gravitationskraft bewegt bzw. gehalten (s.Tab.6.) Deshalb wurde zundchst bezweifelt, ob

Betain als Komponente im Zweiphasensystem liberhaupt geeignet ist.

Betainsystem (330 mM Betain) Saccharosesystem (330 mM Saccharose)
Dichte der Oberphase Dichte der Unterphase | Dichte der Oberphase Dichte der Unterphase
1.02-1.025 (g/ml) 1.08 (g/ml) 1.04 (g/ml) 1.12 (g/ml)

Tab.6. Dichten der Ober-und-Unterphasen der Betain-und Saccharosezweiphasensysteme, die bei der
Polymerkonzentration von 6.5 % und der KCl-Konzentration von SmM mit entsprechenden Suspensionspuffern
hergestellt wurden.

Zunichst wurden Betain- Zweiphasensysteme mit Polymerkonzentrationen zwischen 5.7-6.5 %
hergestellt und die mikrosomale Fraktion zugesetzt. Die Dichteverteilung dieser Systeme dhnelte
dem Saccharose-Zweiphasensystem. Je hoher die Polymerkonzentration, desto geringer wurde

die Ausbeute an Membranproteinen. Eine

vergleichbare Menge an Hi
Plasmamembranvesikeln wie bei dem 6.5%- E 90—:

igen Saccharose-Zweiphasensystem wurde im % 1.
Betain-Zweiphasensystem erst bei der ;E; ;Z: )
Polymerkonzentration von 6.3 % mit 5 mM 50

1] 1ID 2ID 3ID 4ID SID BID I"ID EID QID ‘IDID
KCl erhalten. AnschlieBend wurden die durch Erythrosin 8 in M
das Betain-Zweiphasensystem gereinigten

. . S . Abb.16. Erythrosin B-Hemmung der ATPase-
Vesikel auf ihre Hemmbarkeit mit Erythrosin - it 0 Betain-Vesikeln. Die Aktivitit in

B getestet und Abwesenheit von Erythrosin B als 100% gesetzt.
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mit Vesikeln aus dem Saccharose- Zweiphasensystem verglichen. Es wurde festgestellt, dass
sich die ATPase-Aktivitdt in Vesikeln aus dem Betain-Zweiphasensystem weniger hemmen 148t,
als in den Vesikeln aus dem Saccharose-Zweiphasensystem. Sie wurde in diesen Vesikeln in
Anwesenheit von 100 pM Erythrosin B zu 50 % gehemmt. Das bedeutet einen IC,,-Wert von
100 pM (s.Abb. 16). Daraus wurde abgeleitet, dass ein Austausch von Saccharose gegen Betain
zu einer Verdnderung des Verteilungsmusters fiihrt, jedoch zu keiner Verbesserung der Reinheit

der PM-Vesikel.

3.2.5. Bestimmung der Grofle von Plasmamembranvesikeln

Membranvesikel entstehen bei der Homogenisation des Zelllysats durch Fusion der vorhandenen
Membranbruchstiicke, wobei Membranen der gleichen “Familie”: d.h mit &hnlicher
Phospholipid- Zusammensetzung bevorzugt fusionieren (Larsson, 1987). Im Rahmen dieser
Untersuchungen wurde gepriift, ob die Vesikel wihrend der Priparation ihre Stabilitdt bewahren
und ob sich die Vesikelgroe durch die Verdnderung des umgebenden Mediums auch veréndert.
Hierzu wurden interferometrische Messungen am “Zeta-Sizer” vorgenommen. Es zeigte sich,
dass die VesikelgroBle bei der Zugabe von 50 mM KCl um 10 % zunahm. Durch Zugabe von
Detergenzien entstanden ebenfalls GroBenverdnderungen, und der Zusatz von 0.2 % Brij 58
bewirkte eine Verkleinerung der Vesikel. Mdglicherweise filhren die Detergenzien zur
Verdanderung der Oberflichenspannung der Vesikel und damit zur Verdnderung der
VesikelgroBe. Die Energiezufuhr mit Ultraschall bewirkte eine VergroBerung der Vesikel, was

eine Fusion der Vesikel andeutet.

Bedingungen Durchmesser
5 mM Phosphatpuffer pH-7.8 mit 330 mM Saccharose 5 mM KCI 100-110 nm
5 mM Phosphatpuffer pH-7.8 mit 330mM Saccharose, 52 mM KCI 130-150 nm

5 mM Phosphatpuffer pH-7.8 mit 330 mM Saccharose, 52 mM KCI und 50-60 nm
0.02 % Brij 58

10 mM MOPS-KOH pH-7.5 mit 250 mM Saccharose und 100 mM KCI 110-120 nm

10 mM MOPS-KOH pH-7.5 mit 250 mM Saccharose und 100 mM KCI 240-270 nm
Ultraschallbehandelt

Tab.7. GroBenverteilung von Plasmamembranvesikeln in verschiedenen Puffern und deren Anderung unter

Einwirkung von Detergens-bzw. nach Ultraschallbehandlung. Die Vesikelgroe wurde mittels
Laserinterferometrie in einem “Zeta Sizer” ermittelt.
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3.3. Identifizierung von PLA, -Aktivitat
3.3.1. Ubersicht der Substrate und der MeBverfahren

Bis vor wenigen Jahren wurde Phospholipase A,-Aktivitdt fast ausschlieBlich mittels
chromatografischer Trennung und radiometrischer Detektion der Hydrolyseprodukte untersucht.

Ferner ist die postchromatografische Anfirbung nichtmarkierter Substrate und Produkte

Phospholipase A,

i

Extraktion der Phospholipide mit CHCIL/MeOH Fluorometische Bestimmung
/ \ mit BPC
Verfahren HPTLC MALDI-TOF
(Kieselgel) Massenspekiroskopie

Chloroform/Methanol/Wasser

(65:25:4)
e e

Substrat naturliche fluorogene
Phospholipide Phospholipide (BPC und BEPC)
Farbung
(postchromatho-

graphisch,CuSO,)

i

Detektion Densitometer, 390 nm Phosphoimager

Abb. 17. Ubersicht der Verfahren, die zur Bestimmung der PLA, - Aktivitit verwendet wurden.

beschrieben, am haufigsten durch Jodfarbung (Hirke, 1998).

Inzwischen gibt es neue methodische Moglichkeiten zur Bestimmung der Hydrolyseprodukte
der PLA,. Die Verfligbarkeit von synthetischen Phospholipiden mit fluorogenen Substituenten
an den Fettsdureresten ermoglicht u.a eine kontinuierliche Bestimmung der Aktivitdt der PLA in
einem Fluorometer bzw. eine diskontinuierliche Fluoreszenzdetektion auf DC-Platten nach
chromatographischer Trennung. Ein Vertreter dieser fluorogene Substrate ist das Phospholipid

bis-BODIPY-FL-C,,-PC (BPC ) (Abb.18), welches erstmals von E. Simons (1992) synthetisiert
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und als Substrat fiir PLA-Aktivitdtsbestimmungen verwendet wurde. Es enthdlt zwei
fluoreszierende Chromophore vom BODIPY-Typ, die jeweils an einer der Fettsduren kovalent

gebunden sind. Durch die Wechselwirkung der beiden BODIPY -Fluorophore entsteht ein

|
o]

HsC

Abb.18. Strukturformel von BPC (1,2-Bis-(4,4-difluoro-5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-
diaza-s-indacen-3-undecanoyl)-sn-glycero-3-phosphocholin)

Quench-Effekt, der nahezu die gesamte Fluoreszenz ausloscht. Wenn dieser Quench-Effekt
durch die Abspaltung einer der beiden Fettsduren aufgehoben wird, erhoht sich drastisch die
Intensitit der Fluoreszenz.

Die Zunahme der Fluoreszenz bei der Umsetztung von BPC kann die Folge der Abspaltung der
Fettsdure sowohl in sn,-Position als auch sn,-Position sein.

Eine Unterscheidung zwischen der Fettsdaure-Abspaltung an sn-/ oder sn-2 erlauben z.B.
Substrate, bei denen der Alkylrest an C, nicht als Ester, sondern als Ether gebunden ist: die
Etherbindung ist gegeniiber Phospholipasen ziemlich stabil, so dass eine Spaltung nur an sn-2,
also nicht durch PLA, erfolgen kann. Ein solches Substrat wurde mit BEPC (s.Abb. 19)
gefunden. BEPC wird von authentischer PLA, z.B. aus Apis mellifera umgesetzt. Da dieses
Substrat jedoch eine permanente Fluoreszenz aufweist, kann die Abspaltung des fluorogenen

Fettsdurerestes nicht iiber den Anstieg der Fluoreszenz verfolgt werden.
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Abb.19. Strukturformel des PLA,-Substrates BEPC (1-(O-(11-(4,4-difluoro-5,7-dimethyl-4-
bora-3a,4a-diaza-s-indacen-3-propionyl)amino)undecyl)-2-hexadecanoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin). Die Etherbindung in sn-/-Position dieses synthetischen Substrates
verhindert eine Spaltung durch PLA -Aktivitit.

Folgende Verfahren wurden in der vorliegenden Arbeit untersucht und verwendet:
-Quantitative und qualitative Bestimmung der Umsatzprodukte mittels HPTLC

Ein klassisches Verfahren zur Verfolgung der Phospholipidhydrolyse ist die chromato graphische
Trennung der Substrate und Hydrolyseprodukte aufgrund ihrer unterschiedlichen Polaritdt und
anschlieende Quantifizierung.

Da in den Zellen und in Organellen mehrere Phospholipaseaktivititen vorkommen kénnen, die
verschiedene fluoreszierende Produkte liefern, kann die Analyse der einzelnen
Hydrolyseprodukte auch Hinweise auf das Verhéltnis dieser Enzymaktivititen liefern.

Zur Identifizierung der Hydrolyseprodukte von Phospholipasen in Zellen bzw. in Proben auf den
Chromatogrammen diente der R-Wert im Vergleich mit authentischen bzw. vorgereinigten
fluoreszenten Phospholipiden (s.Tab.8). Als geeignetes Laufmittel erwies sich ein
Chloroform/Methanol/Wasser-Gemisch im Verhiltnis von 65:25:4. Die BEPC-Metabolite
besitzen kleinere R-Werte als die BPC-Metabolite. Dies widerspiegelt wahrscheinlich die Zahl
der BODIPY-Chromophore (1 in BEPC, 2 in BPC).

B-LPC BE-LPC | BPC BEPC B-DAG BE-DAG | B-PA BE-PA BOODIPY-
Fettsare (BFS)

0.119 0.107 0.31 [ 0.26 0.804 0.774 0.62 0.59 0.744

Tab.8.R-Werte der Phospholipidsubstrate von BEPC, BPC und der Hydrolyseprodukte Lysophosphatidylcholin
(B-LPC), Diacylglycerol (DAG) und Phosphatidséure (PA). Fiir BPC ist weiterhin der R-Wert der abgespaltenen
fluorogenen Fettsdure angegeben.
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Abb.20. Diinnschichtchromatographische Trennung von BODIPY -markierten Phospholipidsubstraten
sowie deren Hydrolyseprodukte nach Spaltung mit verschiedenen Phospholipasen. Die enzymatische
Hydrolyse erfolgte nach Kap. 2.5.1. und die Detektion der Fluoreszenz am Storm-Imager.

1) BPC 2) BEPC 3) BEPC+PLA, 4) BPC+PLA, 5) BFS 6) BPC+PLC 7) BEPC+PLC 8)
BPC+PLD+Ethanol 9) BEPC+PLD+Ethanol 10) BPC+PLD 11) BEPC+PLD 12) Alkaloidextrakt aus

den Zellen
-Kontinuierliche fluorometrische Aktivitdtsbestimmung mit kiinstlichen Substraten
Der Anstieg der Fluoreszenz erlaubt kinetische Messungen (z.B. Fluoreszenzanstieg pro Minute
als MaB fiir die Enzymaktivitét), jedoch keine Aussage iiber die Identitdt der Spaltprodukte.
Diese Methode bietet den Vorteil, dass die enzymatische Reaktion direkt und kontinuierlich
verfolgt werden kann und erlaubt eine priazise mathematische Auswertung der Daten. Sie ist

weniger zeitaufwendig als HPTLC und erreicht eine Empfindlichkeit, die der radiometrischen

Detektion vergleichbar ist.

