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Zusammenfassung

Sonnenblumen-Hypokotylprotoplasten (HCPs) wurden als Model zur Prifung der
Hypothese verwendet, dall das PI-System Bestandteil der schwerkraftinduzierten
Signaltransduktion ist. Hierzu wurde der second messengers Ins(1,4,5)P3;, als ein
zentrales Intermediarprodukt der PI-System abhangigen Signaltransduktion quantitativ
in HCP-Extrakten analysiert.

Zunachst wurde eine Methode entwickelt, mit der sich vitale Protoplasten schnell und in
ausreichender Menge isolieren lieBen. Zur Vitalitdtsbeurteilung wurde neben den
ublichen Vitalitatstests (lichtmikroskopische Beurteilung, FDA-Test), eine weitere
Methode etabliert, mit der die Auxin-abhangige Aktivierung der PM/H*-ATPase in vivo
gemessen werden konnte. Diese berlcksichtigt auch mogliche Rezeptorschaden an der
Plasmamembran und ermdglicht es zudem die Versuchsbedingungen des Protoplasten-
Systems zu verbessern.

Mit dem optimierten Protoplasten-System konnte eine konzentrationsabhangige
Aktivierung der PM/H*-ATPase durch Auxin gemessen werden, die sich durch den H'-
ATPase-Inhibitor DCCD inhibieren lie3. Eine Inhibierung durch den PI-System-Inhibitor
Neomycin war unter den gegebenen Bedingungen nicht nachweisbar. Daher ist eine
Beteiligung des PI-Systems an der Auxin-abhangigen Aktivierung der PM/H*ATPase
eher unwahrscheinlich. Dennoch ergaben Zeitreihenuntersuchungen quantitative
Veréanderungen der Ins(1,4,5)P3s-Gehalte in Auxin-stimulierten (100 uM) HCPs.

Mit der mdd-HPLC (metal-dye-detection HPLC) wurde eine Methode zur nicht-
radioaktiven Detektion und Quantifizierung von Ins(1,4,5)P3 in HCP-Extrakten etabliert.
Nach einer erforderlichen Optimierung der Hardware konnte Ins(1,4,5)P;
isomerspezifisch und hoch sensitiv (10 pmol) detektiert werden. Die Analysen von HCP-
Extrakten mit der alkalischen mdd-HPLC zeigten einen mit Ins(1,4,5)P3; koeluierender
Peak, dessen Identitat durch drei unabhangige Methoden (3-Phytase-Abbau, UV-
Absorption, Rechromatographie) bestatigt wurde.

Experimente mit simulierter Schwerelosigkeit sowie mikro-Gravitation ergaben erste
Hinweise, dald HCPs als autonome Einheit Veranderungen des g-Vektors wahrnehmen
kobnnen und stltzen somit die Hypothese, dal3 das PI-System an der Umsetzung des
physikalischen Reizes Schwerkraft in ein chemisches Signal beteiligt ist. Ferner konnte
gezeigt werden, dafld auch eine mechanische Stimulation zu einer Aktivierung des PI-
Systems in HCPs fihrt.



Abstract

Protoplasts of sunflower hypocotyls (HCPs) were used as a model to prove the
hypothesis that the PI-System is part of the gravi-induced signal-transduction. Therefore
a method had to be developed to isolate a large quantity of vital protoplasts.

To investigate the vitality of the protoplasts a further method beside the classical tests
(light- microscopy, FDA-test) has been established, which measures the auxin-
dependent activation of the PM/H*-ATPase in vivo. This method also considers a
defective receptor at the plasmamembrane and is a useful tool to optimise the
conditions of the protoplast-system.

Using the optimized protoplast-system, a concentration-dependent activation of the
PM/H*-ATPase in response to auxin was observed. The effect could be repressed by
the H*-ATPase inhibitor DCCD. Since neomycin (an inhibitor of the Pl-system) did not
inhibit the auxin-dependent activation of the PM/H*-ATPase, there is no evidence that
the PI-System is part of the auxin-induced signal-transduction which leads to an
activation of the PM/H*-ATPase. Nevertheless, auxin (100 pM) also causes time-
dependent changes of free Ins(1,4,5)P3, the main intermediate product of the PI-System

dependent signal-transduction, in auxin-stimulated HCPs.

To detect and quantify the second messenger Ins(1,4,5)P3; in HCP-extracts a non-
radioactive method called metal-dye-detection HPLC (mdd-HPLC) has been
established. After optimising the hardware this highly isomer-specific method could
detected Ins(1,4,5)P3 down to 10 pmol. Running HCP-extracts through the alkaline
mdd-HPLC one peak showed co-elution with Ins(1,4,5)Ps. Three newly developed,
independent methods (3-phytase-breakdown, UV-absorption, rechromatography)
confirmed the identity.

Experiments with simulated weightlessness and micro-gravity gave first indications that
HCPs present autonomous units, which are capable of sensing a changing g-vector.
Moreover, they enforce the hypothesis that the Pl-system is part of the signal-
transduction-chain, converting the physical stimulus into a chemical signal. Furthermore
it has been shown that a simple mechanical stimulation of HCPs leads to an activation

of the Pl-system.
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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Gravitropismus

Hohere Pflanzen reagieren auf Umweltreize (Licht, Wasser, Schwerkraft, etc...) mit
einem gerichteten Wachstum. Dieses gerichtete Wachstum wird allgemein als
Tropismus bezeichnet (Poff et al., 1994). Tropismen bestimmen das Wachstum und die
Orientierung des Kormus und sichern somit das Uberleben der Pflanze in der
unbelebten Umwelt (Sack, 1991). Ein an der Schwerkraft orientiertes Wachstum
(Gravitropismus) zeigen vor allem die Hauptwurzeln sowie die Hauptsprosse. So
konnen Pflanzenwurzeln, die positiv gravitrop reagieren, den Bodenraum erschliel3en
und vorhandene Ressourcen (Wasser, Nahrstoffe) nutzen. Im Gegensatz dazu reagiert
der Sprold negativ gravitrop. Bereits kurz nach der Keimung wird er so sicher zur
Erdoberflache und zum Licht gefuihrt. Letzteres bestimmt dann im Zusammenhang mit
der Schwerkraft die Orientierung des Sprosses im Raum. Doch obwohl Thomas Knight
schon 1806 mit seinen Experimenten das Phanomen der abwartswachsenden Wurzeln
und aufwartswachsenden Sprosse der Wahrnehmung von Gravitation zuordnen konnte,
sind die beteiligten Mechanismen nach wie vor weitgehend ungeklart.

Sack (1991) unterteilt den Prozel3 gravitroper Reaktionen in drei Phasen. Wahrend der
ersten Phase wird die Lage in Bezug zum Schwerkraftvektor wahrgenommen (gravi-
Perception) und es findet die Umsetzung des physikalischen Reizes Schwerkraft in
einen physiologischen Gradienten statt. Dieser Gradient wird in Phase 2 vom Ort der
Wahrnehmung zum Ort der Reaktion verlagert, wo es in Phase 3 zu einer Modulation

von Wachstum auf Organ- bzw. Zellebene kommt.
1.2 Gravi-Perception

Die bisher vorgeschlagenen Komponenten, die der Schwerkraftwahrnehmung in
Pflanzen dienen, kbnnen nach Sack (1991) in 5 Kategorien unterteilt werden:

- Statolithen; sedimentierende, intrazellulare Partikel

- nicht-sedimentierende intrazellulare Partikel, die ziehen, dehnen oder dricken

- intrazellulare Partikel, die aufsteigen

- der ganze Protoplast (Czapek; in Wayne et al., 1990)

- extrazellulare Komponenten an der Plasmamembran



Einleitung

Dehnecke konnte 1880 die Existenz sedimentierender Starkekorner in Pflanzenzellen
nachweisen. Nemec (1900) sowie Haberland (1900) gelang es schlie3lich eine
Korrelation zwischen der Sedimentation der Starkekdrner und gravitropen Reaktionen
nachzuweisen. Sie formulierten die Hyptothese, dald die Schwerkraftwahrnehmung mit
dem Sedimentieren der Amyloplasten beginnt. Sedimentierende Amyloplasten finden
sich allerdings nur in spezialisierten Zellen in der Wurzelspitze (Columella-Zellen) (Sack
und Kiss, 1989; Sievers und Braun, 1996) und in der Starkescheide des Sprosses,
wobei sie hier primar auf die Streckungszone beschréankt sind (Sack, 1987). Uber die
Sedimentation der Amyloplasten und deren Auflagerung auf eine sensitive Oberflache
(Rezeptor) soll eine Umsetzung des Reizes Schwerkraft in einen physiologischen
Gradienten erfolgen. Die als Starke-Statolithen Theorie bezeichnete Hypothese wird
heute als Erklarungsansatz akzeptiert, konnte aber bisher nicht schliissig bewiesen
werden (Audus, 1962; Barlow, 1995; Sack, 1997; Sievers et al., 1991).

Stark angezweifelt wurde die Starke-Statolithen Theorie von Pickard (1971) und
Thimann (Pickard und Thimann, 1966), nachdem sie nachweisen konnten, daf3
Weizenkoleoptilen nach experimentell erhaltener Starkelosigkeit weiterhin gravitrop
reagieren. Eine Wiederholung der Versuche zeigte jedoch, dall nach den
entsprechenden Protokollen in den Zellen um die vaskularen Bundel weiterhin geringe
Mengen an Starke erhalten bleiben. Auch andere Experimente, die in diesem
Zusammenhang durchgefihrt wurden, stitzten eher die Starke-Statholithen Theorie (in:

Volkmann und Sievers, 1979).

Neue Impulse ergaben sich, nachdem starkearme und starkefreie Mutanten gefunden
wurden, deren Wurzeln jedoch gravitrop reagieren ( starkefrei: Caspar and Pickard,
1989; starkearm: Hanson und McHale, 1988; Kiss und Sack ,1989; Kiss et al., 1996).
Untersuchungen mit diesen Mutanten zeigten, dal3 der Zeitverlauf der
Krimmungsreaktion mit dem Gehalt an Starke in den Columella-Zellen streng korreliert,
wobei die Arabidopsis Mutante ACG 27 mit einem Starkegehalt von 60 % in ihrer
Krimmungsreaktion keine Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp mehr zeigt (Kiss et
al., 1996). Sack (1991) schlie3t aus den Untersuchungen mit stidrkearmen Mutanten,
dalR erstens der Sensor zur Schwerkraftwahrnehmung sensitiver als notwendig
ausgebildet ist und zweitens in der Lage ist, Informationen zu integrieren. Die dem

Starke-Statolithen-Modell zugrundeliegenden experimentellen Daten sind jedoch primar



Einleitung

korrelativer Natur, da der postulierte Schwerkraftrezeptor bisher nicht identifiziert

werden konnte.

Zu den Organellen, die neben den  Amyloplasten potentiell der
Schwerkraftwahrnehmung dienen kénnen und deren Lage innerhalb der Zelle nicht
durch Sedimentation bestimmt wird, zahlen z. B. der Zellkern und die eine geringe
spezifische Dichte besitzenden Spherosomen. Jedoch konnte fur keine dieser
Komponenten bisher eine eindeutige Korrelation zwischen der Richtung des
Schwerkraftvektors und der Lage der Organellen innerhalb der Zelle nachgewiesen
werden (in: Sack, 1991). Auch haben diese Komponenten nach Berechnungen von
Bjorkmann  (1988) nicht genlgend Potentialenergie, um gegen das
Hintergrundrauschen - verursacht durch die Cytoplasmastromung - als

Schwerkraftsensor zu fungieren.

Bisher liegen nur fur die zu den niederen Pflanzen zahlenden Euglenen und Chara
Internodialzellen Hinweise vor, die vermuten lassen, daf} hier tUber die Masse des
Protoplasten Schwerkraft wahrgenommen wird. In Euglenen werden wahrscheinlich
uber die Masse des Protoplasten stretch-sensitive lonenkanéle der Plasmamembran
reguliert, die bei verandertem g-Vektor fir eine Reorientierung der Euglenen
verantwortlich sind (Hader 1997; Hader et al., 1995; Lebert und Hader, 1996). Auch in
Chara Internodialzellen ist mdglicherweise die Masse des Protoplasten fur die gravi-
Perception von Bedeutung. Hier scheinen allerdings in Abhangigkeit des g-Vektors
Bestandteile der Plasmamembran die Cytoplasmastromung zu beeinflussen (Staves,
1997; Staves et al., 1997; Staves et al., 1995; Wayne und Staves, 1996).

Untersuchungen von Staves et al., (1997) sowie Wayne und Staves, (1996) an Chara
Internodialzellen zeigen, dal3 méglicherweise auch Elemente der extrazellularen Matrix
an der gravi-Perception beteiligt sind. Sie vermuten, dal3 Gber integrale Rezeptoren der
Plasmamembran (Integrine), die eine Verbindung der extrazellularen Matrix zum
Zellinneren herstellen, der physikalische Reiz Schwerkraft an der Zelloberflache
wahrgenommen wird und im Zellinneren bisher unbekannte Signaltransduktions-
Prozesse auslost. Fur die hier als Gravi-/Mechanorezeptoren postulierten Integrine
konnte an tierischen Zellen eine Beteiligung an Signaltransduktions-Prozessen bei
mechanischem Stress nachgewiesen werden (Ingber, 1999; Clark und Brugge, 1995;

Richardson und Parson, 1995; Wang,1993). Mittlerweile konnten Integrin-&hnliche
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Proteine auch in bei Arabidopsis und Chara nachgewiesen werden (Katembe et al.,
1997).

1.3 Modulation gravitroper Reaktionen durch Auxin

Bereits im ersten Drittel dieses Jahrhunderts konnten Cholodny (1927) und Went (1928)
unabh&ngig voneinander einen Zusammenhang zwischen Phototropismus und der
polaren Verteilung eines bis dahin unbekannten Wachstumsstoffes nachweisen. In
einem ahnlichen Versuchsansatz mit Maiskoleoptilen zeigte Dolk (1936), dal3 auch
gravitrope Reaktionen mit der polaren Verteilung eines Wachstumsstoffes verbunden
sind, der spater als Indol-3-Essigsaure (Auxin) identifiziert werden konnte. Die
Hypothese, dal die asymmetrische Verteilung von Auxin an der Modulation gravitroper
Reaktionen beteiligt ist (Cholodny-Went Theorie), konnte mittlerweile durch zahlreiche

Studien gestitzt werden.

So konnte nachgewiesen werden, dal3 asymmetrisch appliziertes Auxin sowohl bei
Wurzeln als auch im Spro3 zu einem differenziellen Flankenwachstum fiihrt und damit
eine Krimmung des Organs bewirkt (Gougler und Evans, 1981; Migliaccio und Rayle,
1989). Hingegen werden durch Auxin-Transportinhibitoren gravitrope Reaktionen
inhibiert (Thomson and Leopold, 1974; Schneider, 1969). Weiterhin konnte uber
radioaktiv markiertes Auxin nachgewiesen werden, dal? im Verlauf der gravitropen
Reaktion Auxin in der unteren Organseite von Wurzeln und Spross akkumuliert
(Harrison und Pickard, 1989; Young et al., 1990). Uber die asymmetrische Verteilung
von Auxin soll es auch zu einer differenziellen Genexpression kommen (McClure und
Guilfoyle, 1989).

Obwohl es damit sehr starke Hinweise flr eine Modulation gravitroper Reaktionen durch
Auxin gibt, wurde die Idee, da? Auxin der primére messenger (Botenstoff) gravitroper
Reaktionen ist, immer wieder angezweifelt. So wurde als Kritikpunkt angefthrt, daf3 die
erforderliche Magnitude und/oder Kinetik der Auxin-Asymmetrie nicht ausreichen, um
das beobachtete differenzielle Langenwachstum zu bewirken (Firn und Digby, 1980;
Evans, 1991). An transgenem Tabak konnten Li et al. (1991) Uber eine gekoppelte
Sequenz aus small auxin up RNAs (SAUR) Promotor-f3- Glucoronidase (GUS)-Sequenz

jedoch in situ zeigen, dald zumindest in Tabaksprossen in der Organunterseite wahrend
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gravitroper Reaktionen Auxin ausreichend akkumuliert, um ein differenzielles
Flankenwachstum zu bewirken. Auch konnten sie zeigen, daf3 die polare Verteilung von
Auxin gut mit der Krimmung des Organs korreliert. Damit bildet die asymmetrische
Verteilung von Auxin moglicherweise jenen physiologischen Gradienten, tber den die
erforderliche Signalweiterleitung vom Ort der Wahrnehmung zum Ort der Reaktion

erfolgt (Evans und Ishikawa, 1997).

Zumindest in Wurzeln scheint allerdings die erste Phase einer gravitropen
Reorientierung unabh&ngig von Auxin zu erfolgen (Ishikawa und Evans, 1993). Mit
zeitlich hoch auflésenden Videoanalysen konnten Ishikawa und Evans (1993)
dokumentieren, dal’ sich nach Gravistimulation zunéchst die Zellen der DEZ (Distale
Elongation Zone) an der Organoberseite rasch strecken, was eine erste Krimmung der
Wourzelspitze bewirkt. Anschlielend wird die Zellstreckung an der Organunterseite des
CEZ (Centrale Elongation Zone) inhibiert, wobei sich die Zellen der Organoberseite
unvermindert weiter strecken, was schlie3lich eine vollstandige Reorientierung des
Organs entsprechend des g-Vektors zur Folge hat. Damit steht diese Phase der
Reorientierung im Einklang mit der Hypothese, dald tber die polare Verteilung von
Auxin in Wurzeln eine, die Zellstreckung inhibierende Konzentration an Auxin in der
Organ-unterseite erreicht wird. Weiterhin konnten Ishikawa und Evans (1993) allerdings
zeigen, dald exogen appliziertes Auxin, das eine vollstdndige Inhibierung der
Zellstreckung bewirkte, die Streckungsreaktion der Zellen des DEZ nach
Gravistimulation nicht beeinfluf3te. Sie folgerten aus den Ergebnissen, dal3 die erste

Phase gravitroper Reaktionen bei Wurzeln Auxin-unabhangig erfolgt.

Weitere Untersuchungen deuten darauf hin, dafd Gravistimulation zur Etablierung eines
apoplastischen Ca**-Gradienten in der Wurzelspitze fiihrt (Lee et al., 1984; Bjérkman
und Cleland, 1991) und Ca®**-Chelatoren gravitrope Reaktionen in Wurzeln vollstandig
inhibieren. Auch konnten diese Autoren zeigen, daR asymmetrisch appliziertes Ca?*
eine Kriimmungsreaktion auslést. Moglicherweise wird iiber apoplastisches Ca®" die
Sensitivitat von Wurzelzellen gegentber Auxin beeinfluf3t. Allerdings scheint auch der
Aufbau des Ca**-Gradienten von einem aktiven Auxintransport abhéngig zu sein (Lee et
al., 1984; Bjérkman und Cleland, 1991). Dies laf3t vermuten, dal3 dem Auxin in Wurzeln
wahrend der frihen Phase gravitroper Reaktionen eine von der Wachstumsregulierung
unabhangige Funktion zukommt (Chen et al., 1999).
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1.3.1 Mechanismen und Modulation des polaren Auxintransportes

In der Regel wird Auxin im Phloem aus der Triebspitze und jungen Blattern bis in die
Wurzelspitze transportiert (Ziegler, 1998). Dieser Transport ist unpolar und rein von den
source/sink-Verhaltnissen in der Pflanze abhangig. Demgegeniber wurde fur den
polaren Transport ein chemiosmotisches Modell postuliert (Goldsmith, 1977), nach dem
Uber spezifische Influx- und Efflux-Carrier der Plasmamembran (Cen et al., 1999) Auxin
einem chemiosmotischen Gradienten folgend verlagert wird. Hierbei wird Auxin Uber
einen Influx-Carrier in der Saureform (protoniert) aufgenommen. Im Cytosol liegt es
aufgrund des hohen pH-Wertes in der dissoziierten Form vor und kann so gegenuber
dem Apoplasten um den Faktor 20 angereichert werden (Jones, 1998). Die Validitat des
chemiosmotischen Modells konnte erst in jungster Zeit bestatigt werden, als in
Arabidopsis das AUX 1 Gen identifiziert wurde, das fur einen postulierten Auxin-Influx-
Carrier in der Wurzel zu kodieren scheint (Yamamoto und Yamamoto, 1998; Bennett et
al., 1996). Mutationen dieses Gens fuhren zu verminderter Sensitivitdt gegentber Auxin
und die Wurzeln sind agravitrop. Ein weiteres Indiz dafur, dal3 die asymmetrische
Verteilung von Auxin an der Regulation von gravitropen Reaktionen beteiligt ist.

Wie die Modulation des polaren Auxintransportes wahrend gravitroper Reaktionen
erfolgt ist allerdings weitgehend unbekannt. Mdoglicherweise hat aber schon die
Verteilung der Efflux-Carrier einen wesentlichen EinfluR auf die Etablierung des
Auxingradienten (Chen et al., 1999). So zeigen Studien von Lomax et al. (1995) und
Bennett et al. (1996), dal’3 der funktionale Efflux-Carrier primar in den Basal-Membranen
von Zellen zu finden ist. Auch fir den AGR1/EIR1/PIN2-locus, der in Arabidopsis fir
eine Komponente eines Auxin-Efflux-Carriers kodiert und primér in Wurzeln exprimiert
wird (Chen et al., 1999; Mdller et al., 1998; Sedbrook et al., 1998; Utsuno et al., 1998),
konnte nachgewiesen werden, dal das AGRI1/EIR1/PIN2-Protein in den Basal-
Membranen der Zellen des DEZ und CEZ lokalisiert ist (Muller et al., 1998). Allerdings
soll die Etablierung des Auxingradienten von den Statolithen enthaltenden Zellen
ausgehen (Chen et al., 1999). Dies sind im Sprofl3 die Zellen der Starkescheide und in
den Wurzeln die Amyloplasten enthaltenden Zellen der Wurzelspitze. Weder das AUX1-

noch das AGR1/EIR1/PIN2-Gen werden jedoch in der Wurzelspitze exprimiert, was
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vermuten la3t, dald weitere bisher unbekannte Gen-Produkte an der Etablierung des

Auxingradienten beteiligt sind (Chen et al., 1999).

Neben der Verteilung der Efflux-Carrier tragt wahrscheinlich aber auch deren Aktivitat
im Zuge gravitroper Reaktionen zur polaren Verteilung von Auxin bei, wobei die
Regulationsmechanismen bisher unklar sind (Chen et al., 1999). Méglicherweise ist hier
der in Wurzeln und Sprossen nach Gravistimulation nachgewiesene Ca**-Gradient
(Arslan-Cerim,1966; Goswami und Audus, 1976; Lee und Evans, 1985; Bjorkman und
Cleland, 1991) von Bedeutung.

1.3.2 Auxin und Zellstreckung

Die im Zuge gravitroper Reaktionen zu beobachtende Krimmungsreaktion der Organe
erfolgt im Sprold tUber eine Auxin-induzierte Zellstreckung an der Organunterseite. In
Pflanzenzellen wirkt allerdings die Zellwand einer Zellstreckung entgegen, so dal3 eine
Auxin-induzierte Zellstreckung mit Prozessen verbunden sein muf3, die die Elastizitat
der Zellwand erh6hen (Rayle und Cleland, 1992; Cosgrove, 1997). Da Auxin nicht direkt
Zellwandverbindungen beeinflu3t, sondern die Wirkung an der Plasmamembran
ansetzt, setzt die Auxin-induzierte Zellstreckung eine Kommunikation zwischen

Protoplast und Zellwand voraus (Rayle und Cleland, 1992).

Nachdem gezeigt werden konnte, dal3 Auxin den Transport von Protonen aus dem
Cytosol in den Apoplasten aktiviert und die Applikation von Saure (H") eine
Zellstreckung bewirkt, wurden Protonen als der zellwandlésende Faktor postuliert (Acid
Growth Theory; Hager et al., 1971; Rayle, 1973; Rayle und Cleland, 1970, Rayle und
Cleland, 1977). Zwischenzeitlich konnte bestatigt werden, daR Auxin eine H*-ATPase
der Plasmamembran aktiviert (Jahn et al., 1996). Auxin scheint aber nicht fur eine de
novo Synthese der PM/H*-ATPase verantwortlich zu sein (Jahn et al., 1996). Es ist
hingegen wahrscheinlich, daR die Aktivierung der PM/H-ATPase iiber einen
Plasmamembran-stadndigen Auxinrezeptor unter Beteiligung der Phospholipase A;
erfolgt (Scherer und Arnold, 1997; Scherer, 1995; Yi et al., 1996; Lobler und Klambt,
1985; Libbenga und Mennes, 1995).



Einleitung

Weiterhin konnte bei in vitro Experimenten gezeigt werden, dafl3 sich Zellwédnde aus
wachsendem Gewebe in Abhangigkeit des pH-Wertes dehnen (Rayle und Cleland,
1972; Cleland et al. 1987; Cosgrove, 1989). Diese Dehnung zeigt jedoch keine strenge
Korrelation zum pH-Wert. Erstaunlicherweise inhibieren sehr niedrige pH-Werte eine
Saure-induzierte Zellwanddehnung (Cosgrove, 1997). Da bei diesen pH-Werten
Proteine denaturieren, wurde aus den Beobachtungen gefolgert, dall an den
zellwandlosenden Prozessen zellwandgebundene Proteine (Expansine) beteiligt sind,
deren Aktivitat Uber den pH-Wert reguliert wird (McQueen-Mason et al., 1992). In vivo
Aktivitdt von Expansinen konnte bisher sowohl an monokotylen als auch dikotylen
Pflanzen nachgewiesen werden (Cosgrove und Li, 1993; Li et al., 1993; Keller und
Cosgrove, 1995). Die Expansine stellen damit eine Gruppe von Proteinen dar, die
maoglicherweise den Auxin induzierten pH-Wert-Gradienten wahrend gravitroper
Reaktionen in ein differenzielles Flankenwachstum umsetzen (Cosgrove, 1997).

1.3.3 Auxin und Genexpression

Bisher konnten zwar zahlreiche Auxin-bindende Proteine identifiziert und charakterisiert
werden (Napier und Venis, 1995). Ob diese Proteine aber tatséchlich als
Auxinrezeptoren in einer Signaltransduktionskette fungieren, die eine Auxin-abhangige
Genexpression reguliert, ist nicht bekannt (Guilfoyle et al., 1998). Zahlreiche Studien
belegen jedoch, dal3 Auxin die Expression spezieller Gene in verschiedenen Organen
und Geweben reguliert, wobei die molekularen Mechanismen der Auxin-Wirkung
weitgehend unbekannt sind (Guilfoyle et al., 1998; Abel und Theologis, 1996). Im
Zusammenhang mit gravitropen Reaktionen konnte eine Beteiligung der Auxin-
abhéangigen Gene AXR1 und AXR3 gezeigt werden (Chen et al., 1999; del-Pozo et al.,
1998; Leyser et al., 1996; Rowse et al., 1998). Bisher konnte jedoch noch kein direkter
Zusammenhang zwischen Genexpression und differenzieller Wachstumsregulation

gezeigt werden (Abel und Theologis, 1996).
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1.4 Signaltransduktion Gber das Phosphoinositid-System

Die Signaltransduktion beinhaltet, dal3 die auf die belebte Umwelt einwirkenden
Stimuli/Reize (Signal(e)) Uber spezielle Rezeptoren von den Zellen wahrgenommen
werden (Signal-Perception), die physiologische Prozesse regulieren
(Signaltransduktion), was schlieBlich zu einer Adaption an die neuen
Umweltbedingungen fuhrt. Signale kdnnen auch als Botenstoffe (first-messenger) vom
Ort der Wahrnehmung verlagert werden. Am Ort der Reaktion findet dann Uber
sekundare Botenstoffe (second messenger) die Umsetzung des Signals in eine

physiologische Reaktion statt.

Im Gegensatz zur Zoologie schien noch vor 20 Jahren das Wort transduktion fir die
Botanik keine Bedeutung zu besitzen. Forciert durch den Nachweis von Proteinkinasen
in Pflanzen (Trewavas, 1976), die Isolation von Calmodulin aus Pflanzenzellen
(Anderson und Cormier, 1978) und der Nachweis Ca?*-abh&ngiger Proteinkinasen
(Hetherington und Trewavas, 1982) beinhalten heute auch im Bereich der Botanik die
meisten Forschungsprojekte Aspekte der Signaltransduktion (Trewavas und Malho,
1997).

In tierischen Zellen intensiv untersucht ist die Signaltransduktion Uber das
Phosphoinositid-System (PI-System, Abb. 1), das seit Beginn der 50er Jahre einen
Forschungsschwerpunkt bildete und heute sehr gut charakterisiert ist (Berridge, 1993;
Tsunoda, 1993; Tkachuk, 1998): Ausgehend vom Phosphatidylinositol (PI), das als
Strukturlipid Bestandteil aller biologischen Membranen ist, erfolgt im Bereich der
Plasmamembran in zwei Schritten die Phosphorylierung des Inositolrestes in der 4- und
5-Stellung durch spezifische PIl-4- und PI-5-Kinasen. Das resultierende
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) ist das Substrat der plasmamembran-
standigen Phospholipase C (PLC). Diese wird als Reaktion auf spezielle, von aul3en
einwirkende Signale durch Rezeptoren der Plasmamembran aktiviert, wobei bisher eine
Aktivierung durch Tyrosinkinaserezeptoren sowie Rezeptoren, die trimere G-Proteine
aktivieren, nachgewiesen ist. Aus der enzymatischen Hydrolyse des PIP, durch die PLC
gehen als Reaktionsprodukte die beiden second messenger Inositol(1,4,5)Ps; und

Diacetylglycerin  (DAG) hervor. Das in der Plasmamembran verblei-
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Abb. 1: Das Phosphoinositid-System
(PI= Phosphatidylinositol, PIP= Phoaphatidylinositol-4-phospaht, PIP,= Phospaphatidyl-
inositol-4,5-phosphat, DAG= Diacetylglycerin)

bende lipophile DAG moduliert die Aktivitat der Proteinkinase C, wahrend das
hydrophile Ins(1,4,5)P3; ins Cytoplasma diffundiert. Mittlerweile konnte nachgewiesen
werden, daf’ Ins(1,4,5)P3; an Rezeptoren des endoplasmatischen Retikulums bindet, die
die Aktivitat von Ca®*-Kanalen regulieren. Ein Ins(1,4,5)P; induziertes Offnen der
Kanale filhrt zu einem raschen und deutlichen Anstieg der cytosolischen Ca?*-
Konzentration (Ferris und Snyder, 1992; Zhang, et al.; 1995; Yoshida und Imai, 1997),
wodurch Zielproteine entweder direkt oder aber iiber Ca®*-bindende Proteine (z.B.
Calmodulin) beeinflu3t werden (Berridge, 1993; Tsunoda, 1993; Tkachuk, 1998).
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Ausgehend vom Nachweis von Phosphatidyinositol-4,5-bisphosphat durch Boss und
Massel (1985) in Pflanzen konnten in der Folgezeit nahezu alle Komponenten des PI-

Systems auch in Pflanzen nachgewiesen werden:

Rezeptor: Ein G-Protein gekoppelter Rezeptor (GPCR) der Plasmamembran konnte
bisher nicht direkt identifiziert werden. Untersuchungen an Tabakpflanzen, die mit
bekannten tierischen GPCRs transformiert wurden, ergaben, daf die entsprechenden
Gene zwar exprimiert wurden, eine Stimulation von G-Proteinen jedoch nicht
nachzuweisen war (Mu et al.,, 1997). Diese Experimente sprechen dafir, dalR G-
Proteine in Pflanzen Uber Rezeptoren reguliert werden, die nicht die flr tierische
Rezeptoren typische Struktur aufweisen. In Arabidopsis wurden allerdings mittlerweile
das GCR1-Gen und die cDNA isoliert, die fur ein Protein kodiert, welches beztiglich der
Aminosidure-Sequenz eine groRe Ahnlichkeit mit bekannten GPCRs aufweist
(Josefsson und Rask, 1997; Hooley, 1998; Plakidou-Dymock et al., 1998).

Phosphoinositide: Sowohl Phosphatidylinositol-4-phosphat (PIP) und
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) als auch die zugehorige Kinaseaktivitat
konnten in Pflanzen nachgewiesen werden (Sommarian und Sandelius, 1988; Kamada
und Muto, 1991; Hannenberg et al.,, 1995; Yang et al., 1993; Okpodu et al., 1995).
Beide Verbindungen scheinen neben der Funktion als Substrat auch direkte
regulierende Funktionen zu Ubernehmen. So konnten Memon und Boss (1990) an
isolierten Plasmamembranen aus Helianthus annuus eine PIP- und PIP,-abhangige
Aktivitat der PM/H'-ATPase nachweisen. Die Regulation der PIP 5-Kinaseaktivitat
erfolgt moglicherweise auch durch dufRere Reize. So konnten Perrera et al. (1999) an

Maisknoten eine Aktivitatssteigerung nach Gravistimulation nachweisen.

G-Proteine: Biochemische und immunologische Untersuchungen ergaben erste
Hinweise, dal3 Pflanzen auch Uber trimere G-Proteine verfiigen. So konnte an einer
Vielzahl von  Pflanzenspezies gezeigt werden, dalR Microsomen- und
Plasmamembranen (0*P)GTP- und (*S)GTP-y-S mit hoher Affinitat binden und
Peptide enthalten, die mit Antikorpern gegen die Gg- bzw. Gg-Untereinheit
kreuzreagieren (in: Ma, 1994). Die Ergebnisse konnten auch durch
molekularbiologische Untersuchungen gestuitzt werden. So konnten cDNA Clone isoliert

werden, die fir Gq- und Gg-Untereinheiten kodieren (Ma et al., 1990, 1991; Poulsen et
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al., 1994; Weiss et al., 1994; Kim et al., 1995; Ishikawa et al., 1995; Seo et al., 1995).
Gene, die fur eine Gy-Untereinheit kodieren, wurden bisher allerdings in Pflanzen noch

nicht nachgewiesen (Hooley, 1998).

Phospholipase C: Phospholipase C-Aktivitdit konnte mittlerweile in zahlreichen
Pflanzenspezies nachgewiesen werden (Sandelius und Sommarian, 1990 als
Ubersichtsartikel). PLCs konnten auch bereits zum Teil sequenziert werden (Shi et al.,
1995; Williams und Katan, 1996; Hirayama et al., 1997). Phosphatidylinositol ist das
bevorzugte Substrat einer 16slichen PLC die millimolare Ca**-Konzentrationen benétigt
(Helsper et al., 1986, 1987; Pfaffmann et al., 1987). Demgegeniiber erreicht eine
plasmamembrangebundene PLC, die spezifisch Phosphatidylinositol-4-phosphat und
Phosphatidylinositol-4,5-phosphat hydrolysiert, ihre volle Aktivitat bei mikromolaren
Ca?*-Konzentrationen. Eine G-Protein-abhangige Aktivierung der PLC konnte bisher
nicht direkt nachgewiesen werden. Allerdings gelang Cho et al. (1995) der Nachweis
einer PI-System Aktivierung in Daucus carrota Zellen durch den G-Proteinaktivator
Mastoparan und Einspahr et al. (1989) konnten eine GTP-abhangige Aktivitat der PLC
in der Alge Duniella salina nachweisen.

Ins(1,4,5)P3: Auch Ins(1,4,5)P3; als das zentrale Intermediarprodukt der PI-System-
abhangigen Signaltransduktion konnte mittlerweile in Pflanzen identifiziert werden
(Huang et al, 1994; Martinoia et al., 1993; Memon et al., 1989). Die Ins(1,4,5)P3-
induzierte Freisetzung von Ca®" konnte fiir Pflanzen an Membranvesikeln (Broshan und
Sanders, 1990; Canut et al., 1993; Lommel und Felle, 1997) und isolierten Vakuolen
(Drobak und Ferguson, 1985; Alexandre et al., 1990; Allen et al., 1995; Lommel und
Felle, 1997) nachgewiesen werden. Die bisherigen Untersuchungen lassen vermuten,
dafd der Ins(1,4,5)P3;-Rezeptor bei Pflanzen am Tonoplasten lokalisiert ist und nicht, wie
in tierischen Zellen, im ER (Webb, 1996). Hinsichtlich der Kinetik der Ins(1,4,5)Ps-
induzierten Ca’"Freisetzung zeigen  tierische und pflanzliche  Zellen
groRe Ubereinstimmungen (Alexandre und Lassalles, 1992; Scanlon et al., 1996). Im
Unterschied zu tierischen Zellen wird aber die Ins(1,4,5)Ps-sensitive Ca®*-Freisetzung
scheinbar nicht durch hohe extravakuolare Ca®*-Konzentrationen inhibiert (Webb, 1996;
Alexandre et al., 1990).
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Der Ins(1,4,5)P3-Rezeptor konnte in Pflanzen bisher nicht eindeutig nachgewiesen
werden. Allerdings gelang Brosnan und Sanders (1993) sowie Scanlon et al. (1996) der
Nachweis eines Proteins in Beta vulgaris und Chenopodium rubrum das Ins(1,4,5)P3
mit einer ahnlichen Kinetik bindet wie tierische Ins(1,4,5)Ps-Rezeptoren. Weiterhin
konnten Biswas et al. (1995) ein Protein reinigen, das Ins(1,4,5)Ps-abhéngig Ca®" aus
artifiziellen Vesikeln freisetzte. Schliel3lich konnten Cramer et al. (1998) zwei Proteine in
Vicia faba Mikrosomen und Vakuolen sowie Zea mays Mikrosomen nachweisen, die mit
einem Antikbrper gegen Ins(1,4,5)Ps-Rezeptoren aus tierischen Geweben

kreuzreagierten.

Die Bedeutung einer Signaltransduktion Uber das PI-System ist fur Pflanzen jedoch
bisher weitgehend unbekannt. Erste Hinweise fir eine mdgliche Beteiligung des PI-
Systems gibt es fur die Auxin-abhangige Signaltransduktion (Ettlinger und Lehle, 1988)
sowie fur die Abscisinsdure-abhangige Signaltransduktion in Schlie3zellen (Lee et al.,
1996) und fur motor cells (Kim et al.,, 1996). Weiterhin konnten Perera et al. (1999)
kdrzlich in Maisknoten nach gravi-Stimulation einen Anstieg von 1Ins(1,4,5)P;

nachweisen.

1.5 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, die Signaltransduktion Utber Inositol-1,4,5-trisphosphat in
Sonnenblumen-Hypokotylprotoplasten am Beispiel des Schwerkraftreizes naher zu
charakterisieren.

Voraussetzung fur die Untersuchungen war die Etablierung einer Methode mit der
Protoplasten in ausreichender Menge und Qualitdt gewonnen werden konnten. Des
weiteren mufite eine hoch sensitive Analytik zur Quantifizierung des second
messengers Ins(1,4,5)P; in HCP-Extrakten etabliert werden, die es zudem ermdglichte
Inositolphosphate isomerspezifisch zu untersuchen. Aufgrund der geplanten mikro-
gravitations-Experimente konnte dabei der sehr empfindliche Nachweis Uber

Radiotracer nicht angewendet werden.

Geklart werden sollte die Fragestellung, ob Protoplasten als kleinste pflanzliche Einheit
Anderungen des Schwerkraftvektors autonom wahrnehmen und mdglicher weise das

PI1-System ein Element der beteiligten Signaltransduktionskette bildet. Hierzu waren
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Experimente bei simulierter Schwerelosigkeit, mikro-Gravitation und hyperg erforderlich.
Da ferner zahlreiche Hinweise aus der Literatur vorliegen, die eine Beteiligung von
Auxin an gravitropen Reaktionen belegen, sollte eine mdgliche Beteiligung des PI-
Systems an der Auxin-abhéngigen Signaltransduktion untersucht werden. Zur
Optimierung des Protoplastensystems war es dabei erforderlich neben den klassischen
Vitalitatstests eine Methode zu entwickeln, die auch mégliche Rezeptorschaden an der

Plasmamembran beriicksichtigt.
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2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial und Pflanzenanzucht

Fur die physiologischen Untersuchungen wurden Protoplasten verwendet, die aus
Sonnenblumen-Hypokotylen (Helianthus annuus; var. Albena, KWS) isoliert wurden. Da
das Hypokotyl der Keimlinge nach gravi-Stimulation eine deutliche negativ-gravitrope
Reaktion zeigt und die Keimlinge einfach kultiviert werden konnten, stellte dieses Organ

ein besonders geeignetes Basismaterial fir die Experimente dar.

Zur Anzucht wurden die Samen zunachst fur eine Stunde in Natriumhypochlorit (5 %)
oberflachensterilisiert. Danach wurden die Samen intensiv mit Leitungswasser gespuilt
und in Saatschalen (20 cm x 40 cm) ausgesat, wobei Vermiculit als Kultursubstrat
eingesetzt wurde. Die Anzucht der Keimlinge erfolgte dann im Dunkeln in einem
Brutschrank (25 °C/ 80 % R.H.). Unter den angegebenen Anzuchtbedingungen waren
die Keimlinge nach 7 Tagen ausreichend entwickelt (Abb. 2) und konnten fur die

Isolation der Hypokotylprotoplasten (Kapitel 2.2) geerntet werden.