-Detektion der geniunen Substrate mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie
Bei der MALDI-TOF MS handelt es sich um eine massenspektrometrische Methode, bei der

eine “schonende” Desorption und Ionisation der Analytmolekule durch einen Laserimpuls auf
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ein kristallines Analyt-Matrix-Gemisch erfolgt. Die Analytenmolekiile werden wiahrend der
Desorption und Ionisierung nicht fragmentiert.

Das m/z- Verhiltnis (Masse/Ladung) der gebildeten Ionen kann aus der Zeit, die diese
benétigen, einen Weg definierter Linge im Flugrohr zuriickzulegen, berechnet werden.

Der Einsatz der MALDI-TOF-Massenspektrometrie (Matrix-assisted laser desorption and
ionization time-of-flight mass spectrometry) zur Identifizierung von Phospholipaseprodukten
bietet mehrere Vorteile:

-native Molekiilspezies sind genau identifizierbar

-liefert zusétzliche Aussagen iiber die Struktur der umgesetzten Phospholipide wie z.B. deren
Fettsdurereste und Kopfgruppen. Alle Daten konnen meist aus demselben Massenspektrum

abgelesen werden.

3.3.2. Aktivititsmessungen der PLA, mit fluorogenen BODIPY-Phospholipiden

3.3.2.1. Effekte von Losungsmitteln auf die Struktur des Substrates in Losung
Phospholipide sind amphiphile Molekiile. Die Fettsaureketten reprédsentieren den lipophilen,
apolaren Molekiilteil und das Glycerolgeriist mit dem {iiber die Phosphodiesterbriicke
gebundenen Alkohol bildet den hydrophilen, polaren, auch als Kopfgruppe bezeichneten Bereich
des Molekiils. Phospholipide und strukturell dhnliche Verbindungen sind in Wasser wenig
16slich. Das bis-BODIPY -markierte BPC ist, wie alle Phospholipide, sehr gut in organischen
Losungsmitteln 16slich. Beim Losen dieses Substrates in Ethanol, Methanol und Chloroform
wurde ein starker Anstieg der Fluoreszenz gegeniiber der wéssrigen Losung, der nicht durch
Hydrolyse bedingt war, festgestellt (s.Tab.9). Dies zeigt, dass eine Fluoreszenzzunahme nicht
notwendigerweise an die Spaltung der Esterbindung von BPC gekoppelt ist, sondern dass der
Fluoreszenzquench bereits beim Auflosen in organischen Losungsmitteln aufgehoben werden
kann. Im organischen Losungsmittel bilden Phospholipide reverse Mizellen, wobei die polaren
Kopfgruppen nach innen, die Fettsdure-Reste nach aulen gerichtet sind (Hirke, 1998). Die
somit grofleren Abstinde zwischen den Fettsdure-gebundenen Fluorophoren konnte
wahrscheinlich die Authebung des Quencheffektes bedingen. Die meBbare Fluoreszenz kann
also durch die Erh6hung der Abstidnde zwischen den beiden Fettsdureresten zustande kommen,
ohne sie vom Glycerolgeriist abzuspalten. Um bei der fluorometrischen Bestimmung der PLA,

unter Verwendung von BPC die Loslichkeit
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des Substrats zu gewihrleisten, muf jedoch ein Minimum eines organischen Losungsmittels

zugesetzt werden (meist 0.1 % Ethanol oder 1 % DMSO).

Lésungsmittel 10 nM BPC 100 nM BPC 1 uM BPC
Wasser 31 412 6x1
Ethanol 71 4613 35315
Methanol 5+1 3542 289+4
Chloroform 1211 59+2 50116

Tab. 9. Fluoreszenz des BPC in verschiedenen organischen Losungsmittel. Die Fluoreszenz wurde mit einer

Wellenlidnge 485 nm angeregt ( Bandbereite 5 nm) und bei 515 nm ( Bandbereite 10 nm) detektiert.

3.3.2.2. Einfluf} der Detergenzien auf die BPC-Fluoreszenz

Bedingt durch ihren Molekiilaufbau bilden Phospholipide Aggregate, fiir die eine in sich
geschlossene Lipiddoppelschicht an Grenzflichen typisch ist. Diese Strukturen koénnen
bedingen, dafl die zu hydrolysierenden Bindungen fiir das Enzym nicht optimal zugénglich sind.
Ein Zusatz von geeigneten Detergenzien sollte die dicht gepackte Lipidstruktur auflosen, die
Loslichkeit  verbessern und somit den Umsatz der Substrate erhéhen. Wenn der
Fluoreszenzquench strukturbedingt ist, sollten Detergenzien bzw. oberflichenaktiven Stoffe in
der Lage sein, die Fluoreszenz von BPC zu beeinflussen. Die in Tab.8 aufgefiihrten
Detergenzien wurden in Konzentrationsbereichen, die unterhalb deren CMC lagen, untersucht.
Zunéachst wurde der EinfluB der BPC-Konzentration auf die Fluoreszenz in Gegenwart
verschiedener Detergenzien untersucht. Bei der in den Messungen meist verwendeten BPC-
Konzentrationen von 10 nM und 1 uM wurden festgestellt, dass alle Detergenzien die BPC-
Fluoreszenz in unterschiedlichen Mallen erhohen. Bei der BPC-Konzentration von 1 pM
bewirkte z.B CHAPS zwar eine ca. 3-fache Erhohung, aber bei 10 nM eine ca. 20-fache
Erhohung der BPC-Fluoreszenz (s.Tab.10). Diese Untersuchungen zeigten, dass die
Fluoreszenz von BPC stark von der Art des Detergenz und vom BPC/Detergenz Verhiltnis
beeinfluft wird. Dies bedeutet, falls die Detergenzien zur Messung der PLA,-Aktivitat
angewendet werden, miissen diese unspezifischen Fluoreszenzerh6hungen von den spezifischen

(enzymatischen) unterschieden werden.
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Detergenzien CMC in % Endkonzentration im Ansatz 10 nM BPC 1 uM BPC
Kontrolle 0 0.0 % 6+0.4 5.2+0.8
Triton X-100 0.013-0.585 0.01 % 49+2 58+1
CTAB 335 0.02 % 43+0.5 30743
Pluronic 948 0.02 % 32+1 19.4+0.6
SDS 2 0.1 % n.D 35818
CHAPS 0.369-0.61 0.2 % 125 16+0.4
Deoxycholat 0.083-0.207 0.04 % 40+1 8.95+0.35

Tab.10. Detergenzien, deren Einfluf auf die Fluoreszenz von BPC in wissrigen Puffern untersucht wurden. Die

Fluoreszenz wurde mit einer Wellenldnge von 485 nm angeregt (Bandbereite 5 nm) und bei 515 nm
(Bandbereite 10 nm) detektiert.

3.3.2.3. Einfluf} von 0.05%Brij 58 auf die BPC-Fluoreszenz

Die genaue Lokalisation der PLA, in der Plasmamembran sowie die Orientierung des aktiven
Zentrums des Enzyms sind bislang unbekannt. Vermutlich liegt das aktive Zentrum des Enzyms
auf der cytosolischen Seite der Plasmamembran. Um diese Frage zu beantworten, miissen
Experimente mit “right-side-out” und “in-side-out” Vesikeln durchgefiihrt werden. Wenn PLA,,-
enthaltende PM-Vesikel in einer geschlossenen Liposomenform mit “right-side-out”
Orientierung vorliegen, miissen die Substrate durch die Membran diffundieren, falls sich die
Substratbindungsstelle auf der Innenseite der Membran befindet. In diesem Falle konnte die
Diffusionsgeschwindigkeit des Substrates die enzymatische Umsetzung limitieren, d.h. die
Umsetzung wiirde langsamer ablaufen als in “in-side-out” Vesikeln. Mit Hilfe des Detergenz
Brij-58 (0.05 %) kann man “in-side-out” orientierte Vesikel herstellen (Larsson et al., 1995).
Das aktive Zentrum des Enzyms sollte in diesem Fall nach aullen zeigen und somit einen
direkten Zugang zum Substrat haben. Um die Anwendbarkeit von Brij 58 fiir die PLA,-
Aktivitdtsmessungen zu testen, wurden zunichst Vorversuche durchgefiihrt. Da es bekannt war,
dass die BPC-Fluoreszenz stark vom BPC/Detergenz-Verhiltnis beeinflult wird, wurde die
BPC Fluoreszenz bei verschiedenen Konzentrationen (10-100 nM) in Anwesenheit von 0.05%
Brij-58 gemessen. Es zeigte sich, dass nach Zusatz der genannten Konzentration von Brij 58 zu
BPC-Losungen im Inkubationspuffer eine gut mefbare Fluoreszenz auftritt (s.Abb.21), die
durch authentische PLA, (aus Bienengift, s.Materiall und Methodenteil) nicht weiter erhoht
wird. Letzteres kann zwei mogliche Ursachen haben. Zum einen wire eine sehr schnelle
Inaktivierung der PLA, nach Zugabe zum Reaktionsansatz durch das Detergenz denkbar,

andererseits konnte das Detergenz den internen
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Fluoreszenzquench im Substratmolekiil
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zeigte sich im PLA,-Ansatz eine deutliche
Zunahme der Spaltprodukte, auch im Abb.21. Einflufl von 0.05%-iger Brij-58 auf die BPC-

B . Lo _ Fluoreszenz bei verschiedenen Konzentrationen des
Gegenwart von Brij 58, was die Moglichkeit  flyorogenen Substrats. Die Fluoreszenz wurde mit

einer Wellenlidnge von 485 nm angeregt (Bandbereite 5

einer schnellen Enzyminaktivierung nm) und bei 515 nm (Bandbereite 10 nm) detektiert.

ausschlieBt. Die Wirkung von Brij-58 aufdie

Fluoreszenz von BPC beruht also auf einer Verdnderung der Substratstruktur, welche mit der
Solubilisierung dieser Verbindung einhergeht. Die dabei erreichte Neuorientierung der
Substratmolekiile fiihrt zur volligen Authebung des Nachbarschafts-Quench und ereicht daher
die gleiche Fluoreszenz wie die vollstindige Spaltung durch PLA, (Abb.21). In Gegenwart von
Brij 58 kann BPC also nicht als PLA,-Substrat in fluorometrischen Messungen verwendet

werden.

3.3.2.4. Nicht enzymatisch ausgeloste Anderungen der Fluoreszenz von BODIPY-
Substraten durch Vesikel

Nach Zugabe von PM-Vesikel zu BPC wurden srarke Fluoreszenzerh6hungen beobachtet, die
nicht auf eine Enzymaktivitit zurlickgefiihrt werden konnten. Dies wird erst deutlich beim
Vergleich der Fluoreszenzdnderungen, die durch authentische PLA, von Apis mellifera und PM-
Vesikel ausgelost waren (s.Abb.22). Bei der eingesetzten Menge von authentischer PLA, sollten
die Fluoreszenzerhohungen von BPC stérker sein, als die durch die PM-Vesikel ausgelOst
waren. Bei der Interpretation des Fluoreszenzverhaltens des BPC ist zu bedenken, dass auch die
Phospholipide der Plasmamembran selbst Detergenz-Charakter aufweisen. In Untersuchungen
mit enzymatisch inaktiven Vesikeln (autoklaviert) wurde beobachtet, dass die
Fluoreszenzerhohungen viel stirker waren als die mit enzymatisch aktiven PM-Vesikel. (s.Abb.

22). Dies war ein weiterer Hinweis auf das “Detergenz”-Verhalten der Vesikel.
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deutliche Fluoreszenz-Maxima um 1 pM  Abb.22. Ein Vergleich der Anderungen der BPC-

. Fluoreszenz in Anwesenheit von 0.05% Brij 58,
und um I mM PC auf. Diese starke authentischer PLA, Aristolociasdure und PM-Vesikel.