Abb. 2: Sonnenblumenkeimlinge
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2.2 Protoplastierung der Helianthus annuus Hypokotyle

Die Isolation der Hypokotylprotoplasten (HCPs) erfolgte in Anlehnung an Lenne et al.
(1983) sowie Schmitz und Schnabl (1989). Dazu wurden 7 Tage alte
Sonnenblumenkeimlinge verwendet (Kapitel 2.1), von denen zunéchst Wurzel und
Keimblatter abgetrennt wurden. Die Hypokotyle (0 2,6mm; Lange 10 cm — 12 cm)
konnten dann mit einem speziell entwickelten Schneidegerat (Abb. 3) in Streifen
geschnitten werden. Die Hypokotyle wurden hierbei durch eine zentrale Bohrung (CJ 2,8
mm) zugefuhrt und mit zwei parallel angeordneten Rasierklingen in drei Streifen
geschnitten. So konnte die Enzymlésung (Tabelle 1) ungehindert das ganze
Rindenparenchym und Zentralzylinder angreifen. Zur Protoplastierung wurden diese
Hypokotylabschnitte (20 g FM) in Plastikschalen (Gerda-Box; 20 cm x 10 cm) zu 33 ml
Enzymlésung gegeben. Hierbei waren die Hypokotylabschnitte nur leicht mit
Enzyml6sung bedeckt, tauchten sie demgegenuber tief in der Enzymlésung unter, sank
die Ausbeute an vitalen Protoplasten dramatisch. Anschliel3end wurden die Hypokotyle
fur 5,5 h bei 25 °C unter leichtem Schutteln inkubiert.

Abb. 3: Sonnenblumen-Hypokotyl Schneidegerat
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Nach der Inkubation wurden die Hypokotyle zun&chst in der Enzymlésung mit einem
Spatel leicht bewegt, um ein Losen der HCPs aus dem nicht vollstandig verdauten
Gewebe zu unterstitzen. Unverdautes Pflanzenmaterial wurde mit einem Nylonnetz
(200 uM) abgetrennt, bevor die Protoplasten-Suspension zur weiteren Reinigung in 50
ml Zentrifugenglaser gefullt wurde.

Tabelle 1: Enzymldsung fir die Isolation der Hypokotylprotoplasten

Enzymldsung

Konzentration
KCI-Puffer |
0,5 % (w/v)
0,02 % (w/v)
0,05 % (w/v)

Substanz

Puffer
Cellulase (aus Trichoderma viride), (Merck)

Macerozym R10, (Merck)
Driselase (from Basidiomycetes), (Sigma)

BSA, (Sigma) 1 % (w/v)
pH-Wert 5,6 (KOH)
Tabelle 2: Saccharose- und KCI-Puffer
Saccharose- | Saccharose- KClI- KClI-
Puffer | Puffer 11 Puffer | Puffer 11
[mM] [mM] [mM] [mM]

Saccharose (Merck) 500 500
KCI (Merck) 337 337
CaCl; (Merck) 1 1 13,6 13,6
MES (Biomol) 10 0,5 10 0,5
pH-Wert (KOH) 5,6 5,6 5,6 5,6

Durch Zentrifugieren (50 g, 5 min,

Heraeus; Minifuge GL) wurden die HCPs

sedimentiert und konnten anschliel3end in 20 ml Saccharose-Puffer | (Dichte 1,08 g/ml)
resuspendiert werden. Von dieser Suspension wurden jeweils 10 ml in kleinere
Zentrifugenglaser (13 ml) dberfuhrt und vorsichtig mit 2 ml KCI-Puffer | Gberschichtet.
Durch Zentrifugieren (50 g, 5 min) wurden grobe Verunreinigungen (Zellwandfragmente,
Plastiden) sedimentiert, wahrend sich die HCPs in der Interphase sammelten (Abb. 4)
und mit einer 1000 pl Pipette (Spitze abgeschnitten) vorsichtig abgenommen werden

konnten.
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Abb. 4: Hypokotylprotoplasten aus Helianthus annuus nach Zentrifugation (50g, 5 min) im

KCl/Saccharose-Stufengradienten.

Um den Saccharose-Puffer | auszuwaschen, wurden die abgenommenen HCPs
anschlieBend zweimal in KCI-Puffer | sedimentiert (50 g, 5 min). Nach der letzten
Zentrifugation wurde das HCP-Pellet in KCI-Puffer | resuspendiert und die gereinigten
HCPs Uber Nacht im Kuhlschrank (5°C) gelagert.

Im Verlauf der Arbeit stellte sich heraus, dal3 die Uber den Saccharose-
Stufengradienten erzielte Reinheit der Protoplasten flir die angestrebten
physiologischen Untersuchungen nicht ausreichte. Daher wurde ein weiterer
Reinigungsschritt etabliert, der unmittelbar vor der Durchfiihrung der Experimente
erfolgte. Hierzu wurde zunéchst der Uberstand der uber Nacht sedimentierten HCP-
Suspension abgenommen und das HCP-Pellet in 30 ml KCI-:Saccharose-Puffer 1l
(50:50; Tabelle 2) resuspendiert. Von der Suspension wurden jeweils ca. 10 ml in 13 ml
Zentrifugenglaser tberfuhrt und mit 1 ml KCI-Puffer Il Gberschichtet. Nach erneuter
Zentrifugation (5 min, 50 g) wurden die HCPs der Interphase mit einer Pipette
abgenommen und die fur die jeweiligen Versuche erforderliche HCP-Konzentration

eingestellt. Diese wurde mit einem Hamocytometer (Fuchs-Rosenthal) bestimmit.
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2.2.1 Vitalitdtsbestimmung der Protoplasten

Die Vitalitat der Protoplasten wurde nach verschiedenen Methoden bestimmit.

2.2.1.1 Vitalfarbung

Mit einer Fluorescein-Diacetat-Farbung (FDA) wurde die Semipermeabilitat der
Plasmamembran gepruft. Fluorescein-Diacetat passiert als unpolares Molekil die
Plasmamembran ungehindert. Im Cytoplasma vitaler Protoplasten erfolgt die
Abspaltung des Acetatrestes durch Esterasen, wodurch sich Fluorescein als polares
Molekil im Cytoplasma anreichert (Widholm, 1972; Larkin, 1976; Seitz et al., 1985). In
toten Protoplasten ist im Gegensatz dazu eine Akkumulation von Fluorescein nicht

mehr gegeben.

Zur Farbung wurden die Protoplasten finf Minuten in FDA inkubiert (0,01 % [w/V],
0,5 %ige [w/v] Stammlosung in Aceton). Anschlieend konnte die gelb-grine
Fluoreszens des Farbstoffes bei violett-Anregung im Mikroskop (Nikon Eclipse TE 300)

beobachtet werden.

2.2.1.2 Cytoplasmastromung

Aufgrund der geringen Anzahl an Plastiden in den Hypokotylprotoplasten war es
maglich, die Cytoplasmastromung im Lichtmikroskop (250-fache Vergroél3erung, Leitz

Laborlux) zu beobachten und als Vitalitatskriterium heranzuziehen. Vitale Protoplasten

zeigen eine deutliche Cytoplasmastrémung.
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2.3 Messung der in vivo PM/H*-ATPase Aktivitat von HCPs

Zur Bestimmung der PM/H*-ATPase Aktivitast wurden die Anderungen der
extrazellularen pH-Werte einer HCP-Suspension gemessen. Dazu wurde das im

folgenden dargestellte Mel3system aufgebaut.

2.3.1 Versuchsaufbau

Das System besteht aus einem Flachschreiber, PC, Digitalvoltmeter, pH-Meter und
einem Kulvettenhalter. Als MelRkivette wurde ein Eppendorf Reaktionsgefald (2 ml)
verwendet, das auf einem Getriebemotor angebracht war. Um einem Sedimentieren der
Protoplasten und der Ausbildung von pH-Gradienten vorzubeugen, wurde die
Mel3klvette in leichter Schraglage rotiert (28 rpm, Abb. 5). Unter diesen Bedingungen
konnten auch die verschiedenen Effektoren rasch eingemischt werden, deren Zugabe
mit einer Hamilton-Spritze erfolgte. Die Reaktion der Suspension auf die Effektorzugabe
wurde mit einer mikro-pH-Elektrode (Mettler Toledo) und pH-Meter (Orion) gemessen.
Die Melwerte wurden sowohl Uber ein Digitalmultimeter (VOLTCRAFT M-4660A) mit
serieller Schnittstelle als auch analog (Analogschreiber; Bachhofer SE 120)

dokumentiert.
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pH-Melplatz

Analog-Schreiber PC

pH-Meter

0O 00
Digital-Multimeter

pH- \MeBkUvette
Elektrode

HCP-
Suspension Motor (28 rpm)

Abb. 5: pH-MelRplatz

2.3.2 Versuchsdurchfiihrung

Fur die Auxin-Experimente wurde das Natriumsalz der Indol-3-Essigsaure (Sigma)
eingesetzt, da es im Gegensatz zur freien Saure wasserloslich ist. Die verwendeten
Auxin-Stammlosungen (1 und 10 mM IAA) wurden in KCI-Puffer Il angesetzt und

entsprachen in ihrer Konzentrtation dem 100-fachen der Finalkonzentration.

Entsprechend den Auxin-Experimenten erfolgte die Fusicoccin-Zugabe aus einer 100-
fach konzentrierten Stammlosung. Im Gegensatz zu Auxin muf3te Fusicoccin (Sigma)
allerdings zuerst in 100 % Ethanol vorgeltst werden und konnte dann in KCI-Puffer Il
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aufgenommen werden. Hierbei lag die Finalkonzentration an Ethanol in der HCP-

Suspension unter 0,15 % (vol/vol).

Die Stammlésung des PM/H'-ATPase—Inhibitors (N,N’-Dicyclohexylcarbodiimide
(DCCD), 50 mM, Sigma) wurde in Ethanol angesetzt, wahrend die Stammlésungen des
PI-System-Inhibitors Neomycin (1 und 10 mM, Sigma) in KCI-Puffer Il angesetzt

wurden.

2.3.2.1 EinfluR der Puffer

In Vorexperimenten wurde zunachst der Einflu3 des Puffers auf die Auxin- (100 pM
final) und Fusicoccin-abhangige (10 pM final) Aktivierbarkeit der PM/H*-ATPase
untersucht. Hierzu wurden die gereinigten und umgepufferten HCPs (Kapitel 2.2) mit
KCI-Puffer Il (Tabelle 2) auf eine Konzentration von 3*10° HCPs/ml eingestellt.
Anschliel3end wurde die kalibrierte Suspension im Verhéltnis 1:4 mit einem Gemisch
aus Saccharose- und KCI-Puffer 1l (Tabelle 2) so verdinnt, daR sich drei
unterschiedliche Saccharose- und KCIl-Konzentrationen ergaben (250 mM Sac./165 mM
KCI; 175 mM Sac./215 mM KCI; 50 mM Sac./298 mM KCI). Zur Messung wurden 800 pl
der verdinnten HCP-Suspension in die MelRkluvette gefullt und sofort die
Dokumentation des extrazellularen pH-Wertes gestartet. Systembedingt kam es dabei
zunachst zu sehr raschen Anderungen der pH-Werte, so daR vor Zugabe der Effektoren
(Auxin und Fusicoccin) eine Vorlaufzeit eingehalten werden mufite. Die Zugabe von

Auxin und Fusicoccin erfolgte aus den oben beschriebenen Stammlésungen.

Da gezeigt werden konnte, dal3 bei hohen Saccharosekonzentrationen die Auxin-
abhangige Aktivierung der PM/H*-ATPase inhibiert wird (Kapitel 3.2.1), wurde fiir alle
folgenden Experimente die kalibrierte HCP-Suspension ausschlie3lich mit KCI-Puffer 11

im Verhaltnis 1:4 verdunnt.

2.3.2.2 EinfluR der Auxinkonzentration und des H*-ATPase-Inhibitors DCCD

In zweiphasigen Experimenten wurde der Einfluld der Auxinkonzentration (10 und 100
M) auf die Aktivierbarkeit der PM/H*-ATPase untersucht.
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In einem weiteren Kontrollexperiment erfolgte eine Vorinkubation der HCP-
Suspensionen mit dem H'-ATPase-Inhibitor N,N’-Dicyclohexylcarbodiimide (DCCD,
final 50 uM). Die Zugabe von DCCD erfolgte hierbei unmittelbar zu Experimentbeginn,
wobei die Vorlaufphase als Inkubationsphase genutzt wurde. Dadurch konnte
sichergestellt werden, dal3 die Zugabe von Auxin bei allen Experimenten zum gleichen
Zeitpunkt erfolgte.

2.3.2.3 EinfluR des Phosphoinositid-System Inhibitors Neomycin

Um eine Beteiligung des PI-Systems an der Auxin-abhangigen Aktivierung der PM/H*-
ATPase zu Uberprufen, wurden die HCPs vor der Zugabe von Auxin (final 200 uM) fur

10 min mit dem Inhibitor des PI-Systems Neomycin (final 10 und 100 uM) inkubiert.

2.4 Extraktion der Inositolphosphate

Die Extraktion der Inositolphosphate aus dem Pflanzenmaterial erfolgte in Anlehnung
an Mayr (1990), wobei Trichloressigsaure (TCA) zum Fixieren der Proben eingesetzt
wurde. Die Extraktion laRt sich in vier Teilschritte gliedern: Fixierung, Extraktion der

TCA, Aktivkohlebehandlung, Festphasenextraktion.

2.4.1 Fixierung der Proben

Zur Bestimmung der Ins(1,4,5)P3-Gehalte in HCPs wurden die Protoplasten zunéchst
mit Trichloressigsaure (final 8 %, w/v) fixiert. Dazu wurde die HCP-Suspension mit
konzentrierter TCA (100 %, wi/v) versetzt und mit einem Schattler intensiv gemischt.
Anschlieend wurden die fixierten Proben in N, eingefroren, um eine unspezifische
Hydrolyse zu verhindern. Zur vollstandigen Protein-Fallung wurden die tiefgefrorenen
HCP-Suspensionen spater zlgig (in ca. 3 — 4 min) unter standigem Schutteln aufgetaut
und auf Eis gelagert. Nach weiteren 20 min wurden die Proben in einer vorgekihlten
Kihlzentrifuge (Hettich; Mikro rapid/K; 5 min, 16000g, 3°C) zentrifugiert. Die
Uberstande wurden zur Extraktion der TCA abgenommen und in Reagenzglaser (15 ml)
mit Schliff Uberfuhrt.

-23-



Material und Methoden

2.4.2 Extraktion der Trichloressigsaure

Die Extraktion der TCA (final 0,48 M) war erforderlich, da hohe lonenkozentrationen in
den Proben den quantitativen Nachweis der Inositolphosphate storen. Einerseits
hemmen sie die Sorption der Inositolphosphate am Anionenaustauscher und
andererseits fordern niedrige pH-Werte die Hydrolyse der Inositolphosphate. Zur
Extraktion der TCA wurden die Uberstande mit wassergesattigtem Diethylether
ausgeschittelt (4 x 2,5 faches Probenvolumen). Nach jedem Schritt wurde der
Diethylether mit einer 2 ml Pasteurpipette abgenommen. Nach der letzten
Waschprozedur wurden die Proben in 2 ml Reaktionsgefal3e tberfuhrt. Der restliche
Diethylether in den Proben wurde im Unterdruck (Speed-Vac 43 °C, 100 mbar, 3 min)
abgezogen, da schon geringe Mengen an Diethylether die Sedimentation der Aktivkohle
(Kapitel 2.4.3) storen.

2.4.3 Aktivkohlebehandlung

2.4.3.1 Ansetzen der Aktivkohlesuspension

Die Aktivkohle (Fluka) wurde fur 2 h in 3 M HCI gekocht, anschliel3end abfiltiriert und mit
H,O dest. so lange gespult, bis der pH-Wert nahe dem Neutralpunkt lag. Nach
Trocknung der Aktivkohle (120°C, 24 h) wurde die Aktivkohle (20 % w/v) in einem
Ammoniumacetat-Puffer (50 mM NHj-Acetat (pH-Wert 5,0; Essigsaure); 100 mM NacCl)
suspendiert.

2.4.4 Festphasenextraktion

Zwar erhdéhen hohe Salzgehalte in den Proben wéhrend der Aktivkohlebehandlung die
Wiederfindungsraten fur InsPy, die anschlielende Chromatographie beeinflussen sie
jedoch negativ. Denn einerseits verhindern sie eine vollstandige Sorption der InsPy, am
Anionenaustauscher, andererseits flihren sie zu starken Retentionszeitverschiebungen
und damit zu nicht-reproduzierbaren Ergebnissen. Vor der Analyse mittels mdd-HPLC
muldten die Proben daher entsalzt werden. Hierzu wurden Einwegspritzen (5 ml) mit
einem Anionenaustauscher (Q-Sepharose HP, Pharmacia) gefullt (1,5 ml/Saule). Zur
Konditionierung wurden diese Saulen nacheinander mit 6 ml HCI (0,6 M) HCI, H,O und

einem Ammoniumacetat-Puffer (1,5 M; pH 5,5) bei einer FluBrate von 12 ml*h™ eluiert,
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wobei nur gekihlte Puffer eingesetzt wurden und auch die Saulen durch einen
eisgekuhlten Aluminiumblock temperiert waren. Nachdem der Austauscher in die
Acetat-Form tberfuhrt worden war, wurde Uberschissiges Acetat mit 6 ml H,O entfernt,
bevor die mit H,O verdinnten Proben (1,5:5) aufgetragen wurden. Schwach sorbierte
Anionen wurden anschlieBend mit 6 ml HCI (20 mM) eluiert. Zur Desorption der InsPy
wurde ein fliichtiges Puffersystem verwendet (Ammoniumacetat; 1,5 M, pH 5,5; 6 ml),
das sich im Unterdruck abziehen laf3t. Die eluierten Proben wurden auf jeweils 3 e-cups
verteilt und innerhalb von 15 Stunden im Unterdruck getrocknet (speed-vac, 1 mbar, 43
°C).

Trotz des verwendeten flichtigen Puffersystems wiesen die getrockneten Proben noch
geringe NH4Cl-Kontaminationen auf. Diese waren unproblematisch, sofern die Proben
mit einer analytischen Saule (Source Q 15 (Pharmacia), 4,6 mm*250 mm) gemessen
wurden. Grol3e Probleme bereiteten NH,Cl-Reste demgegeniber bei der Verwendung
von micro-bore Saulen (miniQ PE bzw. miniQ PC (Pharmacia)), da die InsPy hier nach
dem Probenauftrag nicht vollstandig gebunden werden konnten. Bei Verwendung dieser
Séaulen wurde daher zur Verdrangung des CI ein weiterer Elutionsschritt (6 ml
Ammoniumacetat 0,3 M, pH 5,5) etabliert.

2.5 Quantitativer Nachweis der Inositolphosphate

2.5.1 Aufbau der mdd-HPLC

Zum quantitativen und isomerspezifischen Nachweis der Inositolphosphate wurde ein
modifiziertes metal-dye-detection-HPLC-System (mdd-HPLC; Mayr, 1990) verwendet
(Abb. 6).

Es handelt sich hierbei um eine selektive Nachweismethode fir Phosphorsaureester mit
der die Inositolphosphate im pmolaren-Bereich detektiert werden konnten, wobei die
Sensitivitat der Nachweisreaktion (Kapitel 2.5.4) allein durch das Rauschen der
Basislinie beschrankt wurde (Kapitel 2.5.1.1). Als HPLC-Systeme zur Inositolphosphat-
Analytik wurden sowohl ein analytisches-System der Firma Beckmann (System Gold;
Pumpe A/B: pump 126; Pumpe C: pump 110 B) als auch ein intertes microbore HPLC-
System der Firma Bio-Tek Kontron (Pumpe A/B/C: pump 422) eingesetzt.
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Die isomerspezifische  Trennung der Inositolphosphate  erfolgte  mittels
Anionenaustausch-Chromatographie, wobei die Elution sowohl unter schwach
alkalischen als auch sauren Bedingungen (alkalische/saure mdd-HPLC, Kapitel 2.5.2)

durchgeftuihrt werden konnte.
Als Anionenaustauscher wurden eine analytische Saule (4,6 mm * 250 mm gefullt mit

Source 15 Q (Pharmacia)) sowie eine miniQ PE-Saule (Pharmacia) und eine miniQ PC-

Saule (Pharmacia) eingesetzt.
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1 Eluent A
2 Eluent B
3 Ruckdruckgeber
4 Pulsationsdampfer
5 Pulsationsdampfer
6 Rotationsventil
7 Anionenaustauscher
v 3 8 Farbreagenz

9 Ruckdruckgeber
10 VIS-Detektor

Flul3rich- 7
tung

~

10

Abb. 6: Schematische Darstellung der mdd-HPLC, die entweder unter alkalischen oder

sauren Bedingungen betrieben wurde.
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2.5.1.1 MalBnahmen zur Optimierung des verwendeten mdd-HPLC-Systems

Die Sensitivitdit der mdd-HPLC ist mal3geblich durch das Rauschen der Basislinie
beschrankt (Abb. 7), was seine Ursache primar in der Nachsaulenderivatisierung hatte.
Deshalb muf3 das Nachweisreagenz tber die Pumpe C moglichst exakt den Eluenten
zugesetzt werden. Da die Ins(1,4,5)P3-Gehalte in den HCP-Extrakten weit unterhalb der
Nachweisgrenze des Standard-HPLC-Systems lagen, waren zusétzliche MalRnhahmen

zur Dampfung der Pulsation notwendig.

2000 -
1750 -
1500 A l\
1250 - f\\, Y ~_

1000 -

Spannung [mV]

750 +

500 -

250 +

Zeit [min]

Abb. 7: Alkalische mdd-HPLC von Inositolphosphat-Standards vor ( —— ) und nach (-----)
Optimierung der Standard-HPLC sowie des KCI-Gradienten.
HPLC-System: micro bore (Bio-Tek-Kontron, Pump 422)

Eluent: A: 20 mM TEA (pH 7,8 (HCI))
B: 600 mM KCI, 20 mM TEA (pH 8,1 (HCI))
Gradient: 0 — 0.6 M KCI/ FluR: 400 pl*min™
Farbreagenz: 2 mM HCI, 200 uM PAR, 30 uM YCl;/ Fluf3: 210 ul*min'1
Saule: miniQ PC (Pharmacia)
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Prinzipiell wurden nur entgaste Puffer (Ultraschall, 10 min, 15 mbar) eingesetzt.
Zusatzlich wurden Ruckdruckgeber eingesetzt, um den Arbeitsdruck der Anlagen auf
ca. 1000 * 10° Pascal einzustellen, was ein optimales Arbeiten der vorhandenen
Dampfungsglieder gewahrleistete. Da auch diese MalRnahmen fuar die
Spezialanwendung unzureichend waren, wurden im Verlauf der Arbeit weitere
Dampfungsglieder entwickelt und angebracht (Abb. 6). Durch die Optimierungen konnte
die Nachweisgrenze fur Ins(1,4,5)P3; gegenuber der Standardausfiihrungen ca. um den

Faktor 100 gesenkt werden.

2.5.2 Trennung der Inositolphosphate Uber die alkalische und saure mdd-HPLC

Zur guantitativen Analyse der Ins(1,4,5)P3s-Gehalte wurden die Pflanzenextrakte unter
schwach alkalischen Bedingungen (alkalische mdd-HPLC, Tabelle 3) eluiert, da hierbei
die héchste Isomerentrennscharfe fur den InsP3-Bereich erreicht wurde. Die saure mdd-
HPLC (Tabelle 3) war demgegenuber besser zur Analyse starker phosphorylierter
Inositolphosphate geeignet. Allerdings ist fir die saure mdd-HPLC ein vollstdndig
inertes HPLC-System erforderlich, da aufgrund der niedrigen pH-Werte (0,4 M HCI)
ansonsten Eisenionen aus dem Edelstahl gelost werden, die den Nachweis der

Inositolphosphate stark beeintrachtigen.

Tabelle 3: Eluenten der alkalischen und sauren mdd-HPLC.

alkalische mdd-HPLC

Eluent A Eluent B
- 20 mM Triethanolamin - 20 mM Triethanolamin
- pH 7,8 (HCI) -0,6 M KCI

- pH 8,1 (HCI)
saure mdd-HPLC

Eluent A Eluent B
-0,2 mM HCI -0,4 M HCI
- 15 uM YCls - 22,5 uM YCl3

Die FluRBrate mul3te dem Querschnitt der verwendeten Saule angepaldt werden. Sie
betrug fir die 4,6 mm Q 15-Saule und die miniQ PE-Saule 0,75 ml*min™, wahrend die

minQ PC-Saule mit 0,4 mli*min™ betrieben wurde.
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Die zur Ins(1,4,5) Ps-Analytik verwendeten Gradientenprotokolle sind in Tabelle 4
dargestellt. Zur Analyse wurden die Pflanzenextrakte jeweils in 2 ml Puffer A
aufgenommen und von Hand Uber eine 2 ml Probenschleife in das HPLC-System
injiziert.

Tabelle 4 : Gradientenprotokolle fur die InsPz-Analytik

Saule Source Q 15 miniQ PC miniQ PE
4.6 mm * 250 mm
Methode alkalische mdd-HPLC
Gradient | Zeit | Eluent B | Dauer || Zeit | EluentB | Dauer | Zeit Eluent Dauer
[min] [%0] [min] || [min] [%0] [min] || [min] B[%] [min]
0 0 0 0 0 5 0 0 0
5 28 0.1 5 20 0.1 3 20 0.1
20 53 40 10 37 22 12 55 35
60 100 0.1 32 100 0.1 47 100 0.1
70 0 0.1 35 0 0.1 52 0 0.1
85 Ende 40 Ende 59 Ende
Methode saure mdd-HPLC
0 0 0
3 12,5 0,1
12 65 11
23 100 0.1
26 0 0.1
30 Ende

2.5.3 Herstellung der InsPg-Hydrolysate

Um die Trennleistung der mdd-HPLC fur die einzelnen InsPy-Fraktionen zu optimieren,
wurde sauer hydrolysiertes InsPg verwendet. Das Hydrolysat enthielt, bedingt durch die

saure Hydrolyse, ein breites Spektrum an InsPy-Isomeren.

Zur Hydrolyse wurde InsPg (10 mg (Sigma)) in Saure (HCI 6 M, 1ml) geldst und in
einem Reagenzglas mit Schraubverschlul3 (Schott GL 14) bei 120 °C inkubiert. Der
Fortschritt der sauren Hydrolyse wurde kontinuierlich durch die Analyse von Aliquots mit
der alkalischen mdd-HPLC verfolgt. Zum Abstoppen der Reaktion wurde das InsPe-
Hydrolysat in Eppendorf-ReaktionsgefalRe (1,5 ml) aliquotiert (50 pl) und in der Speed-
Vac getrocknet (1 mbar, 45°C).
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2.5.4 Detektion der Inositolphosphate

Zur Detektion der eluierten Inositolphosphate wurde das Eluat on-line mit einem Yttrium
- 4-2-Pyridylazoresorzinol (PAR; Fluka) Farbreagenz (Flu3rate= 0,53 * Flul3rate [A/B],
(Tabelle 5)) versetzt. Da Inositolphosphate Schwermetalle und Ubergangsmetalle
komplexieren, konnte die Inositolphosphatkonzentration im Eluat Gber eine Abnahme
der Absorption (520 nm, Maximum der Absorption des Yttrium-PAR Farbkomplexes)
detektiert werden. Die Verwendung von Yttrium als Reporter-Kation erhéht die Spezifitat
des Nachweises, da es selektiv an Phosphorsaureester bindet (Mayr, 1990).
Grundsatzlich ist eine Detektion auch bei 405 nm mdglich (Maximum der Absorption

des freien PARS), allerdings verliert der Nachweis hierbei an Selektivtat.

Da ein Nachweis Uber das beschriebene Nachsaulenreagenz nur unter alkalischen
Bedingungen (pH > 7,5) moglich ist, missen die Puffer in ihrem pH-Wert sowie der
Pufferkapazitat aufeinander abgestimmt werden. Zum Ansetzen der Farbreagenzien
wurden PAR und Yttriumchlorid aus Stammlésungen (10 mM PAR, 100 % Methanol
[viv]; 45 mM YCI3) pipettiert, wobei die PAR Stammlésung zuvor Uber einen Rundfilter
(Schleicher & Schuell Rundfilter 589° Blauband) filtriert worden war. Unmittelbar vor
Mel3beginn wurden die Farbreagenzien Uber einen Bottle-Top-Filter (0,22 pM

,novodirect) filtriert und entgast.

Tabelle 5: Nachsaulenreagenzien der Nachsaulen-Derivatisierung

Farbreagenz der Nachsulen-Derivatisierung
alkalische mdd-HPLC

HCI 2 mM

PAR 200 pM

YCl; 30 M

saure mdd-HPLC

Triethanolamin 1,6 M, pH 9 (HCI)

PAR 300 uM
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2.6 Qualitativer Nachweis von Ins(1,4,5)P3

2.6.1 Interne Standardisierung nach saurer mdd-HPLC

Ins(1,4,5)P3 (Sigma) wurde den HCP-Extrakten als interner Standard unmittelbar vor
der mdd-HPLC zugesetzt.

2.6.2 Rechromatographie der InsPs-Fraktion

Pflanzenextrakte (HCPs) wurden sowohl tber die alkalische mdd-HPLC als auch die
saure mdd-HPLC analysiert. Zur néheren Charakterisierung der unter sauren
Bedingungen nachgewiesenen InsPs-Fraktion (Kapitel 3.4.4), wurde die InsPs-Fraktion
blind (ohne Nachsaulenreagenz) gesammelt, um eine alkalische Reanalyse
durchzufihren. Vor der Reanalyse wurde die genannte Fraktion Uber eine
Kationenaustauscherséule gegeben, um Y3" abzutrennen, da Inositolphosphate unter
alkalischen Bedingungen durch Y** schleichend geféllt werden.

Hierzu wurden 0,5 ml des Kationenaustauschers Dowex 50 WX 8 (SERVA) in 2,5 ml
Saulen (MoBiTec) gegeben und zunéchst mit in die H*-Form gebracht (0,6 M HCI, 2
ml). Uberschiissige Salzsaure wurde mit 2 ml H,O ausgewaschen, bevor das Eluat
aufgetragen wurde. Das Yitrium-freie Eluat wurde in 1,5 ml Reaktionsgefal3en

aufgefangen und im Wasserbad (70 °C) unter N, getrocknet.

In einem Kontroll-Experiment wurde Uberprift, ob wahrend der Trocknung der Proben
durch acid-migration (Irvine, 1986) der Phosphatgruppen zusatzliche InsPs-Isomere
entstehen. Hierzu wurde ein Ins(1,4,5)Ps;-Standard in HCI (0,4 M; 1,2 ml)
aufgenommen und ebenfalls im N,-Strom getrocknet. Anschlie3end wurde die trockene

Probe Uber die alkalische mdd-HPLC analysiert.

2.6.3 mdd-HPLC und UV-Absorption von HCP-Extrakten

Zur weiteren Charakterisierung der Proben wurde regelmafig ein UV-Detektor (A 254

nm) in das mdd-HPLC-System integriert. Dessen Ausgangssignal wurde parallel zum
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Signal des VIS-Detektors aufgenommen. Da der UV-Detektor vor dem VIS-Detektor
eingebaut werden mulite, ergab sich eine scheinbare Retentionszeit-Differenz von 10
Sekunden. Es er6ffnete sich aber die Mdglichkeit Inositolphosphate und Substanzen mit
konjugierten Doppelbindungen (z.B. Nukleotide) zu unterscheiden. Liel3en sich
Substanzen sowohl im UV-Bereich als auch tber das Nachsaulenreagenz nachweisen,
konnte ausgeschlossen werden, dal3 es sich hierbei um Inositolphosphate handelte, da
diese aufgrund fehlender konjugierter Doppelbindungen im Gegensatz zu Nukleotiden

im UV-Bereich nicht absorbieren.

2.6.4 3-Phytase Abbau von HCP-Extrakten

Zwar konnten mit der HPLC mdgliche Kontaminationen Utber die UV-Detektion einfach
nachgewiesen werden, dennoch wurde mit dem 3-Phytase Assay (Aspergillus ficuum,
Sigma) ein weiteres Verfahren etabliert, um Verbindungen im Chromatogramm genauer
zu charakterisieren. Hierzu wurden HCPs (6*10°%) extrahiert (Kapitel 2.4). Die
getrockneten Extrakte wurden in jeweils 500 ul Zitronensaure (1mM, pH 3,0; HCI)
aufgenommen und mit 10 pl einer 3-Phytase-Lésung (2,8 mg 3-Phytase*ml™, 1 mM
Zitronensaure pH 3,0 ;HCI) inkubiert. Zu definierten Zeitpunkten (0 min, 10 min, 30 min
und 60 min) wurden die Reaktionen durch die Zugabe von 44 ul TCA (100% w/v)
gestoppt. Die Uberstande der Proben (Kiihlzentrifuge, Hettich; Mikro rapid/K, 3 °C, 5
min, 16000g) wurden, wie in Kapitel 2.4.2 beschrieben, mit Diethylether behandelt,

bevor sie mit der alkalischen mdd-HPLC analysiert wurden.
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2.7 Versuche zur Stimulation des pflanzlichen Phosphoinositidsystems in HCPs

Die Protoplasten wurden, wie in Kapitel 2.2 beschrieben, isoliert und in 5
Versuchsreihen (Auxin-Behandlung, mechanische Stimulatuion, simulierte
Schwerelosigkeit, hyper g-Stimulation und pg-Flugexperiment) verwendet. Nach
Fixierung der Proben (Kapitel 2.4.1) wurden die Ins(1,4,5)Ps;-Gehalte tUber die alkalische
mdd-HPLC (Kapitel 2.5) quantitativ bestimmt. Unabh&ngig vom Versuchsansatz wurden

je Probe 1,5 ml Suspension (3,5*10° HCPs*mlI™) eingesetzt.

2.7.1 Stimulation der Protoplasten durch Auxin

In dieser Versuchsreihe sollte der Einflu3 von Auxin (IAA) auf das PI-System von
Protoplasten getestet werden. Fur die Versuche wurde die in Kapitel 2.3.2 beschriebene
IAA-Stammldsung (10 mM) benutzt. Von dieser Stammlésung wurden jeweils 15 pl
(final, 100 pM 1AA) in die HCP-Suspensionen pipettiert und durch vorsichtiges
Schwenken (3 * 180°) in die Probe eingemischt. Zu vorgegebenen Zeitpunkten (15 s,
30 s, 60 s) wurden die Proben fixiert. Die Kontrollen wurden in &hnlicher Weise

behandelt, jedoch wurden statt Auxin 15 pl KCI-Puffer Il (Tabelle 2) zugegeben.

2.7.2 Mechanische Stimulation von Protoplasten

Um den Einfluld mechanischer Stimulation auf das Phosphoinositid-System von HCPs
zu untersuchen, wurden HCP-Suspensionen auf einem Vertikal-Schuttler mechanisch
stimuliert (Abb. 8). Das Experiment erfolgte zunachst mit den Varianten Kontrolle, 5 min
und 15 min schitteln und wurde spéater um eine Versuchsreihe erweitert. Bei dieser
Variante wurden die HCPs zunadchst 15 min mechanisch stimuliert, anschlieRend
wurden sie jedoch fur weitere 15 min ruhig gelagert, bevor sie wie die anderen Proben

fixiert wurden.
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Reaktionsgefal- _
halter N Wippe /

O

Motor
10,54 U/min

Abb. 8: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur mechanischen Stimulation von
HCP-Suspensionen. Protoplasten wurden in 2 ml Reaktionsgefalien auf einem Kreisbogen

(Hub: 0,32 m, 0,176 Hz) vertikal geschuttelt und zu vorgegebenen Zeitpunkten fixiert.

2.7.3 Stimulation von Protoplasten durch simulierte Schwerelosigkeit

Zur Stimulation von HCPs durch simulierte Schwerelosigkeit wurde ein
schnelldrehender Klinostat verwendet, der bei Brigleb (1967) beschrieben ist. Fur die
Experimente wurden jeweils 1,5 ml Protoplasten-Suspension in eine Einwegpipette
(Falcon, 0 3 mm) aufgenommen und rotiert (60 rpm; 1, 3 und 7 min). Zur Kontrolle
wurden befillte Pipetten einfach neben dem Klinostaten gelagert. Nach der Fixierung
wurden die Proben fur die HPLC-Analyse vorbereitet (Kapitel 2.4) und mit der
alkalischen mdd-HPLC analysiert.
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2.7.4 Hyperg Stimulation von Protoplasten

In Zusammenarbeit mit dem microgravity user support center (MUSC, DLR Koln Porz)
wurden drei Experimente durchgefihrt, um die hyperg-Phasen (8 und 13 g) des
Flugexperimentes TEXUS 35 zu simulieren und deren Einflu3 auf das pflanzliche PI-
System zu untersuchen. Hierzu wurden 1,5 ml HCP-Suspension (Kapitel 2.2) in 2 ml
ReaktionsgefalRe geflullt und in einer multisample-incubator-centrifuge mit den
entsprechenden g-Leveln (Tabelle 6) zentrifugiert.

Tabelle 6: Versuchsplan zur hyperg-Stimulation von HCPs

Experimen hyperg Kontrolle
t g-Level [9.81 ms™]/Dauer [s]| n | g-Level [9.81 ms?]/Dauer | n
A 8/29 -- -- 4 1/29 4
B -- -- 13/35 4 1/35 4
C 8/75 1/355 13/35 4 1/465 4
Summe 12 12

Nach der Fixierung wurden die Proben fir die HPLC-Analyse vorbereitet (Kapitel 2.4)

und mit der alkalischen mdd-HPLC analysiert.

2.7.5 pug-Flugexperiment TEXUS 35

Im Flugexperiment TEXUS 35 wurde der EinfluR von mikro-Gravitation (ug) auf das
Phosphoinositid-System von pflanzlichen Zellen untersucht. Das Experiment wurde in
Zusammenarbeit mit der DARA (Deutsche Agentur fir Raumfahrt Angelegenheiten;
heute DLR, Deutsches Zentrum fiur Luft- und Raumfahrt) im November 1996 auf
Esrange in Kiruna (Nord-Schweden) durchgefiihrt. Die Nutzlast (Abb. 9) der Rakete

vollzog einen Parabelflug mit ca. 6 min pug-Bedingungen.

Hierzu wurden Helianthus annuus Hypokotyle am Versuchsstandort angezogen und
protoplastiert (Kapitel 2.2). AnschlieRend wurden die HCPs in 337 mM KCI, 13,6 mM
CaCl,, 10 mM MES, pH 5,6 (KOH) resuspendiert (4 * 10° HCPs/ml) und in
Einwegspritzen (2,5 ml; 1,5 ml Suspension) abgeflllt, die jeweils Uber einen Adapter mit
einer zweiten Spritze verbunden waren, die das Fixiermittel (30 % TCA [w/v], 0,5 ml)
enthielten. Der Adapter war mit einem Viton-Ballchen verschlossen. Die

Experimentiereinheiten wurden in die vorgekihlten Module (TEM-06-21, ERNO-
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Raumfahrttechnik GmbH, 4°C) eingesetzt und ca. 2h vor lift off in die Nutzlast
eingebaut, wo sie langsam auf 23 °C temperiert wurden. Uber Peltier-Elemente wurde

die Temperatur wahrend des gesamten Fluges konstant gehalten.

Tabelle 7: Versuchsplan des pg-Flugexperimentes TEXUS 35

Event 1 2 3 3 5 6 7 8 9
Zeit [s]* 22 | 29 | 72 | 137 | 202 | 267 | 332 | 397 | 465
g** 1 8 U U U U u U 13
n 4 4 4 4 4 4 4 4 4

*= Zeitpunkt vor bzw. nach Start, ** = Erdbeschleunigung [9,81 m/s’]

Nach einem vorgegebenen Zeitplan (Tabelle 7) konnten Proben zu einzelnen Terminen

fixiert werden, indem das Fixiermittel in die Protoplasten-Suspension injiziert wurde.

Die Nutzlast konnte ca. 60 min nach der Landung (Auf3entemperatur ca. -20°C)
geborgen und die Proben wie Ublich (Kapitel 2.4) aufgearbeitet werden. Allerdings
erfolgte die Aktivkohlebehandlung und Festphasenextraktion aus technischen Griinden
erst in Bonn. Deshalb war eine Zwischenlagerung (-80°C) der TCA-freien Proben und
ein Trockeneistransport nach Bonn erforderlich. Die Quantifizierung der Ins(1,4,5)P3-
Gehalte erfolgte Uber die alkalische mdd-HPLC.
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Abb. 9: Nutzlast der TEXUS 35 Rakete.
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3 Ergebnisse

3.1 Reinigung und Vitalitat der Hypokotylprotoplasten

Wie lichtmikrospische Untersuchungen von HCP-Suspensionen zeigten, konnten uber
eine Reinigung im Saccharose-Puffer | Stufegradient (Tabelle 2) die enthaltenen
Zellwandfragmente und Zeltrimmer nicht vollstandig abgetrennt werden (Abb. 10 a). Mit
der Etablierung eines weiteren Reinigungsschrittes, bei dem zur Minderung der Dichte
des Stufengradienten Saccharose-Puffer Il und KCI-Puffer Il (Tabelle 2) im Verhaltnis
1:1 gemischt wurden, konnten dann auch letzte Verunreinigungen abzentrifugiert
werden (Abb. 10 b).

Die durchgefihrten Vitaltests (lichtmikroskopische Untersuchung, FDA-Farbung)
ergaben flr diese hochreine Protoplastenfraktion einen Anteil vitaler Protoplasten von
tber 95 % (Abb. 10 b und c).
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a) HCPs nach der Reinigung Uber den
Saccharose Stufengradient mit 100

% Saccharose-Puffer | (Tabelle 2).

b) HCPs nach der weiteren Reinigung
Uber einen Stufengradient mit 50 %
Saccharose-Puffer 1l und 50 % KCI-
Puffer 1l (Tabelle 2).

¢) Vitalfarbung von HCPs mit
Fluoresceindiacetat (bei UV-Anre-

gung).