Abhidngigkeit vom Sojalecithin/BPC-

Verhiéltniss weist auf strukturdynamische Prozesse hin, die in enger Abhdngigkeit zum
Detergenz/BPC-Verhiltnis stehen und die Orientierung der Fettsdureketten von BPC wesentlich
beeinflussen. Es ist daher vorstellbar, dass die Einstellung eines neuen Phospholipid
(Detergenz)-BPC Gleichgewichtes, z.B. nach Zusatz der Membranpraparationen zu einen neuen
Fluoreszenz-Niveau fiihrt. Dies macht es notwendig bei der fluorometrischen Messungen der
PLA,-Aktivitidt in Membranfraktionen ein Vesikel/BPC-Verhiltinis zu finden, bei dem keine
unspezifische Fluoreszenzerhohung stattfindet. Dies kann man durch Verdiinnung der
Membranfraktion mit einem geeigneten Puffer erreichen (welcher keine Wechselwirkungen mit
BPC zeigt).

Zusézlich sollte man bei den Fluoreszenzmessungen enzymatischer Aktivititen in Gegenwart
von Inhibitoren zu messen (vorausgesetzt der zugegebene Effektor besitzt nicht auch
Detergenz-Eigenschaften). Die dabei gemessenen Inhibitionskurven sollten bei maximaler

Hemmung nicht
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gegen Null gehen, sondern einen "offset" aufweisen, der den nichtenzymatischen Anteil des
Fluoreszenzsignals widerspiegelt. Derartige Messungen wurden in der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrt sind im Kapitel 3.3.3.5. dargestellt. Neben der Enzyminhibierung ist auch die
Enzymaktivierung fluorometrisch mef3bar, wie an Hand der Mastoparan bedingten Aktivierung
der vesikuldren PLA, gezeigt wurde (s. Kap.3.3.3.8.2. Einflul von Mastoparan auf die PLA,-
Aktivitédt). In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb bei der Bestimmung der PLA,-Aktivitit,

auch die Quantifizierung der Hydrolyseprodukte nach HPTLC-Trennung verwendet.
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Abb.23. Die Verdnderung der Floureszenz von 1 uM BPC im Suspensionspuffer nach Zugabe
steigender Konzentration von Sojalecithin. Es wurde BPC-Losung mit Soja-Lecithin-Ldsung in
Suspensionspuffer gemischt und Ultraschall behandelt. Die Fluoreszenz wurde mit einer
Wellenlédnge von 485 nm angeregt (Bandbereite 5 nm) und bei 515 nm (Bandbereite 10 nm)
detektiert.

3.3.3. PLA,-Aktivitit in Plasmamembranvesikeln

Die PLA,-Aktivitét in Plasmamembranvesikeln wurde zunichst mit den kiinstlichen fluorogenen
Substraten BPC und BEPC ermittelt. Hierfiir verwendete Plasmamemembranvesikel waren
zuvor durch das Zweiphasensystem (6.5%) gereinigt und charakterisiert (s.Kap.3.2.2.). Dabei
wurden BPC fluorometrische Messungen (Quenchauthebung), vor allem aber DC-

Untersuchungen (Quantifizierung der Hydrolyseprodukte) durchgefiihrt.
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3.3.3.1. Identifizierung der PLA,-Aktivitit in Plasmamembranvesikeln mittels HPTLC

Unter Verwendung des fluorogenen Substrats BEPC wurde die PLA,-Aktivitit in
Plasmamembran-vesikeln nach Trennung der Hydrolyseprodukte in der
Diinnschichtchromatographie detektiert. Neben der erwarteten BELPC-Bande und BEPC-
Bande traten drei zusitzliche Banden auf. Diese Banden wurden an Hand von Standards (s.

Kap.3.3.1) als Diacylglycerol, Phosphatidsdure und Phosphatidylethanol (PA-EtOH)
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Abb.24. HPTLC-Trennung von BEPC und der Abb.25. Darstellung der zeitabhéngigen Bildung von

durch PM-Vesikel freigesezten Hydrolyseprodukte. ~ BELPC aus BEPC, katalysiert durch der PLA,-
Aktivitidt in PM-Vesikel.

identifiziert. Letzteres ist sehr wahrscheinlich ein Produkt der Transphosphatidylierungsaktivitat
der PLD. Diese Daten zeigen, dass die Vesikelpridparate neben PLA, auch PLC und PLD
Aktivititen aufweisen (s.Abb. 24). Die weiteren Messungen der PLA,-Aktivitit der
Plasmamembranvesikel wurden iiber Quantifizierung des gebildeten LPC-Derivats (BELPC)
durchgefiihrt (s. Meth.Teil 2.5). Bei den folgenden Ergebnissen wird auf eine bildliche
Darstellung der Original-Original-Chromatogramme verzichtet, stattdessen sind die am
Phospho-Imager gemessenen Fluoreszenz-Intensitidten der BELPC Bande dargestellt (s. z.B.

Abb.25).

3.3.3.2. Lokalisation der PLA -Aktivitiit in den Membranen

Falls die PLA, ein Elicitor-stimulierbares Enzym ist, sollte sie in der Plasmamembran lokalisiert
sein, da auch andere Glycoprotein-Elicitor-Rezeptoren in der Plasmamembran nachgewiesen
wurden (Niirnberger, 1999). Um dies zu priifen, muflte die spezifische PLA,-Aktivitit in

verschiedenen Zellfraktionen nach dem Aufschlufl gemessen werden, und zwar im
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Rohhomogenat, in der mikrosomalen Fraktion

und in der PM-Fraktion (s.Abb.26). Die 1 ——

Ergebnisse bestdtigten unsere Vermutung; die

nkatfmg Protein

spezifische Aktivitit in der PM- Fraktion war

um das 2.5-fache hoher als im d mikrosomalen

Pellet. Dies spricht dafiir, dass diese PLA, ein 2 e i

plasmamembransténdiges Enzym ist. Abb.26. PLA,-Aktivitit im Rohhomogenat (RH), im
mikrosomalen Pellet (MP) und in PM. Die Proben
wurden mit 5 pM BEPC bei RT 30 min inkubiert.
Nach anschlieBender Trennung der Produkte mittels
HTPLC erfolgte die Quantifizierung von BELPC. Die
Daten stellen die Mittelwerte einer Doppel-
bestimmung dar.

3.3.3.3. Einflufl von Ca**-Ionen auf die PLA,-AKtivitit

Charakteristisch fiir viele Phospholipasen ist, daB sie fiir ihre Aktivitdt Ca**-lonen bendtigen.
Jedoch gibt es Phosholipasen die Ca*" unabhéngig sind. Dies sind meistens PAF (platelet-
activating-factor)-spaltende PLA, in tierischen Zellen (Murakami et al., 1997; Six et al., 2000).
Auch in Pflanzen wurden Ca**-unabhingige PLA -Enzyme gefunden, z.B. PLA, in Vicia Faba
(Kim, 1994). Die in den von uns gereinigten Plasmamembranvesikeln, identifizierte PLA,-
Aktivitit erwies sich ebenfalls als Ca*" unabhingig (s.Abb. 27). Neben der PLA, kommen in
untersuchten PM-Vesikeln allerdings auch andere Phospholipasen vor, die in der Lage sind, das
synthetische Phospholipid zu hydrolysieren

(z.B. PLC und PLD) (s. Kap.3.3.3.6.). Alle

— Kantr. —=ca™
bisher bekannten Phospholipasen C und D 75 - _
brauchen fiir ihre Aktivitdt Ca*'-Ionen. Damit — _ °°] —
bot sich die Méglichkeit, durch den Entzug § ::
von Ca**, diese Aktivititen zu verhindern und 7 |
damit PLA,-Aktivitit ohne Stérungen durch 0

pHE.S pHT.8

andere Phospholipasen zu vermessen. Deshalb
. Abb.27. BELPC-Freisetzung von BEPC durch PM-
wurden alle Messungen zur Ermittlung der vesikel in Ab und-Anwesenheit von Ca®" bei pH

e, . . Werten 6.5 und 7.5. PM-Vesikel wurden mit 5 pM
PLA2_Akt1V1tat in Puffern durChgeﬁlhrt’ die BEPC bei RT, 30 min inkubiert. Die Daten stellen

0.1 mM ETDA enthiclten. Mittelwerte einer Doppelbestimmung dar.
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3.3.3.4. Charakterisierung der PLA, durch Hemmstoffe

In tierischen Organismen sind verschiedene PLA,-Formen bekannt, die sich durch ihre
Empfindlichkeiten gegen Inhibitoren charakterisieren und z.T. unterscheiden lassen. In der
vorliegenden Untersuchung wurde die Wirkung von 5,8,11,14-Eicosatetrainsédure (ETYA) und
Aristolochiasdure auf die PLA,-Aktivitdt in Plasmamembranvesikeln getestet. ETY A ist eine
vierfach ungesittigte 20 C-Fettsdure, wobei die in der Arichidonsdure vorliegenden Doppel-
Bindungen durch Dreifachbindungen ersetzt sind. ETYA ist als ein Inhibitor des tierischen
Eicosanoid-Stoffwechsels und der Lipoxygenase beschrieben. (Scherer et al., 1997).
10-Nitrophenantren-1-carbonsdure, auch unter der Bezeichnung Aristolochiasdure bekannt,
kommt in Pflanzen aus der Familie der Aristolochiaceae vor. Es wurde gefunden, dass die
Aristolochiasdure in Hypokotylen von Cucurbita pepo die PLA,-Aktivitdt und eine Beziehung
zur gleichfalls gefundene Hemmung des auxininduzierten Wachstums und der
Phytoalexinproduktion vermutet (Scherer & Arnold 1997). In der hier verwendeten
Plasmamembranvesikel von Eschscholzia californica wurde die Abhidngigkeit der
Reaktionsgeschwindigkeit der Phospholipase-A, von der Inhibitorkonzentration untersucht.
Beide Inhibitoren zeigten eine Hemmung der PLA ,-Aktivitdt in PM-Vesikeln mit IC,,-Werten
von 8 pM fiir ETYA und von 12 pM fiir Aristolochiasdure (s.Abb.27).

Bei Konzentrationen 40 uM ETYA und 60 pM Aristolochiasdure trat keine Sattigung des

Hemmeffekts ein. Die verbleibende “Restfluoreszenz” ist identisch
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Abb.28. Inhibierung der PLA-Aktivitdt in Plasmamembranvesikeln durch ETYA und Aristolochiaséure.
Dargestellt ist die Restaktivitdt (AF1/min) in Gegenwart verschiedener Inhibitorkonzentration. Die Aktivitét
in Abwesenheit von Inhibitoren wurde als 100% gesetzt. Die Mewerte wurden mit BPC fluorometrisch
ermittelt. Aus den MeBdaten wurden durch nicht lineare Regression die IC;-Werte ermittelt, fiir
Aristolochiasdure 12 pM, fiir ETYA 8uM.
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mit der unspezifischen, durch die Wechselwirkung von BPC mit den Plasmamembranvesikeln

ausgelosten Fluoreszenz; Dieser Anteil betrug 47-bis 50% der gemessenen Gesamtfluoreszenz.