Abb. 10: Licht- und Fluoreszenzmikrokopische Untersuchungen zur Reinheit (a und b) und
Vitalitat (b und ¢) von HCPs (Nikon Eclipse TE 300 mit Phasenkontrast, 100 fach).
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3.2 EinfluR von Auxin auf die PM/H*-ATPase in HCP-Suspensionen

Fur spatere Experimente zur Aktivierung des PI-Systems durch Auxin  war
sicherzustellen, dal3 die Protoplasten eine Auxin-abhangige Reaktion zeigen. Hier bot
sich die Untersuchung der PM/H*-ATPase an, da die aktivierende Wirkung von Auxin
auf dieses Enzym vielfach beschrieben ist und wahrscheinlich Uber einen
Rezeptorvermittelten Signaltransduktionsprozess erfolgt (Kapitel 1.3). An Protoplasten
konnte eine Auxin-abhangige Aktivierung der PM/H*-ATPase allerdings bisher nicht
gezeigt werden. Die Experimente gliederten sich daher in die folgenden funf Teilschritte,
wobei neben Auxin auch Fusicoccin als Effektor eingesetzt wurde (Kapitel 2.3.2):

Kapitel 3.2.1: Einflul3 des Puffers

Kapitel 3.2.2: Wirkung der Auxinkonzentration

Kapitel 3.2.3: Wirkung des H*-ATPase-Inhibitors DCCD
Kapitel 3.2.4: Vergleich von Auxin und Fusicoccin

Kapitel 3.2.5: Wirkung des PI-System-Inhibitors Neomycin

Zur Bestimmung der in vivo PM/H*-ATPase-Aktivitat wurde der extrazellulare pH-Wert

von Protoplasten-Suspensionen mittels pH-Elektrode gemessen (Kapitel 2.3.1).

3.2.1 Einflul3 der Pufferzusammensetzung auf die Auxin-abhéngige
Aktivierbarkeit der PM H*-ATPase

Fur diese Experimente wurden die Saccharose Puffer Il und KCI-Puffer Il (Tabelle 2)
entsprechend der gewiinschten Finalkonzentrationen an Saccharose und KCI| gemischt
(Abb. 11). Die Protoplastensuspensionen zeigten hierbei schon in der Anfangsphase
der Messungen in Abhangigkeit der Pufferzusammensetzung deutliche Unterschiede
bei der pH-Entwicklung. Wahrend bei hohen Saccharosekonzentrationen (250 und 175
mM) schon nach 2 — 3 Minuten ein gleichméafRiger pH-Abfall gemessen wurde, kam es
bei niedrigen Saccharosekonzentrationen zu einer wesentlich langeren Vorlaufphase
(ca. 10 — 15 min), bei der der pH-Wert sehr stark schwankte. Weiterhin zeigte sich im
Hinblick auf die Aktivierbarkeit der PM/H'-ATPase durch Auxin eine deutliche

Abhangigkeit von der Saccharosekonzentration des Puffermediums.
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Abb. 11: EinfluR der Saccharose- und KCl-Konzentration des Puffers auf die Aktivierbarkeit der
PM/H*-ATPase durch Auxin (IAA, 100 uM) und Fusicoccin (FC, 10 uM).

So konnte erst bei Konzentrationen < 50 mM eine starke und reproduzierbare
Stimulation der PM/H*-ATPase nachgewiesen werden. Bei Saccharosekonzentrationen
von 175 und 250 mM konnte hingegen nach Zugabe von Auxin keine Aktivierung
gemessen werden. Daher wurden fur alle weiteren Experimente Puffer mit geringer
Saccharosekonzentration (< 50 mM) verwendet. Im Gegensatz zur Auxin-Variante
konnte die PM/H*-ATPase durch Fusicoccin (10 pM) auch bei einer

Saccharosekonzentration von 250 mM stimuliert werden.

3.2.2 Wirkung der Auxinkonzentration auf die Aktivitat der PM/H*-ATPase

In zweiphasigen Experimenten wurde die Aktivitat der PM/H*-ATPase in Abhangigkeit

von der Auxinkonzentration untersucht. Zur Kontrolle wurde jedoch zun&chst der

-42 -



Ergebnisse

5.4 - 8 1l \\

KCI-MeRpuffer \
5.3 N

pH_Wertextratelluléir

5.2

5.1 - | | | | | | |
0 10 20 30 40 50 60 70

Zeit [min]
5.8
5.7 1
5.6
5.5

5.4

pH_\Nertextrazelluléir

5.3 1

5.2

5.1 - T T T T T T |
0 10 20 30 40 50 60 70

Zeit [min]

Abb. 12: EinfluB von Auxin (IAA) auf die in vivo PM/H*-ATPase von HCPs. A: Aktivierung der
PM/H*-ATPase durch IAA (100 puM) zu unterschiedlichen Zeitpunkten im Vergleich zur
Kontrolle (8 pl KCI-MeRpuffer I); B: Einflu3 unterschiedlicher IAA-Konzentrationen auf die
Aktivitat der PM/H*-ATPase.
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Einflud der Auxin-Zugabe uberprift. Hierzu wurde der Suspension zunéchst ein
aquivalentes Volumen an KCI-Puffer Il zugesetzt (Abb. 12 A.). Hierdurch traten keinerlei
Verdnderungen des extrazellularen pH-Wertes auf, wéahrend die nachfolgende
Applikation von Auxin (100 pM) wiederum zu einer deutlichen Abnahme der pH-Werte
fuhrte. Auch bei geringeren Auxinkonzentrationen (10 uM) konnte eine Aktivierung der
PM/H*-ATPase gemessen werden. Bei hohen Auxinkonzentrationen waren die Effekte
jedoch deutlich gréRer (Abb. 12 B.).

3.2.3 Wirkung des H'-ATPase —Inhibitors DCCD auf die Auxin-abhéngige
Aktivierbarkeit der PM/H*-ATPase

In einem weiteren Experiment wurde der Einflu3 eines ATPase-Inhibitors auf die
Protoplasten untersucht. Dazu wurden die Protoplasten zunachst fir 15 min mit dem
H*-ATPase Inhibitor N,N"-Dicyclohexylcarbodiimide (DCCD, 50 uM) vorinkubiert.

5.8 ‘
5.7
kS
§ 56 1
3
= 55 -
T
o
5.4
+DCCD 50 uM
-------- + Ethanol 1 pl \T* :
53 - I | | I I
0 10 20 30 40 50
Zeit [min]

Abb. 13: Inhibierung der Auxin-induzierten Aktivierung der PM/H'-ATPase durch N,N’-
Dicyclohexylcarbodiimide (DCCD, 50 pM). --- Kontrolle 1 (IAA 100 pM), Kontrolle 2
(Ethanol, 1 pl), — DCCD (50 puM).
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Abbildung 13 macht deutlich, dal3 sich der Auxin-Effekt durch DCCD hemmen liel3.
Kontrollproben, die lediglich mit dem Lésungsmittel Ethanol inkubiert wurden, reagierten

im Gegensatz zur DCCD Variante sehr deutlich auf die Auxin-Zugabe.

3.2.4 Vergleich der Auxin- und Fusicoccin-abhangigen Aktivierbarkeit der PM/H"-
ATPase

Wie schon in Abbildung 11 dargestellt, kann die PM/H*-ATPase sowohl tiber Auxin als
auch Fusicoccin aktiviert werden. Im direkten Vergleich ergeben sich jedoch in der
Wirksamkeit und Lange der lag-Phase markante Unterschiede, wie aus Abbildung 14
deutlich wird. So zeigen sich bei Fusicoccin bereits nach ca. 3 min deutliche Effekte,
wahrend bei der Auxin-Variante ein Effekt erst nach ca. 10 min meRRbar war. Uber eine
Titration mit H* (80 nmol) war es moglich die Wirksamkeit der beiden Effektoren zu

beurteilen. Es wird deutlich, dal? keine Unterschiede in der Pufferkapazitat der beiden

57 _ FC +
10 uM 80 nmol H

5.6 (\ T w

5.5 1

5.4 1

5.3 71— DCCD 50 uM \
5.2 W

5.1 - \

50 - [ I I ! ! ! 1
0 10 20 30 40 50 60

pH-Wert

Zeit [min]

Abb. 14: Stimulation von Protoplastensuspensionen mit Fusicoccin (FC 10 pM, ), Auxin (IAA
100 uM,---) und Inhibierung der PM/H*-ATPase durch N,N’-Dicyclohexylcarbodiimide (DCCD
50 uM,—). Die Protonenabgabe und Pufferkapazitat wurde fur alle Varianten durch Titration
(80 nmol H*) bestimmt.
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Varianten auftraten. Die quantitative Auswertung ergab, dald Fusicoccin schon bei einer
vergleichsweise geringen Konzentration (10 pM) eine deutliche Aktivierung der PM/H’-
ATPase bewirkte (10,2 nmol H'min™ pro 10° HCPs). Demgegeniiber war bei der Auxin-
Variante eine Aktivitit der PM/H*-ATPase in &hnlicher GréRenordnung (6,87 nmol
H*min™® pro 10° HCPs) erst bei einer wesentlich starkeren Konzentration (100 pM)
melbar. Weiterhin konnte gezeigt werden, dall DCCD keinen EinfluR auf die

Pufferkapazitéat der Suspension hatte.

3.2.5 Einflu3 des Phosphoinositid-System-Inhibitors Neomycin auf die Auxin-
abhangige Aktivierung der PM/H*-ATPase

Mit diesen Experimenten sollte gepruft werden, ob das pflanzliche PI-System direkt an
einer Auxin-abhangigen Aktivierung der PM/H*-ATPase beteiligt ist. Zur Inhibierung des
Pl-Systems wurde Neomycin eingesetzt, das eine Hydrolyse von PIP, durch die PLC
inhibiert (Gabev et al., 1989; Chen and Boss, 1991; Kim et al., 1996).
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Abb. 15: EinfluR von Neomycin (NE, 10 und 100 pM) auf die Aktivierbarkeit der PM/H*-ATPase
von HCPs durch Auxin (IAA, 100 pM).
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Hierzu wurden die Protoplasten zunachst 10 min vor Zugabe des Auxins (100 pM) mit
Neomycin (10, 100 uM (Sigma)) inkubiert. Wie aus Abbildung 15 deutlich wird, konnte
ein EinfluR auf die Auxin-abhéngige Aktivierung der PM/H'-ATPase unter diesen
Bedingungen allerdings nicht nachgewiesen werden.
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3.3 Nachweis von Inositolphosphaten

Mit dem modifizierten mdd-HPLC-System (Kapitel 2.5.1) konnte Ins(1,4,5)P; ohne
radioaktive Markierung mit einer Sensitivitdt von ca. 10 pmol nachgewiesen werden.
Bedingt durch die inerte Auslegung des micro-bore Systems (Bio-Tek-Kontron) konnten
die Inositolphosphate sowohl im alkalischen Bereich (pH 7,5 — 8,1) (alkalische mdd-
HPLC) als auch im stark sauren Bereich (0,4 M HCI; saure mdd-HPLC) aufgetrennt
werden. Wie die Abbildungen 16 und 17 zeigen hat der pH-Wert der Eluenten (Tabelle
3) einen deutlichen Einflul} auf das Retentionsverhalten der Inositolphosphatisomere.

Dies war insofern von  besonderer Bedeutung, da hierdurch die
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Abb. 16: Saure mdd HPLC. Trennung eines InsPg-Hydrolysates mit dem micro-bore-System
(Bio-Tek-Kontron, Pump 422).
Eluent: A: 0,2 mMHCI, 15 pM YCls.
B: 400 mM HCI, 22 uM YCl;
Gradient: 0 — 0.4 M HCI / FluR: 400 pl*min™
Farbreagenz: 1,6 M TEA (300 pM PAR, pH 9 (HCI) / FluR: 210 pl*min™

Saule: miniQ PC (Pharmacia)
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Moglichkeiten zur isomerspezfischen Untersuchung von Inositolphosphaten in

Pflanzenextrakten deutlich erhéht wurden.

In Abbildung 16 ist das Elutionsprofil eines InsPg-Hydrolysates dargestellt, das unter
sauren Bedingungen aufgetrennt wurde. Mit diesem System konnten Isomere im InsP3-
Bereich kaum getrennt werden, wahrend sich die starker phosphorylierten
Inositolphosphate (InsP4 und InsPs) deutlich besser trennen lieBen. Im InsPs-Bereich
konnte sogar eine Trennung aller 4 nicht-enantiomeren Pentakisphosphate erreicht

werden.
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Abb. 17: Alkalische mdd HPLC. Auftrennung eines InsP¢-Hydrolysates mit dem micro-bore-
System (Bio-Tek-Kontron, Pump 422).

Eluent: A: 20 mM TEA (pH 7,8 (HCI))
B: 600 mM KCI, 20 mM TEA (pH 8,1 (HCI))
Gradient: 0 — 0.6 M KCI/ FluR: 400 pl*min™
Farbreagenz: 2 mM HCI, 200 uM PAR, 30 uM YCl;/ Fluf3: 210 ul*min'1
Saule: miniQ PC (Pharmacia)
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Unter alkalischen Bedingungen konnten demgegenuber die Isomere des InsPs-Bereichs
sehr gut getrennt werden, wahrend die Isomere des InsPs-Bereichs deutlich schlechter
getrennt wurden. Fur den InsP4-Bereich war kein Einflu3 des pH-Wertes auf das

Retentionsverhalten der Isomere zu beobachten (Abb. 17).

Aufgrund der hohen Isomerentrennscharfe dieses Systems fir den InsP3-Bereich wurde
daher fur die Untersuchung des second messengers Ins(1,4,5)P3 in Pflanzenextrakten

die alkalische mdd-HPLC verwendet.

3.4 Qualitativer Nachweis von Ins(1,4,5)P3; in HCP-Extrakten.

Ins(1,4,5)Ps wurde in HCP-Extrakten zunéchst Uber die Retentionszeit und eine interne
Standardisierung mit kommerziellem Ins(1,4,5)P3; nachgewiesen. Da aber auch Di- und
Tricarbonsauren eine Abnahme der Absorption bewirken, wurde ein selektiver Abbau
der Phosphorsaureester in den HCP-Extrakten mit einer 3-Phytase (Kapitel 2.6.4)
durchgefuihrt, um Fehlinterpretationen auszuschliel3en. Als weitere Kontrolle wurde
zusatzlich eine UV-Detektion in das mdd-HPLC-System integriert, wodurch eine
maogliche Koelution mit Nukleotiden tberpruft werden konnte. Schlief3lich wurden HCP-
Extrakte Uber die saure mdd-HPLC analysiert, da in diesem System Nukleotide,
Zuckerphosphate (Glucose 1,6-bisphosphat, Fructose 1,6-bisphosphat), Polyphosphate
(PP;) und Glycerat 2,3-bisphosphat deutlich vor InsP3 eluieren (Mayr, 1990).
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3.4.1 Identifizierung von Ins(1,4,5)P3; Uber die Retentionszeit und die interne
Standardisierung

In HCP-Extrakten konnte mit der alkalische mdd-HPLC Uber die Retentionszeit, ein
Peak nachgewiesen werden, der mit Ins(1,4,5)P3; koeluierte (Abb. 18). Der Nachweis

gelang sowohl Uber externe als auch interne Standardisierung mit einem Ins(1,4,5)P3-
Standard.
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Abb. 18: Alkalische mdd-HPLC von HCP-Extrakten. Unteres Chromatogramm ohne

Ins(1,4,5)P; -Standard (—) und oberes Chromatogramm mit Ins(1,4,5)P; (20 pmol) als
internem Standard (----).

HPLC-System: micro bore (Bio-Tek-Kontron, Pump 422)

Eluent: A: 20 mM TEA (pH 7,8 (HCI))
B: 600 mM KCI, 20 mM TEA (pH 8,1 (HCI))
Gradient: 0 —0.6 M KCI/ FluR: 400 pl*min™
Farbreagenz: 2 mM HCI, 200 pM PAR, 30 puM YCls/ FluR: 210 pl*min™
Saule: miniQ PC (Pharmacia)
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3.4.2 3- Phytase-Abbau von HCP-Extrakten

In diesem Versuchsansatz sollte in einer negativ-Kontrolle gepruft werden, ob
maoglicherweise Di- und Tricarbonsauren fir die Absorptionsveranderungen im InsPs-
Bereich verantwortlich sind. Deshalb wurden HCP-Extrakte mit einer 3-Phytase
inkubiert und anschliel3end die Extrakte Uber die alkalische mdd-HPLC analysiert. Die

Ergebnisse der Zeitreihenuntersuchung sind in Abbildung 19 dargestellt.

Im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 19 A.) wird deutlich, dal3 aufgrund der katalytischen
Eigenschaften der 3-Phytase zunéchst die starker phosphorylierten Inositolphosphate
(= InsPs) der HCP-Extrakte durch die 3-Phytase abgebaut wurden (Abb. 19 B., C). Da
im weiteren Verlauf des Abbaus alle Verbindungen hydrolysiert wurden, konnte
sichergestellt werden, dal3 es sich bei dem fraglichen Ins(1,4,5)Ps;-Peak nicht um eine
Di- oder Tricarbonsaure handelte (Abb. 19 D.).
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Abb. 19: Abbau von HCP-Extrakten. HCP-Extrakte wurden mit einer 3-Phytase inkubiert und zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (A. = 0 min, B. = 10 min, C. = 30 min, D. = 60 min) fixiert und
mittels alkalischer mdd-HPLC analysiert.

HPLC-System: System Gold (Beckmann, Pump 126)

Eluent: A: 20 mM TEA (pH 7,8 (HCI))
B: 600 mM KCI, 20 mM TEA (pH 8,1 (HCI))
Gradient: 0 —0.6 M KCI/ FluR: 750 pl*min™
Farbreagenz: 2 mM HCI, 200 pM PAR, 30 puM YCl; /FluR: 400 pl*min™
Saule: Source 15 Q (Pharmacia, 4,6 x 250 mm)
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3.4.3 UV/VIS-Analyse von HCP-Extrakten

Im Gegensatz zu Inositolphosphaten konnen Nukleotide aufgrund konjugierter
Doppelbindungen sowohl Gber UV-Absorption als auch tber das Nachsaulenreagenz
der mdd-HPLC nachgewiesen werden. Integriert man zusatzlich einen UV-Detektor in
das mdd-HPLC-System, eroffnet sich somit die Mdglichkeit zwischen UV
absorbierenden- und nicht-UV-absorbierenden Substanzen zu differenzieren (Abb. 20
A./B.). Die Inositolphosphate (Ins(1,4,5)Ps und InsPg) zeigten - wie erwartet - keine
Absorption bei 254 nm. Im Gegesatz dazu, konnte ATP mit beiden Detektionssystemen
(UV/VIS) nachgewiesen werden (Abb. 20 A.). Aufgrund des wesentlich geringeren

Rauschens der UV-Basislinie liel3 sich ATP mit dem UV-Detektor sogar noch deutlich
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(A =254 nm) (A =254 nm)
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= 0.02 4 Ins Pg - 0.02 H
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= 0.00 *é'_ 0.00
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2 -0.04 - 2 3 S -0.04
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Abb. 20: Zwei-Wellenlangen HPLC-Analyse. A.: Inositolphosphat- und Nukleotid-Standards
(Ins(1,4,5)P3, InsP¢ und ATP) und B.: HCP-Extrakte wurden mit intergrierter UV-Detektion ([
= 254 nm) und nachgeschalteter @ Nachséaulenreaktion (metal-dye-detection,
0 =520 nm) analysiert.

HPLC-System: System Gold (Beckmann, Pump 126)

Eluent: A: 20 mM TEA (pH 7,8 (HCI))
B: 600 mM KCI, 20 mM TEA (pH 8,1 (HCI))
Gradient: 0 - 0.6 M KCI/ FluR: 750 pl*min’™
Farbreagenz: 2 mM HCI, 200 pM PAR, 30 pM YCls, FluR: 400 pl*min™
Saule: Source 15 Q (Pharmacia, 4,6 x 250 mm)
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sensitiver nachweisen als mit dem YCIls/PAR-Nachséulenreagenz. Somit ist die
zwischengeschaltete UV-Detektion hervorragend geeignet, um eine mdgliche Koelution
mit Nukleotiden in einer einfachen positiv/negativ-Kontrolle aufzudecken. Lediglich die
Laufzeitdifferenz zwischen beiden Detektoren (0,17 min) mul bei der Interpretation der
Daten berticksichtigt werden.

Mit dem UV/VIS-System konnten so in HCP-Extrakten einerseits Substanzen
nachgewiesen werden, die sowohl im UV-Bereich absorbierten als auch tber VIS-mdd-
HPLC detektiert wurden, andererseits waren auch Verbindungen nachweisbar, die
ausschlie3lich mit dem Nachsaulenreagenz reagierten. Peak 2 und Peak 4 wurden
bereits zuvor — Uber die Retentionszeit — als Ins(1,4,5)P3; (Peak 2) und InsP¢ (Peak 4)
identifiziert. Trotzdem wurde, wie nachfolgend beschrieben, eine vierte Methode
entwickelt, um den Nachweis von Ins(1,4,5)P3 in HCP-Extrakten abzusichern.

3.4.4 Rechromatographie von HCP-Extrakten

Da sich das Laufverhalten von Anionen (z.B. Nukleotide, org. Saure, InsPy) in den
beiden HPLC-Systemen (Kapitel 3.3) deutlich unterscheidet, wurde auch eine saure
mdd-HPLC verwendet, um die Identitat des Ins(1,4,5)P; in HCP-Extrakten zu
bestatigen. Zwar konnte im sauren System ein Peak identifiziert werden, der mit
Ins(1,4,5)P3 koeluierte, die so detektierten Ins(1,4,5)Ps-Gehalte waren jedoch deutlich
hoher als im alkalischen System. Aufgrund der schlechteren Trennung war eine
isomerspezifische Zuordnung sehr schwierig. Daher wurden im weiteren HCP-Extrakte
zunachst sauer eluiert und die InsPs-Fraktion (Fraktion I, Abb. 21 A.) gesammelt
(Kapitel 2.6.2), um anschlieend eine Rechromatographie der gesammelten Fraktion |
unter alkalischen Bedingungen durchzufihren. Zuvor waren jedoch einige Kontrollen
notwendig. Zum einen mulite sichergestellt werden, dal’ ausschliel3lich der InsP3;-Peak
gesammelt wurde, zum anderen muf3te geprift werden, ob bei der Trocknung der
Proben unter sauren Bedingungen die isomere Struktur erhalten blieb (Irvine, 1986).
Zur Kontrolle wurde deshalb zunachst eine saure Rechromatographie durchgefuhrt, die
ergab, dal? beim Fraktionieren tatséchlich ausschlie3lich die Fraktion I gesammelt
wurde (Abb. 21 B.). Auch die Trocknung der Proben im sauren Milieu verlief problemlos,

wie Vorversuche mit kommerziellem Ins(1,4,5)P3 zeigten. Mittels alkalischer mdd-HPLC
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konnte eine acid migration — eine Veranderung der isomeren Form — ausgeschlossen
werden (Abb. 21 C.).
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Abb. 21: Saure mdd-HPLC eines InsP¢-Hydrolysates und HCP-Extraktes sowie Rechro-

matographie der Fraktion | und alkalische mdd-HPLC eines entsprechend Fraktion |
behandelten Ins(1,4,5)P;-Standards.
A.: Saure mdd-HPLC eines InsPg-Hydrolysates (----) und HCP-Extraktes (—). B.: Saure
mdd-HPLC eines Ins(1,4,5)Ps-Standards (----) und Rechromatographie der Fraktion | (—).
C.. alkalische Trennung der InsPs;-Isomere eines InsPg¢-Hydrolysates (—) und des
entsprechend Fraktion | behandelten Ins(1,4,5)Ps-Standards (----).
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Nach diesen Vorarbeiten wurden auch HCP-Extrakte fraktioniert, getrocknet und mit der
alkalische mdd-HPLC reanalysiert. Hierbei konnte die Fraktion | in vier Peaks
aufgetrennt werden (Abb. 22 A). Anhand der Retentionszeit und interner
Standardisierung mit Ins(1,4,5)P3; konnte Peak d als Ins(1,4,5)P3 identifiziert werden.
Der Vergleich zu den InsPs-Isomeren eines InsPg-Hydrolysates (Abb. 22 B) ergab, dal3
es sich bei Peak ¢ um Ins(1,3,4)P3; handeln kdnnte. Im Gegensatz dazu koeluierten

Peak a und b nicht mit InsPs-Isomeren des InsPg-Hydrolysates.

A. B.
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Abb. 22: Alkalische Rechromatographie der Fraktion | und InsPz-Isomere eines InsPg
Hydrolysates. A.: Rechromatographie ohne (----) und mit (—) Ins(1,4,5)P; als internem
Standard. B.: Rechromatographie (----) und InsPz-Isomere (—).

HPLC-System: micro bore (Bio-Tek-Kontron, Pump 422)

Eluent: A: 20 mM TEA (pH 7,8 (HCI))
B: 600 mM KCI, 20 mM TEA (pH 8,1 (HCI))
Gradient: 0 —0.6 M KCI/ FluR: 400 pl*min™
Farbreagenz: 2 mM HCI, 200 pM PAR, 30 puM YCls/ FluR: 210 pl*min™
Saule: miniQ PC (Pharmacia)
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3.5 Untersuchungen zur Aktivierung des pflanzlichen Phosphoinositid-Systems

3.5.1 Auxin-induzierte Aktivierung des pflanzlichen Phosphoinositid-Systems

In den Experimenten zur Auxin-abhangigen Aktivierung der H'-Abgabe (Kapitel 3.2)
konnten wirksame Auxinkonzentrationen (10, 100 pM) zur Aktivierung der PM/H*-
ATPase bestimmt werden. In weiterfihrenden Experimenten sollte dann der Einflul3 von

Auxin (100 pM) auf das pflanzliche Phosphoinositid-System (PI-System) unter-
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Abb.23: Alkalische mdd-HPLC von Auxin (100 uM) stimulierten (oberes Chromatogramm) und
unstimulierten HCPs (Kontrolle, unteres Chromatogramm).
HPLC-System: System Gold (Beckmann, Pump 126)

Eluent: A: 20 mM TEA (pH 7,8 (HCI))
B: 600 mM KCI, 20 mM TEA (pH 8,1 (HCI))
Gradient: 0 — 0.6 M KCI/ FluR: 750 pl*min™
Farbreagenz: 2 mM HCI, 200 pM PAR, 30 puM YCl;/ FluR: 400 ul*min™
Saule: Source 15 Q (Pharmacia, 4,6 x 250 mm)
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sucht werden. Hierzu wurden die Ins(1,4,5)P3;-Gehalte mittels alkalischer mdd-HPLC
guantifiziert. In Abbildung 23 sind beispielhaft zwei typische Chromatogramme von
HCP-Extrakten dargestellt. Das untere Chromatogramm zeigt das Ergebnis der
unbehandelten Kontrolle, wahrend im oberen Chromatogramm das Ergebnis fur die
Auxin-behandelte (30s) Suspension dargestellt ist. Im direkten Vergleich wird deutlich,
daR es nur beim Ins(1,4,5)P3 zu Veranderungen kam. Andere Inositolphosphate zeigten

nur zufallige Veranderungen, die im Fehlerbereich der Analyse lagen.

In einer Zeitreihenuntersuchung (Abb. 24), bei der unbehandelte und behandelte
(Auxin, 100 puM) HCPs zu unterschiedlichen Zeitpunkten fixiert wurden, konnte eine
zeitabhéngige Veranderung der Ins(1,4,5)P3-Gehalte nachgewiesen werden. Die erste

Reaktion war bereits nach 15 s mefRbar. Hier stieg der Ins(1,4,5)Ps;-Gehalt von
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Abb. 24: Ins(1,4,5)Ps-Gehalte in HCPs nach Auxin-Stimulation (100 puM), die zu unterschied-

lichen Zeitpunkten fixiert wurden (15s, 30s, 60s; n = 3, + sd).
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ca. 1,6 pmol Ins(1,4,5)Ps/10° HCPs auf ca. 6,7 pmol Ins(1,4,5)P3/10° HCP. Nach 30s
ergab sich mit 8,3 pmol Ins(1,4,5)P3/10° HCPs ein Maximum, da die Gehalte nach
weiteren 30 s wieder um ca. 50 % auf ca. 4,3 pmol Ins(1,4,5)P3/10° HCPs abnahmen.
Damit stiegen die Ins(1,4,5)P3-Gehalte im Maximum um das ca. funffache im Vergleich

zur Kontrolle an.

3.5.2 Aktivierung des pflanzlichen Phosphoinositid-Systems durch mechanische
Stimulation.

Auch nach mechanischer Stimulation waren in HCPs erhéhte Gehalte an Ins(1,4,5)P;
nachweisbar (Abb. 25 B.). Diese Erhéhung war nicht auf eine Hydrolyse starker
phosphorylierter Inositolphosphate zuriickzufihren, da hier keine Unterschiede
zwischen Kontrolle und Stimulation auftraten (Abb. 25 A.).

In der zeitlichen Dynamik unterschied sich dieser Effekt jedoch deutlich von dem Auxin-
Effekt. So konnten bei einer mechanischen Stimulation friihestens nach finf Minuten
erhohte Gehalte an Ins(1,4,5)P3 nachgewiesen werden. Hier stiegen die Gehalte von
ca. 1,8 pmol Ins(1,4,5)P3/10° auf ca. 3,3 pmol Ins(1,4,5)P3/10° HCPs an. Nach weiteren
10 Minuten waren diese auf tiber 11 pmol Ins(1,4,5)P3/10° HCPs angestiegen.

Wurden die HCPs zunadchst mechanisch stimuliert (15 min) und anschlie3end ruhig

gelagert (15 min), sanken die Ins(1,4,5)Ps-Gehalte von ca. 11 pmol Ins(1,4,5)P3/10°
HCPs wieder deutlich auf ca. 3,3 pmol Ins(1,4,5)P3/10° HCPs ab (Abb. 26).
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Abb. 25: Alkalische mdd-HPLC von HCP-Extrakten
A.: Die Suspensionen wurden nicht behandelt (Kontrolle, unteres Chromatogramm) oder
mechanisch stimuliert (oberes Chromatogramm).
B.: entsprechende Detailansicht.
HPLC-System: System Gold (Beckmann, Pump 126)

Eluent: A: 20 mM TEA (pH 7,8 (HCI));
B: 600 mM KCI, 20 mM TEA (pH 8,1 (HCI))
Gradient: 0 - 0.6 M KCI/ FluR: 750 pl*min™
Farbreagenz: 2 mM HCI, 200 pM PAR, 30 pM YCl; / FluR: 400 pl*min™
Saule: Source 15 Q (Pharmacia, 4,6 x 250 mm)
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Abb. 26: Einflul mechanischer Stimulation auf die Ins(1,4,5)Ps;-Gehalte (+ sd) in HCPs.
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3.6 EinfluB von hyper- und mikro-Gravitation auf das pflanzliche
Phosphoinositid-System

3.6.1 Simulierte Schwerelosigkeit (schnelldrehender Klinostat)

Um den Einflu simulierter Schwerelosigkeit auf das pflanzliche Phosphoinositid-
System zu Untersuchen, wurden Experimente mit HCP-Suspensionen am
schnelldrehenden Klinostat durchgefuhrt. Die Dauer der Klinostatbehandlung wurde

hierbei in Anlehnung an das pg- TEXUS 35 Flugexperiment ausgelegt.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 27 dargestellt. Bereits nach 3 min
Klinostatbehandlung stiegen die Ins(1,4,5)Ps;-Gehalte im Vergleich zur Kontrolle um ca.

100 %, um nach weiteren 4 min wieder leicht abzusinken (150 %).

250 ~

200 -

150

100

Ins(1,4,5)P,-Gehalte [%]

50

Kontrolle 1 min 3 min 7 min

schnelldrehender Klinostat

Abb. 27: EinfluR simulierter Schwerelosigkeit (schnelldrehender Klinostat) auf die Ins(1,4,5)Ps-

Gehalte in HCPs (Kuvettendurchmesser: 3 mm; Rotation: 60 rpm, n = 3, £ sd).
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Damit konnte gezeigt werden, dald simulierte Schwerelosigkeit zu einer Aktivierung des
PI-Systems fiihrt. Allerdings unterschieden sich die Effekte hinsichtlich ihrer zeitlichen
Dynamik deutlich von einer Auxin-vermittelten Aktivierung, als auch einer mechanisch

vermittelten Aktivierung des PI-Systems.

3.6.2 EinfluB von hyperg auf das PI-System

Um den Einflu von hyperg auf das pflanzliche PI-System zu untersuchen, wurden
Protoplasten auf einer multi-sample-centrifuge (Kapitel 2.7.4) zentrifugiert. Die g-Level
und Expositionszeiten richteten sich hierbei nach den hyperg-Phasen des
Flugexperimentes TEXUS 35 (Kapitel 2.7.5). Durch diese Experimente konnte gezeigt
werden, dal3 hyperg unter diesen Bedingungen keine Aktivierung des PI-Systems
bewirkt, da zu keinem Zeitpunkt der Simulation signifikante Unterschiede der

Ins(1,4,5)P3s-Gehalte zwischen Kontrolle und Behandlung nachweisbar waren (Abb. 28).

140
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[ hyperg-stimuliert

120 A
T T
100 A T

80 A

60 1

Ins(1,4,5)P,-Gehalte [%]

40 A

20 A1
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355s 1g¢g
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Abb. 28: Ins(1,4,5)P;-Gehalte in HCPs nach hyperg-Stimulation (n= 4, + sd).
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3.6.3 Untersuchungen zum  EinfluR von mikro-Gravitation auf das
Phosphoinositid-System

Im Flugexperiment TEXUS 35 wurde der Einflul3 von mikro-Gravitation (ug) auf das
pflanzliche PI-System untersucht. Hierzu wurden HCP-Suspensionen wahrend der
Flugphase bei unterschiedlichen g-Leveln (1g, 89, pug, 13g) und Zeitpunkten (Tabelle 7)
fixiert und anschlieend die Ins(1,4,5)Ps;-Gehalte mit der alkalischen mdd-HPLC
guantifiziert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 29 dargestellt.

40 4 Ergebnisse der Varianzanalyse
A A A A A A
35 B BB B B B B B
2 30 -
O
T
S 25 1
o
©
g 20
a’
o 15 -
<
N
2 10 A
5 19 8¢ ng 134
— |
0 - | T T T T T T T T T T |
.50 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Zeit [s]

Abb. 29: Ins(1,4,5)P;-Gehalte von HCPs des pg-Flugexperimentes TEXUS 35. Wahrend des
Fluges wurden die Proben unterschiedlichen g-Leveln ausgesetzt (19, 89, pg, 13g) und
fixiert. Die Ergebnisse wurden mittels ANOVA analysiert. Signifikante Unterschiede (n = 4, a

= 5 %) sind mit unterschiedlichen Buchstaben markiert.
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Bei diesem Flugexperiment ergaben sich erste Hinweise, da? HCPs als autonome
Einheit Verdnderungen des g-Vektors wahrnehmen kdnnen. Weiterhin scheint das PI-
System an der Umsetzung des physikalischen Reizes Schwerkraft in ein chemisches
Signal beteiligt zu sein. So konnten wahrend der Start- (8g) und der pug-Phase keine
signifikanten Veranderungen der Ins(1,4,5)P3-Gehalte zu den Gehalten vor take off (1g)
nachgewiesen werden. Allerdings deutete sich in der pg-Phase ab Event 7 (332 s) ein
Anstieg der Ins(1,4,5)P3-Gehalte in den HCPs an. In der hyperg-Phase (13 g, Event 9)
konnte dann ein signifikant erhdhter Ins(1,4,5)Ps;-Gehalt in den HCPs nachgewiesen

werden.
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4 Diskussion

4.1 Isolation und Vitalitat der Hypokotylprotoplasten

Mit der vorliegenden Arbeit sollte geklart werden, ob das pflanzliche PI-System an
schwerkraftinduzierten Signaltransduktions-Prozessen beteiligt ist. Hierzu mul3te der
second messenger Ins(1,4,5)P3; quantitativ gemessen werden. Als Modell fur die
physiologischen Untersuchungen dienten hierbei Protoplasten von Sonnenblumen-
Hypokotylen. Da das Hypokotyl der Keimlinge nach gravi-Stimulation eine deutliche
negativ-gravitrope Reaktion zeigt und die Keimlinge sowohl einfach als auch schnell (7
Tage) kultiviert werden konnten, stellte dieses Organ ein besonders geeignetes

Basismaterial fir die Experimente dar.

Die Isolation der Protoplasten stellte zun&chst ein grof3es Problem dar, da Protoplasten
in groRem Umfang und hoher Qualitat isoliert werden muf3ten. Es zeigte sich schnell,
daR die sterile Isolation, bei der einzelne Hypokotyle mit einem Skalpell in Scheiben
geschnitten werden muf3ten, ungeeignet war. Denn einerseits war die Methode recht

umstandlich, andererseits lieferte sie nie geniigend Protoplasten.

Erst nach starker Rationalisierung - der Verwendung eines speziell entwickelten
Schneidegerates (Kapitel 2.2) — konnten in kurzer Zeit ausreichende Mengen an
Hypokotylfrischmasse fur die Isolation verarbeitet werden. Eine notwendige Steigerung
der Protoplastenausbeute und Qualitdt konnte durch die Modifikation der Inkubation
erreicht werden. Im Gegensatz zu friheren Arbeiten (Schmitz und Schnabl, 1989)
wurden die Hypokotyle nur in einer Schale mit einem dinnen Film Isolationsmedium

Uberschichtet, und nicht in einem tiefen Bad an Isolationsmedium inkubiert.

Schon wahrend der Protoplastenisolation sind die Zellen zahlreichen Strel3faktoren (z.
B. osmotischer Strel3, Losen der Zell-Zell Interaktionen, Angriff hydrolytischer Enzyme)
ausgesetzt, die die Vitalitdt und Physiologie der Protoplasten beeinflussen (Hahne et al.
1988). Daher wurden Tests (Vitalfarbung, Cytoplasmastréomung) durchgefihrt, mit
denen die Vitalitat der Protoplasten beurteilt werden sollte. Diese ergaben fir die tber
den einfachen Saccharose Stufengradienten gereinigten HCPs zwar einen hohen Antell

(> 95 %) vitaler Protoplasten, jedoch enthielt die Fraktion

-67 -



Diskussion

- trotz aller Vorsicht - noch hohere Anteile an Zellwandfragmenten und Zelltrimmern.
Eine Aktivierung der PM/H*-ATPase durch Auxin konnte mit dieser Suspension nicht
reproduzierbar gemessen werden. Dal3 Zellwandfragmente die Vitalitdt von Zellen und
Protoplasten negativ beeinflussen kbnnen, ist schon seit langerer Zeit bekannt (Davis et
al., 1984; Kurosaki und Nishi, 1984). Als mogliche Ursachen hierfir werden
zellwandassoziierte Faktoren (Elicitoren) diskutiert. Diese I6sen insbesondere nach
Verletzungen und Infektionen die Bildung niedermolekularer phenolischer Verbindungen
(Phytoalexine, Ziegler, 1998) aus, die phytotoxische Wirkung zeigen. Durch die
Etablierung eines weiteren Reinigungsschrittes (Kapitel 2.2) konnten auch letzte
Verunreinigungen aus den Protoplastensuspensionen nahezu vollstandig abgetrennt
werden. Da es mit dieser hochreinen Protoplastenfraktion schliel3lich gelang, eine
Aktivierung der PM/H*-ATPase durch Auxin reproduzierbar nachzuweisen, wurden die
mit diesem Reinigungsschritt verbundenen Verluste (ca. 50 % der Protoplasten) in Kauf

genommen.

4.2 Auxin-abhangige Aktivitat der in vivo PM/H*-ATPase

Neben Experimenten, bei denen der Einflul3 eines veranderten Schwerkraftvektors auf
das pflanzliche PI-System untersucht wurde (Kapitel 3.6), waren Messungen zu einer
Auxin-abhangigen Aktivierung des PI-Systems ein weiterer, wichtiger Aspekt der Arbeit.
Denn einerseits gab es sehr deutliche Hinweise (Evans, 1991; Gil et al., 1994; Li et al.,
1991; Mirza et al., 1984, Pickard, 1985; Trewavas et al., 1992) auf eine Beteiligung von
Auxin als Botenstoff bei gravitropen Reaktionen, andererseits lieferte die Arbeit von
Ettlinger und Lehle (1988) starke Hinweise dafur, da? Auxin das PI-System aktivieren

kann.

Eigene Versuche mit Protoplasten waren jedoch zunachst nicht erfolgreich. Libbenga
(1985) weist in diesem Zusammenhang allerdings darauf hin, dafl3 die bei der
Protoplastierung verwendeten Enzyme Cellulase und Macerocym neben der Leitenzym-
aktivitat auch Aktivitat besitzt, die fir den Abbau Plasmamembran-gebundener
Rezeptoren verantwortlich sein kann. So war zu diesem Zeitpunkt nicht auszuschliel3en,
daR die ausbleibende Reaktion der Protoplasten auf einer irreversiblen Schadigung des

Auxin-Rezeptors wahrend der Protoplastierung beruhte.
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Um diesen Zusammenhang naher zu untersuchen, wurde ein weiteres Testsystem
(Kapitel 2.3) etabliert, bei der die in der Literatur (Kapitel 1.3.2) vielfach beschriebene
Auxin-abhéangige Aktivierung der PM/H*-ATPase in vivo gemessen wurde. Erste
Versuchsreihen zeigten, dal3 die in den Protoplasten-Suspensionen noch enthaltenen
Verunreinigungen (Zellwandfragment, -trimmer) die Messungen stark negativ

beeinflulBten. Ein weiterer Reinigungsschritt schaffte hier Abhilfe (Kapitel 4.1).