3.3.3.5. Einfluss von Detergenzien auf die PLA ,-Aktivitat

Bei der PLA,-Aktivitdtsmessung von PM-Vesikeln tiber DC-Trennung der Hydrolyseprodukte
von BEPC wurden testweise verschiedene Detergenzien unterhalb ihrer
Micellbildungskonzentrationen verwendet. Einige Detergenzien bewirkten eine starke, andere
nur eine geringfligige Zunahme der PLA ,-katalysierten Hydrolyse. Detergenzien, welche bei der
fluorometrischen Messung (s.Kap. 3.3.2.2.) eine starke unspezifische Erh6hung der BPC-
Fluoreszenz bewirkten, stimulierten die Hydrolyse-Aktivitit der PLA, in PM-Vesikeln;
Detergenzien, welche eine geringe unspezifische Fluoreszenzerh6hung des Substrates bewirkten,
verursachten eine Hemmung der Spaltung von BEPC (s. Abb.29). Die Erhohung der PLA-

Aktivitdt durch die Detergenzien ist also sehr
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Solubilisierung des Enzyms aus der PM sind
hier verwendeten Konzentrationen zu gering, Abb.29. Prozentuale Anderung der PLA,-Aktivititin PM
in Anwesenheit einiger Detergenzien. Die Aktivitét in

zumindest werden fiir eine vollstindige Abwesenheit von Detergenzien wurde als 100% gesetzt

. . Die MeBwerte wurden durch die Quantifizierung von
Solubilisierung  von Membranproteinen Bgppc mittels HPTLC ermittelt. Die Daten stellen

routinemaflig Konzentrationen deutlich iiber Mittelwerte ciner Doppelbestimmung dar.

CMC verwendet.

3.3.3.6. Stimulation der PLA, in Plasmamembranvesikeln durch einen Hefe-Elicitor

Die Erhohung der PLA,-Aktivitdt gehdrt zu den ersten Ereignissen beim Kontakt von Zellen mit
dem Hefeelicitor (Roos et al., 1999; Viehweger et al., 2002). Es war deshalb von besonderem
Interesse, ob die elicitor-ausgeldste Stimulation auch nach der Isolation der PM erhalten bleibt.
Dazu wurde die PLA,-Aktivitit in Anwesenheit verschiedener Elicitorkonzentrationen

gemessen. Bei den Messungen wurde festgestellt, dal3 bei der Elicitorkonzentration von 2 pg/ml
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eine Erhohung der PLA ,-Aktivitit um 45%, und bei 5 pg/ml um 25 %, bei 10 pg/ml jedoch
keine Anderung der PLA-Aktivitit auftritt (s. Abb.30). Das Ergebniss zeigt, dass bei einer, zur
Auslosung der Alkaloidantwort ausreichenden Elicitorkonzentration (2 pg) auch in der
isolierten Plasmamembran die PLA, stimuliert wird. Zugleich wird klar, dass nicht nur die
Stimulierbarkeit des Enzyms, sondern auch andere Komponenten, die zur Signalweitergabe von
einem (angenommenen) Elicitor-Rezeptor zur Phospholipase benotigt werden, (s. folgendes
Kapitel) in der isolierten PM vorhanden sein miissen. Fiir die fallende Stimulation der PLA-
Aktivitdt bei hoheren Elicitorkonzentrationen gibt es z.Z. keine plausible Erklarung. Eine
unspezifische Hemmung des Enzyms durch im Hefeelicitor enthaltene Komponenten kann nicht
ausgeschlossen werden. Es ist weiterhin vorstellbar, dass bei hohen Elicitorkonzentrationen eine

Aktivierung der anderen Phospholipasen (PLC

und PLD) stattfindet und damit eine 0150

Kompetition um das Substrat auftritt. Aus den g 0-125—_ /.Fm\ )
Untersuchungen mit den Zellen von % 0-100-_I,-" H’H‘“m_%__
Eschscholzia californica weill man, dass mit 5 0075 :{ K-H'i
10 wg/ml Elicitorkonzentration ein “oxidative A e -
burst” ausgelost wird (Roos et al., 1998). Silieitorl jgemi)

Dieser Signalweg zum “oxidative burst Abb.30. Anderung der PLA,-Aktivititin Anwesenheit

kénnte eine PLC oder eine PLD-Aktivitit verschiedener Elicitorkonzentrationen. PM wurden
mit 5 uM BEPC bei RT, 30 min inkubiert. Nach

enthalten, wie in anderen Pflanzen gefunden anschlieBender Trennung der Produkte mittels
. HTPLC erfolgte die Quantifizierung von BELPC. Die
wurde (Legendre, 1993; Munnik, 1998). Daten stellen Mittelwerte einer Doppelbestimmung

33.3.7. Regulation der PLA,-Aktivitit °°"

durch G-Proteine

Es gibt zahlreiche Befunde, dass G-Proteine an den Signaltransduktionskaskaden pflanzlicher
Zellen beteiligt sind (Valster et al,, 2000; Millner, 2001). Die Bindung der Elicitoren an
spezifische Plasmamembrankomponenten bzw. Rezeptoren wird als eine Voraussetzung fiir die
Induktion der Pathogenantwort angesehen. Wie diese extrazelluldren Signale in das Zellinnere
weitergeleitet werden, ist nur unvollstindig aufgekliart. Von tierischen Zellen weil3 man, dass
zahlreiche Rezeptoren iiber G-Proteine an Zielenzymen z.B. Adenylatcyclase und Phospholipase
C gekoppelt sind (Alberts et al., 1995). Heterotrimere G-Proteine haben eine Struktur aus drei

verschiedenen Untereinheiten, die als o, B und y bezeichnet werden. Bei der Aktivierung der G-
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Proteine durch den Rezeptor erfolgt eine Abspaltung von gebundenem GDP und eine Bindung
von GTP an die a-Untereinheit. Diese o-Untereinheit dissoziert dann vom heterotrimeren
Komplex. Die dissozierten Proteine, meist die a-Untereinheit, aber auch der B,y-Komplex, sind
in der Lage, die Aktivitdt benachbarter Enzyme zu beeinflussen. In tierischen Zellen etablierte
G-Protein-Aktivatoren wie Mastoparan, Ethanol sowie Choleratoxin aktivieren sowohl PLA, als
auch PLC und PLD in Pflanzenzellen (Munnik et al., 1998). Auch Untersuchungen an
verschiedenen pflanzlichen Zellen zeigen eine Stimulation von PLA,-Aktivitit durch
Mastoparan, GTP und Choleratoxin (Senda et al., 1998; Scherer et al., 1995) und weisen damit

ebenfalls auf die Regulation durch G-Proteine hin.

3.3.3.7.1. Beeinflussung der PLA, -Aktivitit durch Antikorper gegen die G-Protein-
untereinheiten

In Plasmamembranvesikeln von Eschscholzia californica konnte die Existenz von
Membranproteinen, die mit anti-G-Protein-Antikdrpern reagieren, im Westernblott gezeigt
wurden. Zur Detektion wurden polyklonale Antikorper, die gegen das Peptid vom C-terminalen
Ende der a-Untereinheit des G-Proteins aus Arabidopsis thaliana und Antikorper, die gegen die
B-Untereinheit des G-Proteins aus Nicotiana tabacum gerichtet waren, verwendet. Das
apparente Molekulargewicht der detektierten G -Untereinheit betrug 44 kDa, fir die GB-
Untereinheit wurde ein Wert von 41 kDa ermittelt (Roos et al.,1999). Sofern die PLA,-Aktivitit
iiber G-Proteine reguliert wird, kann nach Bindung von Antikdrpern an G-Protein-
Untereinheiten eine Verdnderung der PLA,-Aktivitdt erwartet werden. In unseren Experimenten
wurden Plasmamembranvesikel 10 Minuten mit den o.g. Antikdrpern vorinkubiert und
anschliefend die PLA,-Aktivitdt gemessen. Der Antikorper, welcher gegen die o-Untereinheit
des G-Proteins aus Arabidopsis thaliana gerichtet war, bewirkte eine Verdopplung der PLA-
Aktivitdt, der Anti-G-B-Antikorper (gegen die UE von Nicotiana tabacum) eine ca. dreifach
erhohte Aktivitdt gegeniiber dem Kontrollansatz. Die Zugabe “fremder Antikorper”, z.B. anti-
IgG bewirkte keineVerdnderung der PLA,-Aktivitdt (s.Abb.31). Diese Ergebnisse zeigen, dass
ein heterotrimeres G-Protein und die PLA, in der Plasmamembran rdumlich benachbart sind und

Anderungen der Struktur des G-Proteins auf die PLA,-einwirken.
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25
ADbb.31. EinfluB} der Antikorper gegen die o bzw. B

20k Untereinheiten des G-Proteins auf die PLA ,-Aktivitét
in PM-Vesikeln. Die MeBwerte wurden mit BPC
18- fluorometrisch ermittelt. Nach 10 minutiger
Vorinkubation der PM-Vesikel mit je 5 pl Antiserum,
I bei RT wurde die Reaktion durch Zugabe von BPC
51 gestartet. (K,=BPC+PM, K,=BPC+Antiserum gegen
’—‘ G,-UE, IgG=eine unspezische IgG-Fraktion).

Ein typisches Experiment, 2 mal wiederholt mit
b dhnlichem Ergebniss.

A Fluoreszerz/min

K, K, oG +AMtG, +ANt-G

3.3.3.7.2. Einflu} von Mastoparan auf die PLA,-Aktivitit in Plasmamembranvesikeln
Mastoparan, ein bekannter G-Protein-Aktivator (Higashijima et al., 1988) wurde verwendet, um
Hinweise auf eine mogliche Beteiligung von G-Proteinen an der Kontrolle der PLA,-Aktivitdt in
der Plasmamembran zu erhalten. Die

Untersuchungen an Plasmamembranvesikeln

ergaben eine deutliche Stimulation der PLA,- = ] {
Aktivitdt. 4 uM Mastoparan bewirkten eine 4- E 7 { .'

fache Erhohung der Geschwindigkeit der % 7 - -

enzymatischen Hydrolyse (s.Abb.32). ;L 1

Unspezifische Wechselwirkungen zwischen - i 2 3 4 5

Mastoparan und mit dem Substrat BPC Hiastapaten GHi)

wurden in den Messungen nicht festgestellt. Abb.32. EinfluB von Mastoparan auf die PLA,-

Dies zeigt, dass PLA, durch G-Proteine Aktivitdt in PM-Vesikeln. Die MeBwerte wurden mit
BPC fluorometrisch ermittelt. Die Daten stellen

stimuliert werden konnen. Mittelwerte einer Dreifachbestimmung dar.

3.3.3.8. Wirkungen von Antioxidanten auf die PLA ,-Aktivit

Es gibt biochemische und physiologische Belege fiir die Existenz von Transmembran-
Redoxsystemen an den Plasmamembranen von pflanzlichen und tierischen Zellen. Diese
Redoxsysteme werden in der Regel liber die Reduktion kiinstlicher, extrazellulir zugesetzter
undimpermeabler Elektronenakzeptoren, wie z.B. Hexacyanoferrat-(I1I) nachgewiesen (Bottger

et al., 1991; Doring et al., 1996). Die Frage nach den zelluldren Elektronendonatoren fiir das
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Redoxsystem kann nicht in jedem Fall exakt beantwortet werden. Es werden sowohl Glutathion
(Liithen & Bottger, 1993) NADH, NADPH (Graig & Crane, 1981; Bottger et al.,1991) oder
Ascorbat (Bottger et al, 1991) diskutiert. Natiirliche FElektronenrezeptoren der
Transplasmamembran-Redoxsysteme sind in einigen Féllen bekannt. Es kommen dafiir sowohl
Sauerstoff (Bildung von H,O, oder Sauerstoffradikalen), Nitrat (NO,"), Fe*" (Fe*"), als auch
Semihydroascorbat in Frage (Doring et al., 1996; Rubinstein & Luster, 1993). Zahlreiche
Befunde deuten darauf hin, da3 die Redoxsysteme der Plasmamembran an der Pathogenabwehr
beteiligt sind. Ein Beispiel dafiir ist die Bereitstellung reaktiver Sauerstoffspezies flir die
Pathogenabwehr und fiir die Polymerisierung von Bausteinen, die fiir die Ligninbildung bendtigt

werden (Rubinstein & Luster, 1993).

3.3.3.8.1. PLA,-Aktivitit in Plasmamembranvesikeln aus Zellen nach Zugabe eines
externen Elektronenakzeptors

Die in dieser Arbeit verwendeten, kultivierten Zellen von Eschscholzia californica sind in der
Lage, nicht permeable Elektronenakzeptoren wie Ferricyanid (HCF) oder Hexabromoiridat
(HBI V) mit hoher Rate zu reduzieren. Bei einer iiblichen Frischmase (FM) von ca. 50 mg/ml
wird z.B. eine ImM HBI-L6ésung innerhalb von 15 min vollstdndig reduziert. Eine solche
Vorbehandlung der Zellsuspension mit den o.g. Schwermetallkomplexen fiihrte zu einer
drastischen Erniedrigung der Elicitorwirkung auf die Alkaloidbiosynthese. Nach einer
anschlieBenden zwei-bis dreistiindiger Kultivation im Ndhrmedium in Abwesenheit der
Schwermetallkomplexe wurde die Reaktion auf den Elicitor wiederhergestellt (Roos et al.,
1999). In der vorliegenden Arbeit wurde gepriift, ob der Ausfall der Elicitorwirkung sich auch in
der PLA,-Aktivitdt wiederspiegelt. Dazu wurden PM-Vesikel aus Zellen, die mit HBI
vorbehandelt waren, hergestellt und deren PLA,-Aktivitidt mit der Aktivitdit von PM-Vesikeln
aus unbehandelten Zellen verglichen. Die PLA ,-Aktivitit von Plasmamembranen aus den Zellen,
die mit HBI vorbehandelt waren, erwies sich als ca. 50 % niedriger gegeniiber der von
nichtvorbehandelten Zellen (s. Abb. 33). Ein Teil der HBI-vorbehandelten Zellen wurde in
frisches Medium zurtickgefiihrt und inkubiert. Nach zweistundiger Inkubation wurden die Zellen
eingefroren und aus ihnen PM-Vesikel hergestellt. Auch in diesen zeigte die PLA,-Aktivitét
noch das erniedrigte Niveau (s. Abb.33). Dieses Ergebniss spricht dafiir, dass die PLA, der PM

eine oxidationsempfindliche Komponente besitzt,
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die entweder von aullen zuginglich ist, oder 100 - —
(mit groBerer Wahrscheinlichkeit) auf die oy
Erniedrigung des intrazelluldren Redox-Status ié B0 _ _
durch externes HBI (Hollstein, 2000) % 7
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Abb.33. PLA,-Aktivitit in Plasmamembranvesikeln
aus den Zellen a) ohne HBI Behandlung b) nach 20
min mit 500 uM HBI Vorbehandlung ¢) nach 20 min
mit 500 pM HBI-Vorbehandlung anschlieender
Rekultivierung im Ndhrmedium fiir 2 Stunden. Die
MeBwerte wurden mit BPC fluorometrisch ermittelt.
Die Daten stellen Mittelwerte einer Doppel-
bestimmung dar.

3.3.3.8.2. Einfluf} von Glutathion auf die PLA,-Aktivitit in Plasmamembranvesikeln

Die Inkubation der Zellen von Eschscholzia californica mit Schwermetallsalzen wie HBI und
HCEF fiihrt zu einer Reduktion dieser Verbindungen als Folge der transmembranalen Redox-
Aktivitdt der Zellen. Wihrend dieser Inkubation findet ein deutlich erkennbares Absinken des
Glutathion (GSH)-Gehaltes im Cytosol statt (Hollstein, 2000). Alle hier untersuchten Agentien,
die zu einer Erniedrigung des GSH-Gehaltes im Cytosol fiihren, bewirken auch eine verminderte
PLA,-Aktivitdt. Dagegen flihrten die bekannten PLA,-Hemmstoffe (Aristolochiasdure, ETYA)
nicht zu einer Erniedrigung des GSH-Spiegels im Cytosol (Hollstein, 2001). Die Wirkung
externer Elektronenakzeptoren auf die PLA,-Aktivitdt intakter Zellen weist darauf hin, daf3
moglicherweise die PLA,-Aktivitdt in der Plasmamembran von Eschscholzia californica vom
GSH-Gehalt des umgebenden Cytoplasmas kontrolliert wird. Deshalb wurden Untersuchungen
zur Wirkung von GSH auf die PLA-Aktivitit in Plasmamembranvesikeln durchgefiihrt. Es
wurde festgestellt, dass die Zugabe von externen GSH (3-5 mM) eine klare Aktivierung der
PLA, bewirkten, z.B. um 50 % durch 5 mM GSH (s. Abb.34). Es kann noch nicht entschieden
werden, ob das zugesetzte GSH direkt auf die PLA, von “inside-out”-orientierte Vesikeln wirkt
oder ob es durch die Plasmamembran ins Innere der Vesikel aufgenommen wird. Um
Plasmamembranvesikel mit GSH zu fiillen, und die Wirkung vom internen GSH auf die PLA,-

Aktivitdt zu testen, wurden Elektroporations versuche durchgefiihrt (s.u.).
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tilea Abb.34. Anderung der PLA,-Aktivitit in PM-
Vesikeln nach Zusatz von verschiedenen GSH-
Konzentrationen. PM wurden mit 5 pM BEPC bei
RT, 30 min inkubiert. Nach anschlieBender
Trennung der Produkte mittels HTPLC erfolgte die
0.075 . . . . : \ Quantifizierung von BELPC. Die Daten stellen
Mittelwerte einer Doppelbestimmung dar.
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3.3.3.8.3. Einschluflversuche von Glutathion in den PM-Vesikeln durch Elektroporation
GSH ist ein Tripeptid (y-Glutamyl-Cysteinyl-Glycin) das bei vielen zelluldren Prozessen als
Reduktionsmittel und Konjugationspartner dient, u.a. bei Entgiftungsprozessen nach Herbizid-
oder Schwermetallaufnahme in Pflanzen. In unseren Experimenten wurde versucht, GSH als
potentiellen Elektronendonor in die PM-Vesikel einzuschlieBen um seinen Einfluf3 auf die PLA,-
Aktivitdt zu untersuchen. Nach dem Aufschlu3 der Zellen im Homogenisationsmedium schlie3en
Membranstiicke sich zu Vesikeln zusammen. Das Innere des Vesikels besitzt den gleichen Inhalt
wie das umgebende Medium. Dies kann man ausnutzen, um bestimmte Substrate in den
Vesikeln einzuschlieBen, z.B. Elektronendonoren. Askerlund et al.(1991) konnten z.B.
Plasmamembranvesikel aus Beta vulgaris gewinnen, und diese mit Ascorbat, das man dem
Homogenisationsmedium zugesetzt hatte, beladen. Die Ascorbataufnahme in die Vesikel wurde
indirekt an Hand der Reduktion von Ferricyanid, Eisen IIl-citrat und 2,6
Dichlorophenolindophenol-3-sulfonat gemessen (Askerlund et al., 1991). In der Praxis ist die
mit der Zellhomogenisation einhergehende Vesikel-Beladung jedoch schwierig, da neben den
gewiinschten Substraten auch andere Komponenten, z.B. Bestandteile des Zellplasmas, mit
geladen werden. Eine alternative Methode, um Vesikel zu beladen, ist die Elektroporation. In
isolierten Plasmamembranvesikel von Zea mays konnten Bottger et al. (1989) die
Reduktionmittel Ascorbat und NADH mit Hilfe der Elektroporation einbringen. Diese Methode
erschien uns geeignet, Plasmamembranvesikel selektiv mit GSH zu beladen. Die Elektroporation
beruht auf strukturellen, reversiblen Anderungen der Zellmembranen, die durch einen kurzen

elektrischen Stromstoss nach voriibergehenden Aufbau eines elektrischen Feldes stattfinden.
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Dadurch werden in den Membranen Poren erzeugt, durch die der Austausch von dufleren und
intrazelluldren Medien stattfinden kann. Zwei Kriterien miissen bei der Elektroporation beachtet
werden, einerseits soll eine moglichst hohe Beladung mit dem Substrat erreicht werden,
andererseits aber die natiirliche Struktur der Membran im Vesikel erhalten bleiben. Um
Riickschliisse auf den Zusammenhang zwischen dem vesikuldren GSH-Gehalt und der PLA,-
Aktivitdt ziehen zu konnen, ist eine mdglichst exakte Bestimmung des GSH-Gehaltes der
Vesikel notwendig. Es gibt zahlreiche Protokolle zur Elektroporation von Zellen, jedoch wenig
Angaben iiber die Elektroporation von PM-Vesikeln. Die Hauptparameter, die bei unseren
Elektroporationsversuchen optimiert wurden, waren Pulslinge und elektrische Feldstirke. Bei
hohen Pulslédngen wurde festgestellt, dass dabei eine hohe thermische Energie entsteht und die
Gefahr einer Denaturierung der Proteine bestand. Es erwies sich, dass bei hohen Feldstérken der
EinschluB von GSH in den Vesikeln erfogreich war. In Tab. 11 sind einige erfolgreiche

Experimente wiedergegeben.

U (Volt) E (kV/icm) Pulslange (msek) | GSH-Konzentration in Vesikeln(uM)
Kontrolle 0 0 0 0
Probe1 800 8 4.06 0.312
Probe 2 1000 10 3.3 1.03
Probe 3 1200 12 24 1.22
Tab.11 Ausgewdhlte Gerdteparameter fiir die Versuche zum EinschluB von GSH in

Plasmamembranvesikeln mittels Elektroporation. Nach Varieren der Parameter beim Einschlu3 von
GSH in den Vesikeln. C= 50 pF und R=720

Mit Vesikeln, in denen GSH eingeschlossen wurden, wurde dann die PLA,-Aktivitit gemessen.
Vorher wurde die GSH-Konzentration der Vesikel durch ein fluorometrisches Verfahren
bestimmt (s. Kap.2.7.5.). Es konnte in diesen Vesikeln keine Verdnderung der PLA,-Aktivitat
festgestellt werden. Die physiologische Konzentration von GSH in Cytoplasma der Zellen ist
relativ hoch und liegt in millimolaren Bereich. Moglicherweise konnte deshalb die niedrige

Konzentration an Glutathion keinen mef3baren EinfluB3 auf PLA,-Aktivitit ausiiben.
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3.3.4. Aktivitit von PLA, in Zellsuspensionen von Eschscholzia californica

Nach dem erfolgreichen Nachweis der PLA,-Aktivitdt in PM-Vesikeln und ihrer Stimulierung
durch Elicitorkontakt stellte sich die Frage, ob mit der verwendeten Methode, d.h. der DC-
Trennung und Quantifizierung eines Hydrolyseprodukts des Substrats BEPC, auch in der
intakten Zelle die Aktivitit von PLA, und ihre Stimulation durch die Elicitorkontakt
nachgewiesen werden konnen. Dies war deshalb von Bedeutung, weil diese Enzymaktivitét mit
einer alternativen, mikroskopischen Methode der elicitor-stimulierte Fluoreszenzanstieg nach
Kontakt von Einzelzellen mit den fluorogenen Substrat BPC in Einzelzellen mit Hilfe der
Fluoreszenzmikroskopie in unserer Arbeitsgruppe mehrfach nachgewiesen wurde (Roos.et al.,

1999; Hollstein, 2001; Nitzsche, 2001; Schwartze, 2001; Viehweger et al., 2002).
Die im folgenden vorgestellten Experimente hatten daher das Ziel:

-die o.g. PLA,-Messungen in Einzelzellen durch den Nachweis der Hydrolyseprodukte zu

verifizieren
-erste Hinweise auf einen Metabolismus der Hydrolyseproduktein Ganzzellen zu finden

-die mit Hilfe der kiinstlichen Substrate gewonnen Daten mit Verdnderungen der genuinen

Phospholipide und deren Hydrolyseprodukten zu vergleichen

Bei den im folgenden vorgestellten Experimenten wurden die Substrate BPC bzw. BEPC im
Kulturmedium mit Hilfe einer Ultraschall-Behandlung vollstindig geldst. (Dies wurde

inzwischen durch Ultrafiltration verifiziert, W.Schwartze personliche Mitteilung).