Im Weiteren wurde der EinfluR@ der fir die Messungen verwendeten
Pufferzusammensetzung untersucht, da fir die Aktivitit der PM/H*-ATPase eine
deutliche Abhangigkeit zur K'-Konzentration in vitro nachgewiesen werden konnte
(Leonard, 1982; Briskin und Hanson, 1992). Auch in eigenen Experimenten konnte ein
deutlicher Zusammenhang zwischen Saccharose-/KCl-Konzentration und der
Aktivierbarkeit der PM/H*-ATPase durch Auxin (Abb. 11) nachgewiesen werden. So
konnte bei Saccharosekonzentrationen > 175 mM (KCI-Konzentration < 220 mM) eine
Auxin-abhéngige Aktivierung der PM/H*-ATPase nicht mehr nachgewiesen werden. Die
deutlichsten Effekte hinsichtlich einer Aktivierung der PM/H™-ATPase wurden bei
Saccharosekonzentrationen < 50 mM (KCl-Konzentration > 298 mM, Abb. 11)
gemessen. Es erscheint jedoch wenig wahrscheinlich, dal3 selbst bei hohen
Saccharosekonzentrationen, die K*-Konzentration (190 mM) fiir eine maximale Aktivitét
limitierend war, da Jahn et al. (1996) an Maiskoleoptilen schon bei K*-Konzentrationen
von 0,1 mM eine deutliche Auxin-abhingige Aktivierung der PM/H'-ATPase
nachweisen konnten. Vielmehr scheinen beim Protoplasten-System die hohen
Saccharosekonzentrationen negative Auswirkungen zu haben. Die Ursachen der
inhibierenden Wirkung hoher Saccharosekonzentrationen sind unklar, allerdings
konnten Morré und Brightman (1997) eine &hnliche Wirkung auf die NADH-oxidase, ein

weiteres durch Auxin aktivierbares Enzym der Plasmamembran, nachweisen.

Im Gegensatz zu Auxin konnte fur Fusicoccin ein Einflul3 der Saccharose-/KCI-
Konzentration nicht nachgewiesen werden. So konnte die PM/H*-ATPase sowohl bei
sehr hohen (220 mM) als auch bei niedrigen (50 mM) Saccharosekonzentrationen
durch Fusicoccin (10 uM) aktiviert werden. Dies kann als weiteres Indiz daflir gewertet
werden, daR die Auxin- bzw. Fusicoccin-abhéngige Aktivierung der PM/H*-ATPase auf
unterschiedlichen Mechanismen beruht. So soll Fusicoccin die Bindung des FC-
bindenden Proteins (14-3-3 FCBP) an die autoinhibitorische Doméane der PM/H’-
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ATPase verstarken und damit zu einer irreversiblen Aktivierung des Enzyms fuhren
(Jahn et al., 1996; Oeking et al., 1997; Oecking und Hagemann, 1999), wahrend es flur
Auxin starke Hinweise fir eine Rezeptor-vermittelte, Phospholipase Aj-abhangige
Signaltransduktions-Kette gibt (Scherer und Arnold, 1997; Yi et al., 1996). Entgegen
friherer Vermutungen konnte eine Auxin-induzierte Neusynthese der PM/H*-ATPase
bisher nicht bestatigt werden (Cho und Hong, 1995; Jahn et al., 1996).

Weiterhin wurden bei Fusicoccin und Auxin deutliche Unterschiede in der lag-Phase
beobachtet, was auch durch Arbeiten von Jahn et al. (1996) bestatigt wird. So wurde
eine erhohte PM/H'-ATPase Aktivitit an HCPs nahezu unmittelbar nach Fusicoccin-
Zugabe gemessen, wahrend diese nach Applikation von Auxin erst nach ca. 10 Minuten
zu beobachten war (Abb. 14). Somit war die lag-Phase nach Auxin-Zugabe jedoch nur
etwa halb solange wie bei Maiskoleoptilen (Jahn et al., 1996). Allerdings sind im

zellwandlosen Einzelzell- System die Diffusionswege fur Auxin auch wesentlich ktirzer.

Auch hinsichtlich der Auxinkonzentration konnten deutliche Effekte bei der Aktivierung
der PM/H*-ATPase festgestellt werden. So filhrte eine Auxinkonzentration von 10 pM
nur zu sehr geringen Effekten, wahrend bei einer Konzentration von 100 pM eine
deutliche Aktivierung der PM/H*-ATPase nachgewiesen werden konnte. Diese lieR sich
durch den H'-ATPase-Inhibitor DCCD vollstandig hemmen. Demgegeniiber konnten
Jahn et al. (1996) bei Maiskoleoptilen eine Auxin-abhangige Aktivierung der PM/H'-
ATPase schon bei einer Konzentration von 10 uM nachweisen. Wahrend diese Autoren
allerdings keine Angaben zur Wirkung héherer Auxinkonzentrationen machen, konnten
Watahiki und Yamamoto (1997) eine maximale Krimmung von Arabidopsis

Hypokotylen (Wild-Typ) nach einer unilateralen Auxinapplikation von 100 uM messen.
Schlief3lich konnte die in der Literatur beschriebene starker aktivierende Wirkung der

PM/H*-ATPase durch Fusicoccin (10 pM) im Vergleich zu Auxin (100 uM) durch die

vorliegenden Untersuchungen auch an HCP-Suspensionen bestatigt werden.
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4.3 Inositolphosphat-Analytik

In der Vergangenheit wurden verschiedene Methoden zur Detektion von
Inositolphosphaten entwickelt. Ein Uberblick hierzu ist in Abbildung 30 dargestellt, und
eine umfassende Ubersicht findet sich bei Irvine (1990). Prinzipiell kann zwischen
Methoden unterschieden werden, bei denen der Einsatz von Radiotracern notwendig ist

und solchen, fir die keine Radiotracer bendtigt werden.

4.3.1 Nachweis von Inositolphosphaten tUber Radiotracer

Bei geeigneter Laborausstattung ("-counter, Isotopenlabor) kénnen Inositolphosphate
nach einer radioaktiven Markierung der Zielgewebe bzw. Zellen mit myo-[*H]inositol
oder [**P]phosphat oder aber (iber spezifische Radiorezeptorassays (Palmer und
Wakelham, 1989; Palmer und Wakelham, 1990; Donie und Reiser, 1989)
nachgewiesen werden. Diese Methoden haben den Vorteil, dal3 Inositolphosphate sehr
sensitiv nachgewiesen werden kénnen und speziell die Radiorezeptorassays nur einen
geringen Laboraufwand erfordern. Fur die Methode der radioaktiven Markierung der
Zielgewebe ist allerdings kritisch anzumerken, dal3 sie die Gefahr einer unvollstédndigen
Gleichgewichtsmarkierung der Inositolphosphate birgt. Dies kann bei der
anschlieenden Analyse zu Artefakten fihren (Dean und Beaven, 1989; Coté und
Crain, 1992; Mayr, 1990).

Diese Methoden konnten fir die vorliegende Arbeit allerdings nicht eingesetzt werden,
da einerseits kein geeignetes Isotopenlabor und ("-Detektoren zur Verfiigung standen
und andererseits das TEXUS 35-Flugexperiment den Einsatz von Radiotracern nicht

erlaubte.

4.3.2 Nachweis von Inositolphosphaten ohne Radiotracer

Bei diesen Methoden st zunachst eine isomerspezifische Trennung der
Inositolphosphate erforderlich. Hier hat sich schon frih die Anionenaustausch-HPLC
durchgesetzt (Dean und Beaven, 1989; Mayr, 1990). Fur die anschlieliende Detektion
der Inositolphosphate wurden demgegenuber zahlreiche Methoden entwickelt, die sich
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Abb. 30: Inositolphosphat-Analytik.

-entsprechend der Detektion- zwei Gruppen zuordnen lassen. Bei der ersten Gruppe
erfolgt die Detektion der Inositolphospahte entkoppelt von der Trennung (off-line),
wahrend bei der zweiten Gruppe Trennung und Detektion unmittelbar gekoppelt sind

(on-line).

» Bei den off-line Methoden werden die Inositolphosphate nach der Trennung
Anschliel3end Phosphat
mikrospektrophotometrisch (Underwood et al., 1988) oder aber das freie Inositol

dephosphoryliert. kann das freigesetzte
mittels Gaschromatographie (Rittenhouse und Sasson, 1985; Cramer, 1998) bzw.
Mikrofluorometrie nach enzymatischer Umsetzung (MacGregor und Matchinsky,

1984; Maslanski und Busa, 1990) quantitativ bestimmt werden.
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Ein wesentlicher Vorteil der off-line Detektion ist die hohe Sensitivitat. So konnte
Cramer (1998) uber GC-gekoppelte Massenspektroskopie (GC/MS) sogar eine
Sensitivitat von 100 fmol fir myo-Inositol erzielen. Allerdings ist der off-line Nachweis
aufgrund der erforderlichen Fraktionierung und anschlieBenden Aufarbeitung der
Fraktionen mit einem enormen zeitlichen Aufwand verbunden. Dieser steigt dabei um
so starker an, je mehr Inositolphosphate untersucht werden. Kritisch anzumerken
sind die teilweise erheblichen Verluste (> 70 %), die mit der nachgeschalteten
Weiterbearbeitung der Fraktionen verbunden sein kdnnen (Cramer, 1998). Auch
muissen die  InsPy-Fraktionen  ,blind® gesammelt werden, was bei
Retentionszeitverschiebungen auch zu Fehlinterpretationen fihren kann. Werden zur
Kontrolle Markersubstanzen (z.B. ATP) eingesetzt, mul3 fir diese zunachst
nachgewiesen werden, dal3 sie das selbe Retentionsverhalten wie die untersuchten
Inositolphosphate besitzen. Weiterhin kann eine unspezifische saure- bzw.
enzymatische-Hydrolyse der Inositolphosphate wahrend der Probenaufarbeitung zu
Artefakten fuhren. Diese sind bei der off-line Analyse aber nur schwer zu erkennen,
da haufig nur ein InsPy-Isomer gesammelt wird. Aus diesem Grund unterbleibt auch
haufig der Nachweis, wie exakt einzelne InsPy-Fraktionen isomerspezifisch getrennt
werden. DarlUber hinaus ist auch die Optimierung der Elutionsbedingungen (pH-Wert,
Gradient) recht schwierig, da viele Fraktionen in kurzen Zeitabstanden gesammelt

werden missen.

Bei den on-line Methoden ist die isomerspezifische Trennung der Inositolphosphate
und deren Detektion unmittelbar gekoppelt. Dies setzt jedoch zwischengeschaltete
.Reaktoren“ voraus, in denen nachweisbare Verbindungen gebildet werden, da
Inositolphosphate weder im sichtbaren- noch im UV-Wellenlangenbereich
absorbieren und andere Detektoren (Refraktometer, amperometrische-Detektoren)

bisher zu insensitiv sind.

Erste Ansatze, bei denen die Inositolphosphate sauer bzw. enzymatisch hydrolysiert
wurden und anschlieRend das freigesetzte Phosphat colorimetrisch detektiert wurde
(Dean und Beaven, 1989), konnten sich nicht durchsetzen, da die Ergebnisse nur
schwer zu reproduzieren waren. Diese Reaktoren besal3en auch ein grol3es
Totvolumen, so dal3 die Sensitivitdt und Trennleistung stark negativ beeinfluf3t wurde

(Mayr, 1990). Durch eine Nachséaulenreaktion mit einem Yttrium-4-(2-
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pyridylazo)resorcinol-Komplex, konnte Mayr (1990) den Dephosphorylierungsschritt
umgehen und eine Mehtode (metal-dye-detection HPLC) etablieren, mit der

Inositolphosphate bis in den unteren pmol-Bereich detektiert werden kénnen.

Auch Skoglun et al. (1997) gelang mit einem amperometrischen Detektionssystem
der Nachweis von InsP; und InsP, Isomeren bis in den unteren pmol-Bereich. Die
Sensitivitat nahm jedoch mit zunehmender Anzahl von Phosphatgruppen deutlich ab.
Neuere Methoden bei denen die Inositolphosphate Uber die
Kapillarzonenelektrophorese getrennt werden und durch zugemischte UV-
absorbierende Substanzen bzw gekoppelte Massenspektroskopie detektiert werden,
erreichen zwar hohe Sensitivitaten, allerdings ist die Auflosung hdherer InsPy nur
gering und eine isomerspezifische Zuordnung nicht moglich (Buscher et al., 1995).
Auch scheint die Methode zur Analyse von Zell- bzw. Gewebeextrakten wenig
geeignet zu sein, da jeweils nur Probenvolumina im 0,001 pl-Bereich analysiert

werden konnen (Guse et al. 1995).

Der grof3te Nachteil der on-line-Detektions-Methoden gegentber den off-line-Methoden
ist deren deutlich geringere Sensitivitdt. Demgegeniber erlauben sie bei vertretbarem
Aufwand die Analyse einer grol3en Probenanzahl, wobei die Analyse voll automatisiert
werden kann. Auch kénnen alle InsP«-Fraktionen einer Probe isomerspezifisch getrennt
und detektiert werden. So kdnnen einerseits Artefakte schnell aufgedeckt werden,
andererseits lassen sich die Elutionsbedingungen (pH-Wert, Gradient) einfach und

schnell optimieren.

Zur Quantifizierung des second messengers Ins(1,4,5)Ps, der nur in sehr geringen
Konzentrationen in Zellen vorliegt und zudem nach Effektor-Stimulation einem sehr
schnellen Umsatz unterliegt, galt es daher eine Nachweismethode zu etablieren, die
neben einer hinreichenden Sensitivitat eine schnelle und hoch auflésende Analyse der
Pflanzenextrakte erlaubte. Aus den oben genannten Grinden erfillte die von Mayr
(1990) entwickelte mdd-HPLC diese Kriterien am besten.
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4.4 Nachweis von Inositolphosphaten Gber die mdd-HPLC

Zunachst stand fur die Inositolphosphat-Analytik ausschlie3lich eine analytische HPLC
der Firma Beckman Instruments zur Verfugung (Kapitel 2.5.1), die nur unter alkalischen
Bedingungen betrieben werden konnte. Das hierzu von Mayr (1990) beschriebene
Nachséaulenreagenz war jedoch nicht stabil, so dal3 schon nach kurzer Zeit rote Kristalle
ausfielen. Dies fuhrte wahrend der Messung zu einer kontinuierlichen Abnahme der
Sensitivitat. Die Kristalle blockierten dartber hinaus die Ein- und AuslalBventile der
Derivatisierungspumpe (Abb. 6, Pumpe C). Erst eine deutliche Absenkung des pH-
Wertes, verbunden mit einem Austausch des Losungsmittels (NHs-Acetat (2mM, pH 5)
gegen Essigsaure 2 mM bzw. HCI 2 mM) bei gleichzeitiger Minderung der PAR- und
Yttrium-Konzentration, fihrte zu einem stabilen Nachsaulenreagenz. Weiterhin wurden
Ethanolamin-gepufferte Nachsaulenreagenzien mit deutlich hdheren pH-Werten
getestet, die allerdings im Gegensatz zu den Angaben von Mayr (1990) erst bei einem
pH-Wert von 9,5 stabil waren. Da bei pH-Werten > 9 jedoch Hydroxy-Komplexe
entstehen und das Reagenz schleichend entfarbt (Mayr, 1990), wurde nur das saure

Farbreagenz verwendet.

Die von Mayr (1990) und Guse et al., (1995) beschriebene gute Trennleistung der
alkalischen mdd-HPLC fir Inositoltrisphosphate und der sauren mdd-HPLC fir starker
phosphorylierte Inositolphosphate konnte mit einem InsPg-Hydrolysat bestatigt werden
(Abb. 16, Abb. 17). Die Sensitivitat des Standard-Systems (Kapitel 2.5.1) war jedoch
viel zu gering (Abb. 7), um bei vertretbarem Gewebeeinsatz Ins(1,4,5)P3; quantitativ zu
bestimmen. Erst durch die schrittweise Verbesserung der Anlagen (Betriebsdruck,
Pulsationsdampfer, Kapitel 2.5.1.1), konnte eine ausreichende Sensitivitdt (10 pmol

Ins(1,4,5)P3) erreicht werden.

4.5 Nachweis von Ins(1,4,5)P3 in HCP-Extrakten

In HCP-Extrakten konnte mit der alkalischen mdd-HPLC ein Peak nachgewiesen
werden, der mit Ins(1,4,5)Ps-koeluiert. Dieses Ergebnis konnte mittels interner
Standardisierung bestatigt werden (Abb. 18). Neben Ins(1,4,5)P3; wurden in Pflanzen
von den insgesamt 20 mdglichen InsPs-Isomeren allerdings noch Ins(1,2,3)P; und
Ins(1,2,6)Ps nachgewiesen (Murthy, 1996). Aufgrund der hohen Trennleistung der
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alkalischen mdd-HPLC fur den InsPs-Bereich zeigen diese InsP3s-Isomere jedoch ein
deutlich unterschiedliches Retentionsverhalten, so dal3 eine Koelution von Ins(1,4,5)P3
mit einem weiteren bisher in Pflanzen nachgewiesenen InsP3-Isomer ausgeschlossen
werden kann (Mayr, 1990).

Allerdings bedingt der indirekte Nachweis Uber die Nachsaulenreaktion, da? neben den
Inositolphosphaten auch andere Phosphorsaureester (z. B. Nukleotide) sowie
organische Sauren (Di- und Tricarbonsduren) detektiert werden. Eine Differenzierung
kann hierbei zunéchst nur Uber die Retentionszeit erfolgen. Um den Nachweis von
Ins(1,4,5)P3 in HCP-Extrakten absichern zu kénnen, waren daher zusatzliche Kontrollen
zwingend erforderlich. Hierzu wurden drei unabhangige Test-Routinen (3-Phytase-
Abbau, UV-Detektion, Rechromatographie) etabliert, wobei sowohl physikalische als
auch chemische Stoffeigenschaften des Ins(1,4,5)Ps; (Enzymsubstrat, UV-Absorption,

Retentionsverhalten) zur kritischen Beurteilung der Identitat herangezogen wurden.

45.1 3-Phytase-Abbau

Da die 3-Phytase neben Phytat auch schwéacher phosphorylierte Inositolphosphate und
andere Phosphorsaureester als Substrat akzeptiert (Ullah, 1994), sollte mit diesem
Experiment der Nachweis erbracht werden, dall es sich bei dem Ins(1,4,5)Ps-
koeluierenden Peak tatsachlich um einen Phosphorsaureester handelte. Eine mdgliche

Koelution mit einer Di- oder Tricarbonsaure konnte so ausgeschlossen werden.

Zwar wurde zu Beginn der Inkubation (t = 10 min, Abb. 19) aufgrund der
Substratspezifitat der 3-Phytase zunachst nur das Inositolhexakisphosphat schrittweise
abgebaut, aber im Verlauf der Reaktion wurden auch alle anderen Verbindungen, die

tber die mdd-HPLC nachweisbar waren, hydrolysiert.

Aufgrund dieses Experiments konnte zu diesem Zeitpunkt sichergestellt werden, dal es

sich bei besagtem Peak -und allen anderen Peaks- um Phosphorsaureester handelte.
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4.5.2 UV-Detektion

Bei dieser Kontrolle wurde die Tatsache genutzt, dal3 Inositolphosphate im UV-Bereich
nicht absorbieren (Guse et al., 1995; Mayr,1990), wahrend Substanzen mit konjugierten

Doppelbindungen (z.B. Nukleotide) sehr sensitiv detektiert werden kdnnen (Abb. 20).

So konnte nach diesem Kontrollexperiment festgestellt werden, dal3 es sich bei dem
koeluierenden Peak um einen Phosphorsaureester handelt, der nicht im UV-Bereich

absorbiert.

4.5.3 Rechromatographie

Die Elutionsbedingungen (z. B. pH-Wert) haben auf das Retentionsverhalten der
Inositolphosphat-lsomere sowie anderer Phosphorsaureester einen erheblichen Einflul3.
Dies wird sehr deutlich, wenn man Chromatogramme der alkalischen und sauren mdd-
HPLC vergleicht. So war es moglich, die Identitat des Ins(1,4,5)P; nach saurer
Chromatographie und anschlieBender alkalischer Rechromatographie weiter

abzusichern.

Auch mit dem sauren System konnte nachgewiesen werden, dall HCP-Extrakte
.Ins(1,4,5)P3“ enthalten. Aufgrund der Peakflaiche mul3te die Identitat jedoch
angezweifelt werden. Unter sauren Elutionsbedingungen machte sich somit die
mangelnde Isomerentrennung im InsPs-Bereich negativ bemerkbar. Dies konnte
nachgewiesen werden, indem die InsPz-Fraktion nach saurer HPLC noch einmal unter
alkalischen Bedingungen rechromatographiert wurde. Unter alkalischen Bedingungen
konnte die ,Ins(1,4,5)P3"-Fraktion in mehrere Komponenten aufgetrennt werden, wobei
wieder ein Peak mit Ins(1,4,5)P3 koeluierte (Abb. 22).