3.3.4.1. LPC-Abbau durch intakte Zellen

Bei der Bestimmung der PLA,-Hydrolyseprodukte des fluorogenen Substrats BPC wurde
festgestellt, dass die nachweisbare Menge an LPC viel geringer war als die der freien Fettséduren.
Bei der enzymatischen Spaltung sollten beide jedoch in dquivalenten Mengen entstehen. Es
wurde deshalb vermutet, dass das Lyso-PC von den Zellen weiter umgesetzt wird. Um dies zu
priifen, wurden LPCs aus den Substraten BPC und BEPC mit Hilfe der PLA, aus Apis mellifera
hergestellt und durch préparative DC isoliert und gereinigt. Diese BODIPY-markierten LPCs
wurden mit Zellen bzw. Plasmamembranvesikeln inkubiert, anschliefend
diinnschichtchromatographisch analysiert. LPC wurde in Zellsuspensionen metabolisiert, aber
nicht von Plasmamembranvesikeln. Nach Zusatz von B-LPC entstand rasch ein neue

fluoreszierende Bande, mit einem R-Wert vergleichbar dem Substrat BPC. (s.Abb.35).
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Im Falle des Ether-Derivats BELPC entstand ebenfalls eine neue Verbindung, jedoch mit sehr
viel geringerer Bildungsrate. Wegen der Ahnlichkeit der R-Werte der Metabolisierungsprodukte
sind sie den BODIPY-Phospholipiden sehr @hnlich (s.Abb.35.), daher liegt es nahe, eine
Reacylierung des LPCs mit natiirlichen Fettsduren anzunehmen. Das neu gebildete
“Phospholipid” wurde nach Erreichen einer bestimmten Konzentration abgebaut, parallel dazu

nahm die BLPC-Menge zu (s.Abb.36). Bei der Neubildung eines BODIPY -Phospholipides wére

in der Tat die (nachgewiesene) Hydrolyse durch die PLA, zu erwarten.
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Abb.35. Umwandlung der PLA,-Hydrolyseprodukte BELPC und BLPC durch die Zellen von Eschscholzia
californica. Das Chromatogramm zeigt die zeitabhéngige Bildung eines neuen Substrats mit einem R

Wert von 0.3.
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Abb.36. Umwandlung der fluoreszierenden BODIPY-Lysophosphadithylcholine BLPC und BELPC
durch die Zellen von Eschscholzia californica. Die Chromatogramme von Abb.35 wurden

quantifiziert und graphisch dargestellt.
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Die Daten aus Abb.35 und 36 sprechen also fiir eine Phospholipid-Natur des Metaboliten. Die
Identifizierung des neugebildeten Metaboliten mit MALDI-TOF-MS gelang jedoch nicht, da die
Storungen der Messsignale durch die naturlichen Phospholipide, die den gleichen R-Wert wie
diese neue Produkte haben, sehr grofl waren. In Weiterfiihrung dieser Arbeiten konnte
W.Schwartze (2001) inzwischen zeigen, dass das isolierte “Phospholipid” mit authentischer
PLA, gespalten wird und ein mit dem eingesetzten BLPC R-gleiches Produkt bildete. Es besteht
deshalb wenig Zweifel an der Phospholipid-Natur des Metaboliten, d.h. es muss eine
Reacylierung stattgefunden haben. Aus tierischen Zellen gibt es zahlreiche Hinweise fiir eine
rasche Reacylierung gebildeter Lysophospholipide: In der Makrophagenzelllinie P388D, wurde
z.B. festgestellt, dass die Lysophospholipide durch eine CoA-abhingiger Acyltransferase zu
einem Phospholipid reacyliert werden konnen (Balsinde et al.,1995). Fiir die Lokalisation der
Reacylierungskapazitit in unserem Objekt ist der Befund wesentlich, dass die Umwandlung von
LPC-Derivaten nur mit Zellen, nicht aber in der PM-Fraktion (welche die PLA,-Aktivitat
enthélt) gefunden wurde. Dies weist darauthin, dass der Reacylierungsvorgang nicht an der

Plasmamembran abliuft.

3.3.4.2. Messungen der PLA -Aktivitit in Zellsuspensionen mit BEPC

Da BELPC von Zellsuspensionen kaum reacyliert
0O 5 10 20 30 PLAPLC

wurde (s.Abb.36), erfolgten die Messungen der

PLA,-Aktivitit in den Zellen mit BEPC. Die . --—-a
Suspensionszellkulturen von Eschscholzia s B

BEPC -
californica zeigen emne deutlich messbare m PX

Grundaktivitit an PLA, nach dem Zusatz von

BEPC. In ADbDbL.37 ist ein charakteristisches

Laufrichtung

Chromatogramm der Hydrolyse von BEPC durch
Zellen von Eschscholzia californica dargestellt.
Neben dem hier zu untersuchenden PLA,-Produkt -
BELPC wird moglicherweise auch das

Hydrolyseprodukt der Phospholipase C, BODIPY- v |quffront

DAG gebildet, wie aus der R-Ahnlichkeit mit
authentischem DAG vermutet werden kann. Im

Gegensatz zu der Umsetzung des BEPC in PM-

Abb.37. Darstellung eines typischen
Chromatogramms der BEPC-Hydrolyse durch
Zellen. Die Quantifizierung erfolgte an Hand
einer Eichkurve im Kap.2.5.4.
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Vesikeln (s.Abb. 25), erscheint bei den Zellen eine zusitzliche Bande (PX), die nicht identifiziert

werden konnte.

3.3.4.3. Stimulation von PLA,-Aktivitit durch Elicitorkontakt

Das Hydrolyseprodukt der PLA,-Aktivitdt, BELPC konnte nach DC-Trennung gut quantifiziert
werden (s. Kalibrations-Kurve Kap.2.5.4.). Damit konnte die Elicitor-Aktivierung der PLA,
verifiziert werden, die in mehreren Experimenten unserer Arbeitsgruppe als Anstieg der
Fluoreszenz von BPC bei fluoreszenzmikroskopischen Beobachtungen nachgewiesen wurde
(Roos et al., 1999; Hollstein, 2000; Nitzsche, 2001; Schwartze, 2001). Die Trennung des PLA-
spezifischen Fluoreszenz-Anstiegs von den mdglichen Einfliissen amphiphiler Verbindungen auf
die Substratstruktur (s.Kap.3.3.2.2.) erfolgte dabei {iber die Kinetik des Fluoreszenzanstiegs,
den Vergleich zwischen kontroll-und elicitorausgeldster Aktivitdt in der gleichen Zelle (WeiB3,
2000; Schwartze, 2001). und den Einsatz von PLA,-Hemmstoffen (Hollstein, 2000; Nitzsche,
2001). Es war deshalb wesentlich, einen erwarteten Anstieg der PLA, nach Elicitorkontakt

durch die Quantifizierung eines Hydrolyseprodukts zu verifizieren.

Wie aus Abb. 38 hervorgeht, konnte in der Zellkultur ein gut erkennbarer Anstieg von BE-LPC
nach Elicitorkontakt festgestellt werden. Dieser Anstieg war transient, d.h. er erreichte ein

Maximum nach 5 min und war nach 10-15 min nicht mehr vorhanden.
Die Wirkung des Elicitors auf die BELPC-Bildung war sehr vom Kulturalter der Zellen

abhingig. Der stirkste Effekt wurde bei den 4-5 Tage alten Zellen festgestellt. Dies wird
deutlich wenn man die BELPC-Menge nach Elicitorkontakt auf die Bildungsrate von
Kontrollzellen bezieht und diese Verhéltnisse im Kulturverlauf untersucht (s.Abb.39).

Am 4.-5. Kulturtag wurde eine 18-20-fache Erhohung der PLA,-Aktivitdt in den elicitierten

Zellen gegeniiber Kontrollzellen nach 5 min Elicitorkontakt gefunden.

Die Abhiéngigkeit der Elicitorwirkung auf die PLA, vom Kulturalter zeigt deutliche
Parallelititen zur Wirkung des Elicitors auf die Alkaloidbiosynthese: auch die Bildungsrate der
Benzophenanthrine zeigte am 4.-5. Kulturtag die starkste Stimulation durch 1 pg/ml Hefeelicitor
(Hieke, Schwarzte, Roos, unverdffentlicht). Diese Korrelation liefert einen weiteren Hinweis auf

die Einbeziehung der PLA, in die Signalkette zur Alkaloidbiosynthese.
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Abb. 38. PLA,-Aktivitét in unterschiedlich alten Zellen in An-und Abwesenheit des Elicitors. Gemessen
wurde die Kinetik der LPC-Freisetzung aus dem Substrat BEPC

a) 2-tage alte Zellen b) 3-tage alte Zellen c) 4-tage alte Zellen d) 5-tage alte Zellen e) 6-tage alte Zellen
f) 7-tage alte Zellen g) 8-tage alte Zellen h) 9-tage alte Zellen
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Abb.39. Transiente Erh6hung der LPC-Menge nach Elicitorkontakt in
unterschiedlich alten Zellen von Eschscholzia californica. Dargestellt sind die
Verhiltnisse der PLA,-Aktivitdten zwischen Elicitor-stimulierten Zellen zu nicht
stimulierten Zellen

3.3.5. Die Dynamik des endogenen LPC nach Elicitorkontakt

In den bisher vorgestellten Experimenten wurde die Aktivitit der PLA, durch die Identifizierung
und Quantifizierung der Spaltprodukte synthetischer fluoreszenzmarkierter Phospholipide
nachgewiesen. Diese Substrate sind an den Fettsdure-Seitenketten deutlich gegeniiber nativen
Phospholpiden verdndert (die Kettenldnge betrdgt 11 C-Atome, terminal ist der volumindse
BODIPY-Heterocyclus ankondensiert). Es kann deshalb nicht vorausgesetzt werden, dass diese
Substrate als Sonden fiir das Verhalten der geniunen Phospholipide dienen konnen. Weiterhin ist
zu priifen, ob und wie weit durch den Zusatz externer Substrate die natiirlichen zelluldren
Bedingungen, welche die Aktivitit von Phospholipase beeinflussen, verdndert werden. Dies
betrift u.a. die intrazellulire Kompartimierung der Substrate und eine eventuellen
Aktivititsanderung (Aktivierung, Hemmung oder regulatorische Verdnderung) des zu
messenden Enzyms durch das kiinstliche Substratanalogen. In den von uns verwendeten Zellen
von Eschscholzia californica wurde mit mikroskopischen Untersuchungen bereits gezeigt, dass
die aus den externen Substraten gebildeten Lysophospholipide sich sehr rasch in den
cytoplasmatischen Bereichen der Zelle verteilen, (Viehweger, 2002) so dass zumindest flir die
Hydrolyseprodukte keine starke Kompartimierung beflirchtet werden muf3. Es kann jedoch noch
nicht bewiesen werden, ob das Substrat in ausreichend hohen Konzentrationen an allen
Phospholipase-"Standorten” der Zelle anwesend ist oder ob etwa die lokale

Substratkonzentration die Umsatzrate limitiert.
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3.3.5.1. Methodische Grundlagen zur Detektion extrahierter Phospholipide und
Lysophosphtidylcholine mit MALDI-TOF-Massenspektroskopie

Um die o.g. Unsicherheiten, welche bei der Benutzung externer Substratanaloga
notwendigerweise resultieren, einzugrenzen und zugleich einen Einblick in die Identitit und
Dynamik geniuner Lysophospholipide zu erhalten, wurde im folgenden die Methode der
MALDI-TOF-Massenspektrometrie eingesetzt. Diese Methode, die unseres Wissens erstmals
zur Analyse pflanzlicher Lysophospholipide eingesetzt wurde, liefert zugleich qualitative
Angaben zur Identifizierung der Lipidmolekiile und zumindest halbquantitative Angaben iiber
deren Gehalt. Diese massenspektrometrische Methode erlaubt eine “schonende” Desorption und
Ionisation der Analytenmolekiile durch einen Laserimpuls auf ein kristallines Analyt-Matrix-

Gemisch .
Das m/z Verhiltnis der gebildeten lonen kann aus der Zeit, die diese bendtigen, einen Weg

definierter Lange im Flugzeit-Analysator zuriickzulegen, berechnet werden. Der Vorteil bei
dieser Methode besteht darin, dass die Analytenmolekiile wihrend der Desorption und
Ionisierung nicht fragmentiert werden. Ein spezifischer Vorteil fiir die Anwendung in der
Lipidanalytik ist, dass sowohl die Matrix als auch die zu untersuchenden Lipide in organischen
Losungsmitteln gut 16slich sind, deshalb der Lipid-Matrix-Komplex, (im Gegensatz zu
wasserloslichen Substraten wie Peptiden) eine gute homogene Kristallisation auf dem
Probenteller zeigt. Dies flihrt zu ener hohen Reproduzierbarkeit der Desorption und des
Massensignals. Deshalb ist, im Unterschied zum FEinsatz der Peptid-Sequenz-Analyse, eine
Quantifizierung moglich, welche iiber die Kalibrierung der Signalhdhe der Peaks mit der

Konzentration des Analyten erfolgt.

Bei der MALDI-MS konnen die Signale der zu untersuchenden Phospholipidmetabolite im
negativen oder positiven Ionenmodus ermittelt werden. Wir haben die Spektren der
Lipidmetabolite im positiven lonenmodus detektiert.

Die Quantifizierung der Mengen von Phospholipidverbindungen erfolgte aus den Verhéltnissen
von Signalhdhe (S;) der Peaks und der Hohe des Rausch-Signals (Npp).

Von Miiller et al. (2001) wurde aus empirischen Daten folgende Formel zur Ermittlung des
Signal/noise-ratio gefunden: S/N=2.5*(S4-0.SNpp)/Npp

Aus der Aufiragung der S/N-Verhiltnisse gegen definierte Mengen der Phospholipide kann man
Eichkurven erhalten. Die Phospholipide lassen sich in der MALDI-TOF-MS mit

unterschiedlicher Empfindlichkeit detektieren. Dies wird ersichtlich, wenn man die S/N-
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Verhéltnisse verschiedener Phospholipide untereinander vergleicht. Miiller et al. ermittelten
einen Wert von S/N=5 bei Verwendung folgender Phospholipidmengen pro MeB3probe: fiir PC
bei 3+1 pmol, fiir PI bei 67.5+11 pmol und fiir PIP bei 143+38 pmol ( Miiller et al., 2001).
Deshalb ist fiir die Quantifizierung einzelner Phospholipide jeweils eine entsprechende
individuelle Eichkurve notwendig. Cholin-haltige Molekiile werden am empfindlichsten
detektiert und konnen im UberschuBl den Nachweis anderer Molekiile maskieren (Miiller et al.,

2001).

3.3.5.2. Nachweis von Phospholipiden und Lysophospholipiden in Zellen und

Plamamembranvesikeln von Eschscholzia californica

Als Nichstes sollte untersucht werden, welche Phospholipide und Lysoverbindungen in

Extrakten unbehandelter PM-Vesikel bzw. der intakten Zellen detektierbar sind.

Voruntersuchungen mit Vesikeln ergaben, dass eine diinnschichtchromatographische
Vorreinigung der Lysoverbindungen nach der Extraktion mit CHCl,/MeOH nicht notwendig
war, da keine Uberlagerung der Massensignale anderer Verbindungen mit den hier
interessierenden Signalen gefunden wurde. Charakteristisches MALDI-TOF-Spektren sind in
Abb.40 dargestellt. In diesen Proben wurden Signale gefunden, die eindeutig bestimmten
Lysoverbindungen und Phospholipiden zugeordnet werden kénnen. In den Massenspektren der

Vesikelextrakte (Abb.40 a) wurden Signale der H" und Na'-Addukte von LPC (16:0) und LPC

>
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Abb.40. Massenspektren der Lysoverbindungen und Phospholipide aus A) Plasmamembranextrakten
und B) Zellextrakten von Eschscholzia californica.
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(18:2) und von LPC (18:1) gefunden. Hiermit wurde erstmals gezeigt, dass die PLA, in der
Lage ist, membranstdndige Phospholipide zu hydrolysieren, und dass die Spaltprodukte direkt
aus den Vesikelextrakten heraus analysiert werden konnen. Die Massenspektren der
Phospholipidextrakte von Zellen unterschieden sich von den Massenspektren der
Plasmamembranvesikel (Abb.40b). In den Massenspektren der Zellextrakte wurde im Bereich
der LPC-Spezies nur 1 gut messbares Signal gefunden. Dieses befindet sich bei einem m/z-
Verhiltnis von 542.8 und représentiert das Natriumaddukt von LPC ( 18:2), das entsprechende
H"Addukt von LPC (18:2) liefert ein schwaches Signal bei m/z=520.8.

Die anderen Peaks von LPC-Spezies, die man bei Plasmamembranextrakten fand, wurden hier

nicht detektiert (s.Tab.11).

Verbindungen Massenpeaks in Zellen in Plasmamembran
+H"-Addukt +Na*-Addukt

LPC (16:0) 4968 5188 ot

LPC (18:2) 5208 5428 ++ ot

LPC (181) 5228 5448 + + 4+

PC (16:0+18:2) 7592 7812 o .

PC (16:0+18:1) 7613 7832 +t ot

DAG (16:0+16:0) 5922 ++ +

DAG (16:0+18:0) 6201 ++ +

DAG (18:0+18:0) 6481 ++

Tab.11. Ubersicht der durch MALDI-TOF-MS gut detektierbaren Phospholipide in den Extrakten von
PM und Ganzzellen von Eschscholzia californica.(+++-stark, ++mittel und +schwach)

3.3.5.3. Anderungen des LPC-Gehalts nach Elicitorkontakt

Aus bisher gezeigten Daten geht hervor, dass sowohl die Identifizierung als auch die
Quantifizierung von LPCs und anderen Hydrolyseprodukten der Phospholipide in
Chloroform/Methanol-Extrakten von Eschscholzia californica moglich ist. Damit war die
Voraussetzung geschaffen, vermutete Anderungen des Gehalts an PLA,-Produkten nach
Elicitorkontakt exakter zu bestimmen. Zunichst wurden Plasmamembranvesikel untersucht, da
inzwischen gezeigt war, dass LPC und DAG an der Vakuolenmembran in situ einen pH-Shift

auslosen (Viehweger, 2002), und daher potentiellen Signalstoffe darstellen.

Im Kapitel 3.3.3.6. wurde bereits gezeigt dass in Plasmamembranvesikeln eine elicitoraktivierte

PLA, nachweisbar ist. Da in den PM-Vesikeln eine Reacylierung der gebildeten LPCs nicht

erwartet werden muss (Kap.3.3.4.1.), erschienen uns Plasmamembranvesikel besonders

geeignet, elicitorabhiingige Anderungen des LPC-Gehaltes nachzuweisen. Wie aus Abb.41.
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hervorgeht, wurde tatsdchlich ein drastischer Anstieg der LPC-Spezies 18:1 und 18:2
beobachtet. Bemerkenswert ist auch dass die einzelne LPC-Spezies nach Elicitorkontakt in

unterschiedlicher Maf3e gebildet werden.

Diese Ergebniss bestitigt einerseits, die bei der Benutzung der BODIPY-Phospholipide
gefundene Elicitorstimulation der PLA, (Kap.3.3.3.6.). Gleichzeitig weist es darauthin, dass in
isolierten Plasmamembranen, auch ein Teil der Signalkette zwischen dem Elicitorrezeptor und
der PLA, vorhanden sein sollte, da eine direkte Einwirkung des Elicitors auf die PLA,-Aktivitat
unwahrscheinlich ist. Als geeigneten Kandidaten haben wir eine heterotrimeres G-Protein
identifiziert. Nach Ausschaltung des G-Proteins durch eine stabile antisense-Transformation
wurde eine deutlich verminderte Wirkung des Elicitors auf die PLA,-Aktivitdt gefunden

(Schumann, Viehweger und Roos unverdffentlicht).

Nach diesen ermutigenden Ergebnissen wurde untersucht, ob auch in intakten Zellen ein Anstieg

von LPC nach Elicitorkontakt nachweisbar ist. Abb. 42. zeigt, dass unmittelbar nach

CLPCAG

LPC13:2
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Abb.41. Die Bildung von LPC in PM-Vesikeln, die fiir 5 min bzw. 20 min mit Elicitor (2 pg/ml) vorbehandelt
wurden im Vergleich zu den nicht behandelten Kontrollansidtzen. Die Grafik (a) zeigt die Mengen der
einzelnen freigesetzten Lysoverbindungen, in (b) ist prozentuelle Anteil der LPC von PC der prozentuale
Gesamtumsatz von PC (16:0, 18:1) zu LPC-Menge.

Elicitorkontakt eine rasche Anstieg von LPC in Zellsuspensionen erfolgt. Der Differenz
zwischen Elicitor-behandelten Zellen und Kontrollzellen zeigt einen deutlichen Peak ca. 1-2 min
nach Elicitorkontakt. Diese Daten bestitigen, dass in den Zellen der Elicitorkontakt zu einer
transienten Erhohung des LPC-Gehaltes fiihrt. Die nachfolgende Verringerung des LPC-
Gehaltes in den elicitorbehandelten Zellen gegentiber der Kontrolle unterstiitzt, die bereits mit
den fluorogenen Substraten gefundene Metabolisierung (wahrscheinlich Reacylierung) von LPC.

Wihrend in den Zellen im wesentlichen nur die LPC-Spezies 18:2 nachweisbar war und
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nach dem Elicitorkontakt transient
aufstieg, sind in den PM-Vesikeln neben
dem auch hier dominierenden LPC 18:2
auch LPC 16:0 und 18:1 vorhanden und

zeigen einen (wenn auch geringeren)
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Abb.42. Kinetik der Bildung von LPC (18:2) in den
Zellen von Eschscholzia californica nach dem
Elicitorkontakt im Vergleich zu nichtstimulierten
Kontrollzellen. Die gestrichelte Linie gibt die
Differenz zwischen elicitierten und nichtelicitierten
Zellen an.

3.3.5.4. DAG in Zell- und PM-Vesikelextrakten

In Massenspektren der Extrakte sowohl aus den Zellen als auch aus den PM-Vesikeln wurden
neben LPC auch DAGs (als Na’'-Addukt) detektiert. H+-Addukte von DAG treten, in
Ubereinstimmung mit Literaturangaben (Zabrouskov et al., 2001) bei dem verwendeten
Verfahren praktisch nicht auf. In den Massenspektren der Zellextrakte als auch der PM-Vesikel
konnten hohe Signale von DAGs bei m/z=592 (DAG (16:0,16:0)), 620 (DAG (18:0,16:0)) und
648 (DAG (18:0 18:0)) identifiziert werden (s.Tab.11). Nach Elicitorzugabe wurde gegeniiber
nichtelicitierten Zellen keine Verdnderung der

DAG-Mengen festgestellt (s.Abb.43). Es ist zu 400 7

—o— Elicitor  —®— Kantr

vermuten, dass die hohen Mengen
verschiedener DAGs nicht das Produkt der
PLC-Aktivitat sind. Vielmehr ist von

300 4 18:0, 18:0

200

intrazelluldren DAG-Speichern auszugehen, da 100 4

dieses Molekill auch Intermediat der M

Triglycerid-und Phospholipid-Biosynthese ist,

DAG (prmolesimg Trockenmasse)

0 5 10 15 20
tiber eine mogliche Signaltranduktion (die bei LA LR IR a R

starker Kompartimierung moglich ware) kann Abb.43.Quantifizierung der DAG-Menge in Zellen

von Eschscholzia californica nach einer

daher noch nicht entschieden werden. i . i
Elicitorbehandlung im Vergleich zu Kontrollzellen
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3.3.6. Andere Phospholipaseaktivititen in Plasmamembranvesikeln