Mit dieser Kontrolle (Rechromatographie) konnte somit gezeigt werden, dall HCP-

Extrakte eine Komponente enthalten, die sowohl unter sauren als auch alkalischen

Bedingungen mit Ins(1,4,5)P3 koeluiert.
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Insgesamt konnte Uber drei unabhangige Kontrollen der Nachweis erbracht werden,
dalR sich mit dem alkalischen mdd-HPLC-System tatsachlich quantitative

Verédnderungen des Ins(1,4,5)Ps-Isomers in HCP-Extrakten nachweisen lassen.

4.6 Auxin-abhangige Aktivierung des PI-Systems

Fur das Phytohormon Auxin liegen zahlreiche Hinweise aus der Literatur vor, die eine
maogliche Beteiligung bei gravitropen Reaktionen von Pflanzen belegen (Kapitel 1.3). Mit
der vorliegenden Arbeit sollte geklart werden, ob das pflanzliche PI-System an der
Auxin-vermittelten Signaltransduktionskette beteiligt ist.

In den vorliegenden Untersuchungen konnte gezeigt werden, dal3 Auxin (100 uM) zu
einem raschen Anstieg von Ins(1,4,5)P3 in HCPs fuhrt. So konnten bereits 15s nach
Applikation des Auxins (100 pM) deutlich erhdhte Ins(1,4,5)P;-Gehalte in HCPs
nachgewiesen werden, die nach ca. 30 s ihr Maximum erreichten. Nach weiteren 30s
nahmen die Gehalte wieder deutlich ab (Abb. 24). Diese Ergebnisse bestatigen somit
Untersuchungen von Ettlinger und Lehle (1988) an Catharanthus Zellen. Dort ergab
sich jedoch erst nach 60s ein Maximum. Darliber hinaus konnten Zbell und Walter
(1988) an microsomalen Membranen von Daucus carota Zellsuspensionen eine Auxin-
abhangige Hydrolyse von Phosphatidylinositolphosphat (PIP,) und erhéhte Ins(1,4,5)P3-
Gehalte nachweisen. Aus diesen Ergebnissen ergaben sich erste Hinweise, daf? das PI-
System -infolge der polaren Verteilung von Auxin im Sprol3- an der gravitropen Reaktion

der SproRR3achse beteiligt ist.

Die gangige Theorie zur G-Protein-vermittelten Aktivierung des PI-Systems setzt
allerdings einen zur Plasmamembran-Aul3enseite orientierten Rezeptor voraus (Kapitel
1.4). Obwohl in der Vergangenheit eine Vielzahl Auxin-bindender Proteine in der
Zellwand, der Plasmamembran, dem Cytosol und dem Zellkern identifiziert werden
konnten (Chen et al., 1999), konnte bisher ein Auxin-Rezeptor an der Plasmamembran-
AulRenseite nicht nachgewiesen werden. Nur fir das Auxin-bindende Protein 1 (ABP1)
wird eine Bedeutung fir die Auxin induzierte Zellstreckung vermutet (Hobbie, 1998;
Jones et al., 1998). Nach Ephritikhine et al. (1987) soll es die Aktivitat der PM/H"-
ATPase modulieren. Es ist jedoch nicht auszuschliel3en, dal?3 weitere Proteine ahnliche
Funktionen wie ABP1 Ubernehmen (Chen et al., 1999).
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Obwohl das ABP1 primar im ER lokalisiert ist, lassen immunologische Untersuchungen
von Ldbler und Klambt (1985) vermuten, dal3 der funktionale Auxin-Rezeptor an der
Plasmamembran-Aul3enseite lokalisiert ist. So blockierten gegen das ABP1-gerichtete
Antikdrper eine Auxin-induzierte Hyperpolarisation der Plasmamembran von Tabak-
Protoplasten. Da es unwahrscheinlich ist, dal3 die Antikdrper tGber die Plasmamembran
in das Cytosol lebender Protoplasten gelangen (Lobler und Klambt, 1985; Libbenga und
Mennes, 1995), liefern diese Untersuchungen einen deutlichen Hinweis flr einen
Plasmamembran-gebundenen Auxin-Rezeptor, der zur Aul3enseite orientiert ist. Den
Widerspruch, dal3 einerseits der tberwiegende Anteil des ABP1 im ER lokalisiert ist,
wahrend andererseits die Auxin-Rezeptorbindung an der Plasmamembranaul3enseite
erfolgt (Jones, 1990), erklaren Libbenga und Mennes (1995) mit der moglichen
Sekretion des ABP uber das Endomembransystem.

Fir gravitrope Reaktionen von entscheidender Bedeutung ist die Regulation der PM/H*-
ATPase durch Auxin, die eine differenzielle Zellstreckung der Organoberseite und
Organunterseite bewirkt (Kapitel 1.3). Experimente von Scherer (1995) belegen, dal3
die Auxin-abhangige Regulation der PM/H'-ATPase einem Rezeptor-vermittelten
SignaltransduktionsprozelR unterliegt. So konnte Uber eine Aktivierung der PLA,. eine

Auxin-abhéangige Zellstreckung nachgewiesen werden.

PLA,s hydrolysieren spezifisch Glycerophospholipide in der sn-2 Position in freie
Fettsduren und Lysolipide (Stahl et al., 1998). Die dabei freigesetzten Fettsauren
ubernehmen wahrscheinlich second messenger Funktion. Uber die Funktion der PLA,s
in Pflanzen ist bisher relativ wenig bekannt, Effektor- und Inhibitorstudien stitzen jedoch
die Moglichkeit einer Beteiligung an der Auxin-abhangigen Aktivierung der PM/H'-
ATPase (Scherer und Arnold , 1997; Yi et al., 1996). Auch fir Stomata gibt es Hinweise
einer lichtabhangigen Aktivierung der PLA, (Suh et al., 1998), die Uber die Aktivierung
der PM/H*-ATPase deren Schwellen einleitet.

Im Zusammenhang mit den Ergebnissen dieser Arbeit zur Auxin-abhangigen
Aktivierung des PI-Systems und der PM/H'-ATPase ergibt sich die attraktive
Maglichkeit, auf die schon Libbenga und Mennes (1995) hingewiesen haben: Das PI-
System bildet ein weiteres Element der Signaltransduktionskette, die eine Auxin-
abhangige Aktivierung der PM/H'-ATPase einleitet. Gestiitzt wird diese Hypothese
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durch Experimente von Scherer (1995), der nach Applikation von Mastoparan eine
erhohte Zellstreckung in Zucchini- und Sonnenblumenhypokotylen nachweisen konnte.
Fur Mastoparan, ein G-Protein aktivierendes Peptid aus Wespengift, konnte ferner an
Daucus Zellen eine aktivierende Wirkung auf das pflanzliche PI-System nachgewiesen
werden (Cho et al., 1995).

Eigene Untersuchungen mit Neomycin (Abb. 15), einem Inhibitor des PI-Systems,
deuten allerdings darauf hin, dal} das pflanzliche PI-System nicht an einer Aktivierung
der PM/H*-ATPase beteiligt ist. Auch in anderen Systemen (GCPs, Motor Cells) scheint
eine Aktivierung des PI-Systems nicht in einer Aktivierung der PM/H*-ATPase zu
resultieren (Kim et al., 1996; Lee et al., 1996).

4.7 EinfluR von Anderungen des Schwerkraftvektors und mechanischer
Stimulation auf das PI-System

Das klassische Modell zur gravi-Perception in hoéheren Pflanzen, die sogenannte
Starke-Statolithen-Theorie (Sack, 1991, 1997; Poff et al., 1994), setzt zur
Schwerkraftperception spezialisierte Zellen mit sedimentierenden Amyloplasten voraus.
Untersuchungen an starkefreien Mutanten von Arabidopsis (Caspar und Pickard, 1989;
Kiss et al. 1989; Kiss et al.1996; MacCleery und Kiss, 1999), deuten jedoch darauf hin,
dall die Amyloplasten-abhéngige Schwerkraftwahrnehmung zwar die hochste
Sensitivitat besitzt, aber nicht zwingend erforderlich ist, um eine Verdnderung des
Schwerkraftvektors in eine gravitrope Reaktionen umzusetzen. Auch Firn und Digby
(1997) weisen darauf hin, dall der spezifische Winkel zum Schwerkraftvektor
(gravitropic set-point angle), mit dem Pflanzenorgane wachsen, von deren
Entwicklungsstatus abhangt. Das Wachstum kann in dieser Hinsicht nicht alleine Uber
die Statolithen-Theorie erklart werden. Somit scheinen Pflanzen im Laufe der Evolution
ein multisensorisches System zur Schwerkraftwahrnehmung entwickelt zu haben
(MacCleery und Kiss 1999; Barlow 1995).

Erste Hinweise, die diese These stiutzen, lieferten die Experimente mit dem
schnelldrehenden Klinostat, der die Bedingungen von Schwerelosigkeit simuliert
(Kapitel 2.7.3). Hier konnte eine Aktivierung des PI-Systems nach 3 Minuten simulierter
Schwerelosikeit nachgewiesen werden (Abb. 27). Die gemessenen Effekte konnen nicht
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auf einer Sedimentation der Amyloplasten beruhen, da diese Uber die uniaxiale Rotation
unterbunden wurde. Bei uniaxiler Klinostat-Rotation kann der EinfluR des
Schwerkraftvektors allerdings nicht vollstandig kompensiert werden (Hoson et al.,
1997). Es ist auch nicht auszuschlieen, dall die =zusatzlich wirksame
Zentrifugalbeschleunigung (4,2*10°g, bei Radius = 1 mm und 60 rpm, Briegleb, 1992)
die Effekte mit beeinflu3t. So ist der schnelldrehende Klinostat zwar ein geeignetes und
preiswertes tool, erdgebunden mikro-Gravitation zu simulieren, was auch zahlreiche
Untersuchungen belegen (Braun, 1997), eine Verifizierung der Ergebnisse unter pg-

Bedingungen ist jedoch aus den genannten Griinden unerlaflich.

Zur Verifizierung der Klinostat-Ergebnisse wurde daher das Flugexperiment TEXUS 35
mit ca. 390 s pg-Bedingungen durchgefiihrt. Auch in diesem Experiment konnte eine
signifikante Erhohung der Ins(1,4,5)P3;-Gehalte in HCPs als eine Reaktion auf den
veranderten g-Vektor nachgewiesen werden (Abb. 29). Diese wurden allerdings erst
nach ca. 7 min Flugdauer, kurz nach Wiedereintritt der payload unter hyperg-
Bedingungen (13g), gemessen. Die Ergebnisse des pg-Experimentes und der

Simulation unterscheiden sich somit deutlich hinsichtlich der zeitlichen Dynamik.

Erdgebundene Experimente, bei denen die hyperg-Phasen des Flugexperimentes
TEXUS 35 simuliert wurden, ergaben keine signifikanten Veranderungen der
Ins(1,4,5)Ps-Gehalte (Abb. 28). Somit mul3 die nachgewiesene Aktivierung des PI-
Systems als eine spéate Reaktion auf die pg-Phase des Flugexperimentes interpretiert
werden. Damit sind diese Ergebnisse ein Hinweis dafir, dal3 Hypokotylprotoplasten aus
Sonnenblumen Uber Sensoren verfigen, mit denen sie eine Veranderung des
Schwerkraftvektors wahrnehmen konnen. Die Unterschiede in der zeitlichen Dynamik
der Effekte zwischen Klinostat- und Flugexperiment sind ein weiterer Beleg dafur, daf3
Klinostat-Experimente zwar erste Hinweise auf mogliche Effekte liefern kdnnen, aber

der Verifizierung unter pg-Bedingungen bedurfen.

Mittlerweile konnten auch Perera et al. (1999) an Maisnodien eine Beteiligung des PI-
Systems an schwerkraftvermittelten Signaltransduktionsprozessen nachweisen. In
diesem System konnten sie einen Anstieg der Ins(1,4,5)P3-Gehalte in der
physiologischen Unterseite der Maisnodien schon 10s nach gravi-Stimulation messen.

Bei Untersuchungen an Maiskoleoptilen und -wurzeln konnte eine signifikante
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Sedimentation von Amyloplasten allerdings erst nach 40s bzw. 4,1min nachgewiesen
werden (Sack, 1984; Sack et al., 1985; Griffiths, 1963 in Audus,1979). Somit scheint
auch die von Perera et al. (1999) nachgewiesene Aktivierung des PI-Systems nach
gravi-Stimulation auf einer von Amyloplasten unabhéngigen Schwerkraftwahrnehmung
zu beruhen. So liefern diese Experimente als auch das Klinostat- und das
Flugexperiment Hinweise dafur, dall das PI-Systems an schwerkraftvermittelten
Signaltransduktionsprozessen beteiligt ist. Weiterhin lassen sie vermuten, dald die
Aktivierung des PI-Systems auf einer von  Statolithen unabhangigen
Schwerkraftwahrnehmung beruht, die zudem nicht nur auf spezialisierte gravisensitive
Zellen beschrankt ist. Hohere Pflanzen haben somit neben dem Statolithen-System
mindestens ein weiteres System zur Perception von Schwerkraft entwickelt.
Maoglicherweise ist jeder einzelne Protoplast als autonome Einheit zur Wahrnehmung
von Schwerkraft beféhigt. Aus molekularbiologischen Untersuchungen ergeben sich
sogar Hinweise, dal’ bei htheren Pflanzen selbst in den verschiedenen Organen einer
Pflanze unterschiedliche Mechanismen an gravitropen Reaktionen beteiligt sind
(Ranjeva et al., 1999; Fukaki et al. 1997; Fukaki et al. 1996; Yamauchi et al., 1996;
Arnim und Deng, 1996).

Eine von Statolithen vollkommen unabhéangige Schwerkraftwahrnehmung konnte bisher
nur an niederen Pflanzen wie Euglena gracilis und Chara sp. internodial Zellen
nachgewiesen werden (Hader und Hemmersbach, 1997; Staves, 1997). Hier scheint
der gesamte Protoplast als gravi-Sensor zu fungieren, wobei verdnderte
Schwerkraftvektoren lonenkandle der Plasmamembran (Euglenen) bzw. die
Cytoplasmastromung (Chara) beeinflussen.

Untersuchungen der jlingsten Zeit zeigten, dal3 wahrscheinlich auch der extrazellularen
Matrix und der Plasmamembran eine wesentliche Bedeutung bei der Perception von
Schwerkraft zukommt. Hierbei sollen integrale Rezeptoren der Plasmamembran, die
eine Verbindung der extrazellularen Matrix zum Zellinneren herstellen, physikalische
Reize wahrnehmen und ins Zellinnere weitergeben (Wayne und Staves, 1996; Staves
et al., 1997). In tierischen Zellen stellen die Integrine eine Familie solcher Rezeptoren
der Zelloberflache dar (Clark und Brugge, 1995). Sie verbinden die extrazellulare Matrix

mit dem Cytoskelett des Zellinneren und regulieren Signal-Transduktionswege der Zelle
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unter anderem bei mechanischem Strel3 (Ingber, 1999; Clark und Brugge, 1995;
Richardson und Parson, 1995; Wang,1993).

Integrine sind in tierischen Zellen unter Beteiligung von G-Proteinen maf3geblich an der
Regulation des Cytoskeletts und des Phospholipid-turnovers beteiligt (Ingber, 1999;
Clark und Brugge, 1995; Richardson und Parson, 1995; Miyamoto et al. 1995; Wang et
al., 1993), wobei die genauen Regulationsmechanismen noch weitgehend ungeklart
sind. Bekannt ist, dal3 Integrine die Phosphatidyinositol-3-Kinase (fihrt zur Bildung von
PI(3,4,5)P3) und die Phosphatidylinositol-5-Kinase (fuhrt zur Synthese von PI(4,5)P,,
Vorstufe von 1Ins(1,4,5)P3;) aktivieren. Auch koénnen sie eine Hydrolyse der
Phospholipide und damit unter anderem einen Anstieg des second messengers
Ins(1,4,5)P3 bewirken. In Pflanzen konnten mittlerweile Verbindungen nachgewiesen
werden, die mit Antikbrpern gegen tierische Integrine reagieren (Katembe et al., 1997).
Weiterfihrende Untersuchungen lassen vermuten, dald bei Pflanzen Integrine als gravi-
(mechano-) Rezeptoren an gravitropen Reaktionen beteiligt sind (Wayne und Staves,
1996). Auch konnte in Maisnodien eine Schwerkraft-abhangige Aktivierung der
Phosphatidylinositol-5-Kinase nachgewiesen werden (Perera et al., 1999).

Aus den Literaturdaten ergeben sich damit neue Hinweise flr eine g-abhangige,
Integrin-vermittelte Aktivierung des PIl-Systems. Die fur tierische Zellen nachgewiesene
Perception von mechanischem Strel3 durch Integrine lassen vermuten, dal3 auch die
Aktivierung des PI-Systems in Protoplasten durch mechanische Stimulation (Abb. 26)

uber Integrine erfolgt.

Weder fur die Auxin- noch die Schwerkraft-vermittelten Signaltransduktions-Prozesse
ist allerdings bisher die physiologische Bedeutung der Aktivierung des PI-Systems
bekannt. Méglicherweise leitet sie jedoch tber eine Erhéhung der cytosolischen Ca?*-
Konzentration zahlreiche weitere Prozesse ein, die den metabolischen Status der Zellen
von einer ruhenden Zelle hin zu einer sich streckenden Zelle andert (Perera et al.,
1999).
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, die Signaltransduktion tUber das pflanzliche PI-System am
Beispiel des physikalischen Reizes Schwerkraft zu untersuchen. Hierzu wurde der
second messenger Ins(1,4,5)P; als zentrales Intermediarprodukt der PI-System-
abhangigen Signaltransduktion in Sonnenblumen Hypokotylprotoplasten quantitativ

gemessen.

Zunachst war es erforderlich eine Methode zu entwickeln mit der Protoplasten in
ausreichender Menge und Qualitat gewonnen werden konnten. Zur Qualitatsbeurteilung
wurde neben den Ublichen Vitalitatstests (lichtmikroskopische Beurteilung, FDA-Test),
eine weitere Methode etabliert, mit der die Auxin-abhéngige Aktivierung der PM/H-
ATPase in vivo gemessen werden konnte. Diese berlcksichtigt auch mogliche
Rezeptorschadigungen an der Plasmamembran und ermdéglicht die Optimierung des

Test-Systems.

So konnte eine konzentrationsabhangige Aktivierung der PM/H*-ATPase durch Auxin
nachgewiesen werden, die sich durch den H*-ATPase Inhibitor DCCD inhibieren lieR.
Da eine Inhibierung durch den PI-System-Inhibitor Neomycin unter den gegebenen
Bedingungen nicht nachweisbar war, erscheint eine Beteiligung des PI-Systems an der
Auxin-abhangigen Aktivierung der PM/H"ATPase eher als unwahrscheinlich.

Des weiteren war die Etablierung einer nicht radioaktiven Methode zur quantitativen
Messung von Ins(1,4,5)P3; in HCP-Extrakten wesentlicher Bestandteil der Arbeit. Neben
einer ausreichenden Sensitivitat (10 pmol) waren die Isomerentrennung im InsP3-
Bereich und der Probendurchsatz wesentliche Kriterien fir die Auswahl der Methode.
Diese wurden von der metal-dye-detection-HPLC (mdd-HPLC) am besten erfillt, die
zudem den Nachweis auch starker phosphorylierter Inositolphosphate ermdoglicht.
Durch eine Kombination beider Analysesysteme (saure/alkalische mdd-HPLC) kann
zudem ein breites Spektrum an Inositolphosphaten isomerspezifisch untersucht werden.
Allerdings waren einige Optimierungen der Standard HPLC erforderlich, um das
Rauschen der Basislinie zu mindern und damit die erforderliche Sensitivitat (10 pmol)

ZU erreichen.
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Zusammenfassung

Mit der alkalischen mdd-HPLC konnte ein mit Ins(1,4,5)P3; koeluierender Peak in HCP-
Extrakten nachgewiesen werden. Zur Absicherung der Identitat wurden drei weitere
unabhéngige Methoden (3-Phytase-Abbau, UV-Absorption, Rechromato-graphie)

etabliert, die alle das Ergebnis bestatigten.

In Zeitreihenuntersuchungen konnten mit der alkalischen mdd-HPLC quantitative
Veranderungen der Ins(1,4,5)P3-Gehalte nach Auxinbehandlung (100 uM) in HCPs
nachgewiesen werden. Die Aktivierung des PI-Systems scheint aber nicht in einer

Aktivierung der PM/H*-ATPase zu resultieren.

Experimente mit simulierter Schwerelosigkeit sowie mikro-Gravitation ergaben erste
Hinweise, dald HCPs als autonome Einheit Veranderungen des g-Vektors wahrnehmen
kénnen. Weiterhin scheint das PI-System an der Umsetzung des physikalischen Reizes

Schwerkraft in ein chemisches Signal beteiligt zu sein.

Schlief3lich konnte gezeigt werden, dal3 auch die einfache mechanische Stimulation von

HCPs eine Aktivierung des PI-Systems bewirkt.
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