Aus den fluoroszenzmarkierten Phospholipiden BPC und BEPC entstanden nach der Inkubation
mit Plasmamembranvesikeln nicht nur die typischen Hydrolyseprodukte PLA,, sondern auch
weitere fluoreszierende Produkte, die an Hand von Standardsubstanzen auf der DC identifiziert
wurden. Sie weisen sehr wahrscheinlich auf die Aktivitit weiterer Phospholipasen in der
Plasmamembranfraktion hin. Die prominenteste dieser Banden erwies sich als BODIPY-
Diacylglycerol (BP-DAG). Die Bildung von DAG war Ca**-abhingig im Gegensatz zur Bildung
von LPC, des Hydrolyseproduktes der PLA,. In Anwesenheit von 1 pM Ca**-lonen wurde eine
fiinffache Erhohung der DAG-Menge, bei der Ca’-Konzentration von 100 uM eine 12-fache
und bei der Ca**-Konzentration von 1 mM eine 8.5 fache Erhohung der DAG-Menge gemessen.
(s.Abb.44). Bei der massenspektrometrischen Untersuchung der genuinen Phospholipide und
Lysolipide wurde bereits darauthingewiesen, dass Diacylglycerole in relativ hoher Konzentration
in den Zellen vorkommen, was im Hinblick auf ihre Funktion als Intermediat der Biosynthese
verschiedener Lipide erklarbar ist. Der Nachweis von BODIPY-markierten DAG und seine
Bildung aus BPC und BEPC lifit aber vermuten, dass DAG auch aus vorhandenen
Phospholipiden gebildet werden kann. Die Bildung von DAG aus den kiinstlichen Substraten ist

durch zwei verschiedene Phospholipasen denkbar:
-durch Phospholipase C (Abspaltung von Phosphocholin) oder

-durch Phospholipase D (Abspaltung des Cholins, Bildung von Phosphatidsdure, letztere mii3te
durch eine Phosphatase hydrolysiert werden, fiir die in anderen Pflanzen bereits Hinweise
existieren u.a. Munnick, 2001) Die bisherigen Untersuchungen zum Nachweis von
Phospholipase C in Pflanzen haben

ausschlieBlich Enzymaktivititen gefunden,
B0 -

welche Phosphatidylinositol (4,5) als Substrat ] —
SR04
akzeptieren und zur Bildung von % ] —
= 40
Inositoltriphosphat (IP;) und von DAG Anlaf3 g ] =
204
geben. Damit wire eine Beteiligung dieses ]
0
Enzyms an der von uns gefundenen Bildung des Kon  1pM 100pM 1 mi

BODIPY-markierten DAGs nicht moglich. , .
Abb.44 EinfluB von Ca*-lonen auf die Bildung

Unsere Untersuchungen haben tatsichlich von DAG durch PM-Vesikel. Dargestellt ist die
) ' ) o ' Freisetzung von BE-DAG aus dem Substrat BEPC.
Hinweise filir die Aktivitidt einer PLD erbracht. Die Daten stellen Mittelwerte einer Doppell-

bestimmung dar.



Ergebnisse und Diskussion 70

Die Bildung von Phosphatidsdure, dem typischen

Hydrolyseprodukt, konnte allerdings erst nach dem Zusatz

von EtOH (1%) auf dem DC nachgewiesen werden, und - Ky
zwar sowohl in PM-Vesikeln (Abb.45) als auch in % g°\°®o\°\;o BELPC
Zellsuspensionen. Dieses Enzym hat die besondere -
Eigenschaft, bei der Hydrolyse der Phosphatesterbindung - . - CEPC

statt H,O auch kurzkettige Alkohole zu akzeptieren, so dass
als Hydrolyseprodukt Ester der Phosphatidsdure (Ethyl- W EE-PA
,Butyl-) entstehen (Munnik et al., 1998; Munnik, 2001). In

——— - o
unseren Experimenten konnte die Bildung des Ethylesters der W BE-DAG

Phosphatidsédure nicht detektiert werden. Der Vergleich mit ‘ ‘-ﬁ -
4

den zitierten Arbeiten aus dem Labor Munnik spricht dafiir,

Lauffront

dass die von uns zur Messung eingesetzte Ethanol-
Abb. 45. Bildung von BE-PA aus
BEPC durch PM-Vesikel nach Zugabe

Aktivitit in Chlamydomonas eugametos wurde bis zu einer von 1% EtOH. (PA-Ethylester ist
zwischen PA und DAG zu erwarten)

Konzentration zu niedrig war: bei der Messung der PLD-

Konzentration 0.75% Butanol ebenfalls nur die Bildung von

Phosphatidsdure gemessen und erst bei hoheren Konzentration von Butanol (0.75-2%) konnte
die Bildung des Butylesters der Phophatidsdure festgestellt werden (Munnik et al., 1995). Dies
bekréftigt unseren Hinweis auf die Existenz von einer PLD in der Plasmamembran von
Eschscholzia californica. Dieser Befund erlaubt auch eine Aussage zur Beteiligung von PLC
oder PLD an der Bildung von DAG. Die Bildung dieser Verbindung erfolgt bereits ohne EtOH-
Zusatz, so dass eine Beteiligung der PLD, also eine zwischenzeitliche Bildung von
Phosphatidsdure, unwahrscheinlich ist. Diese

0.6

Daten sprechen also eher fiir eine Phospholipase

0.5+

C, welche entgegen den bisher publizierten

Befunden, Phosphatidylcholine wie BPC oder

0.4+

BEPC, umsetzen kann. Weiterhin wurde die 021
Wirkung des Elicitors (2 pg/ml) auf die DAG- 011 |__LH:_"—‘LH——=‘

, _ 1]
Bildung aus BEPC gemessen (s.Abb. 46). Die Ks 5

DAG in prmal

[u]

o

K5Ca E5Ca K20 E20 K20 Ca E20 Ca

Ergebnisse zeigen, dass der Elicitor keinen ,py 46 giicitoreffekt aufdie BE-DAG Bildung durch
EinfluB auf die Bildung von BE-DAG hat, somit PM-Vesikel. (K=Kontrolle, E=Elicitorbehandelt) Die
’ Zahlen geben die Inkubationszeiten in Minuten an.

auch keinen EinfluB3 auf die PLC-Aktivtait. Die Daten stellen Mittelwerte einer Doppel-
bestimmung dar.
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4. ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel der Arbeit bestand in der Charakterisierung der Aktivitdt und der Lokalisation von
Phospholipase A, in Zellkulturen von Eschscholzia californica sowie ihrer potentiellen

Beteiligung an der Induktion der Phytoalexin-Biosynthese.

1. Nach ZellaufschluB wurden mit Hilfe des Dextran/PEG-Zweiphasensystems
Vesikelpriparationen mit einem hohen Anteil (ca. 85 %) an Plasmamembran erhalten. In diesen
Plasmamembran-Vesikeln wurde mit den fluoreszenzmarkierten Phospholipase- Substraten BPC
(ein doppelt BODIPY- substituiertes Phospholipid) und BEPC (ein einfach BODIPY-
substituiertes Ether-Phospholipid) die Aktivitdit von PLA, nachgewiesen. Dies erfolgte
hauptsdchlich durch die Extraktion und Identifizierung der Hydrolyseprodukte nach DC-
Trennung. Die Messung der Fluoreszenzintensitit der BODIPY-markierten
Lysophosphatidylcholine (BELPC bzw. BLPC) auf der DC-Platte erlaubte eine empfindliche
Quantifizierung der PLA,-Aktivitdt. Im Falle des an beiden Fettsduren substituierten Substrats
BPC kann auch der Fluoreszenzanstieg infolge der Authebung des Nachbarschafts-Quench zur
Aktivititsmessung benutzt werden, allerdings nur bei Abwesenheit storender Detergentien,

welche wahrscheinlich die Substratstruktur in der Vesikelsuspension beeinflussen.

2. MALDI-TOF-MS wurde erstmals zur Identifizierung und Quantifizierung genuiner
Phospholipide und Lysophospholipide in pflanzlichen Extrakten eingesetzt. In den
Plasmamembranen sind vorwiegend die Lysophosphatidylcholine (LPC) 18:2, 18:1 und 16:0
nachweisbar. In Ganzzellen ist LPC 18:1 das dominierende Lysophospholipid.

3. Die Aktivitit der PLA, in der Plasmambran ist unabhéngig von Ca*". Sie wird durch die aus
tierischen Zellen bekannten Inhibitoren wie Aristolochiasdure und ETYA gehemmt. Die
Aktivitit des Enzyms in Plasmamembranvesikeln ist durch Glutathion stimulierbar, was auf eine

Redoxkontrolle seiner Aktivitdt hinweist.

4. Wihrend in der Vesikelsuspension sowohl das fluoreszenzmarkierte Phospholipid als auch
das Ether-Phospholipid zu Lysophospholipiden umgesetzt wurde, konnte in Zellsuspensionen
nur mit dem Ether-Substrat eine Substratspaltung durch PLA, nachgewiesen werden. Der Grund

dafiir ist sehr wahrscheinlich die rasche Metabolisierung (vermutlich Reacylierung) des

gebildeten LPC-Derivats. Letzteres konnte mit BODIPY -markiertem LPC in Zellsuspensionen
nachgewiesen werden. Die PLA, Aktivitit der Zellsuspension zeigte eine starke Abhéngigkeit

vom Kulturalter. BODIPY -markiertes LPC wird von den Zellen , nicht aber von PM-Vesikeln,
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rasch metabolisiert, wobei ein Produkt entsteht, welches mit dem BODIPY -Phospholipid R,

gleich ist, d.h. es wird reacyliert.

5. Nach Kontakt mit einem Elicitorpriparat (Glykoproteinmischung aus Hefe, ca. 20-40 kD)
wurde in Plasmamembranvesikeln ein starker Anstieg des PLA,-Hydrolyseprodukts LPC
nachgewiesen. Dies gelang sowohl mit dem BODIPY-markiertem Substrat BEPC, als auch .bei
der Detektion der genuinen Lysophospholipide, welche mit MALDI-TOF-MS bestimmt wurden.
Den stirksten elicitor-ausgeldsten Anstieg zeigte LPC 18:2.

6. In den Zellen verursacht der Kontakt mit dem Hefe-Elicitor einen (im Unterschied zu den
Plasmamembran-Vesikeln) transienten Anstieg von LPC mit einem Maximum bei 1-2 min nach
Elicitorkontakt. Dies gilt sowohl fiir das kiinstliche Ether-Substrat als auch fiir das genuine
Molekiile LPC 18:2. Dies deutet auf ein Gleichgewicht zwischen LPC-Produktion durch die
PLA, und der nachfolgenden Metabolisierung von LPC hin. Der transiente Peak von LPC nach
Elicitorkontakt steht in guter Ubereinstimmung mit der in unserer Arbeitsgruppe gefundenen
Rolle von LPC als Signalmolekiil fiir die Auslosung eines pH-Shifts im Rahmen des
Signaltransfers zur Alkaloidbiosynthese (Roos et al., 1999; Viehweger et al., 2002).

7. Unter den solubilisierten Proteinen der Plasmamembran lassen sich G-Proteine (sowohl G, als
auch Gg) immunologisch nachweisen (Roos et al. 1999). Die fiir diesen Nachweis benutzten
Antikorper bewirkten bei der Inkubation mit isolierten Plasmamembranen eine Aktivierung der
PLA,. Dies ist ein Hinweis auf eine rdumliche Nachbarschaft von PLA, und einem
heterotrimeren G-Protein und impliziert eine G-Protein-abhingige Regulation dieser

Phospholipase. Hierfiir spricht auch ihre Aktivierung durch Mastoparan.

8. Neben der Aktivitit von PLA, konnte mit den o.g. fluoreszenzmarkierten Substraten auch die
Aktivitdt von PLC und PLD (sowohl in PM-Vesikeln als auch in Zellen) gezeigt werden. Bei der
PLC-Aktivitit handelt es es sich offenbar um eine in Pflanzen selten nachgewiesene,
Phosphatidylcholin-spaltende Aktivitdt. Sie wird offenbar nicht wie PLA, durch Elicitorkontakt

stimuliert.
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