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1. Einleitung 
 

Die Koleoptile ist ein spezifisches Organ der Pflanzenfamilie der Süßgräser (Poaceae). 

Schon im ungekeimten Getreidekorn ist sie nachweisbar und bildet eine 

zylindrische, oben stumpfe, geschlossene Röhre (Keimscheide) in der das Primär-

blatt und die Plumula völlig eingeschlossen und geschützt ruhen. Bei einsetzender 

Keimung ereignen sich in der Koleoptile zunächst zahlreiche Zellteilungen. Dadurch 

schiebt sie sich aus dem gequollenen und aufgeplatzten Getreidekorn heraus. 

Sobald sie eine Länge von ca. 0,5 cm erreicht hat, nimmt die Anzahl der 

Zellteilungen beträchtlich ab. Zu diesem Zeitpunkt beginnt das augenfälligste 

Längenwachstum der etiolierten Koleoptile. In einiger Entfernung hinter den meris-

tematischen, isodiametrisch verbleibenden Zellen der Koleoptilenspitze beginnen 

sich die isodiametrischen Zellen von Epidermis und Kortex durch Zellexpansion in 

der Längsrichtung des Organs zu strecken. Diese Zellstreckung nimmt am unteren 

Ende der Koleoptile ihren Anfang und schreitet nach oben fort, bis die Koleoptile 

eine Länge von mehreren Zentimetern erreicht hat. Gerade in dieser Zellstreck-

ungsphase war und ist die Koleoptile Versuchsobjekt grundlegender Unter-

suchungen hinsichtlich der Perzeption und Signaltransduktion von Pflanzenwuchs-

stoffen, Schwerkraft und Licht (DARWIN & DARWIN 1880, HAGER et al. 1971, IINO 

1990). 

 

Die pflanzliche Vakuole, die bis zu 90 % des Zellvolumens einnehmen kann, ist für 

das turgorgetriebene Zellstreckungswachstum durch eine ca. hundertfach höhere 

H2O-Permeabilität des Tonoplasten gegenüber dem Plasmalemma als einer der 

Schlüsselregulatoren anzusehen (MAUREL 1997, CHAUMONT et al. 1998). Die 

gegenüber dem Plasmalemma quasi nicht limitierte Fähigkeit zum H2O-Transport 

durch den Tonoplasten ermöglicht es der pflanzlichen Zelle, das vakuoläre Lumen 

effizient zur Pufferung osmotischer Schwankungen im Zytosol einzusetzen. Nach-

haltige Veränderungen der osmotischen Konsistenz der Koleoptile von Z. mays L. 

treten bei lichtinduzierter Wachstumsinhibition und Wachstumsförderung durch 

Pflanzenwuchstoffe auf. So führt lichtinduzierte Wachstumsinhibition zu einer Ab-

nahme der osmotisch wirksamen Teilchen in der Maiskoleoptile (KUTSCHERA & 

FRÖHLICH 1992; PARVEZ et al. 1994, 1996). Hingegen führt die durch den Pflanzen-

wuchstoff Indol-3-Essigsäure induzierte Wachstumsförderung der Maiskoleoptile zu 

einer Aufnahme von osmotisch wirksamen K+- und Cl--Ionen (HASCHKE & LÜTTGE 
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1973, 1975; RUBINSTEIN & LIGHT 1973), wobei die Netto-Aufname von K+ der Ge-

websstreckung entspricht. Die mit der Aufnahme von Ionen verbundene Wasser-

aufnahme, der Anstieg des Turgors, die Volumenvergrößerung und die damit ver-

bundene Zellstreckung können hierbei nur durch die Koordination der Ionentrans-

portsysteme durch das Plasmalemma und den Tonoplasten der Vakuole 

verstanden werden. 

 

Neben diesen für die Osmoregulation der Zelle wichtigen Aspekten nimmt die 

Vakuole innerhalb der Organisationsstruktur der pflanzlichen Zelle hinsichtlich ihrer 

multifunktionalen Rolle eine einzigartige Stellung unter den pflanzlichen Zellkomparti-

menten ein. Durch ihren Gehalt an Proteinasen und sauren Hydrolasen stellt sie das 

hydrolytische Kompartiment der pflanzlichen Zelle dar, in dem Bestandteile des 

Zytoplasmas abgebaut werden können. Neben der Zwischenspeicherung 

wiederver-wertbarer Stoffe dient die Vakuole als Depot für nicht mehr benötigte 

Stoffwechsel-produkte sowie für Xenobiotica. Einem Teil dieser Verbindungen kommt 

eine wichtige Bedeutung als Allelochemikalien bei Schutz und Abwehrreaktionen zu. 

 

Die Energie für Transport und Akkumulation vieler Substanzen in die Vakuole wird 

durch die Aktivität zweier tonoplastenständiger Protonenpumpen, der protonen-

translozierenden vakuolären Adenosin-5´-triphosphatase (v-H+-ATPase) und Pyro-

phosphatase (PPase), generiert. So werden sog. sekundär aktive Transportsysteme 

(H+/Antiporter) für Kationen wie Ca2+, Mg2+ und Na+ oder für Stoffwechselmeta-

boliten wie Glukose und Aminosäuren ermöglicht, die den transmembranen 

Protonengradienten über dem Tonoplasten ausnutzen (SCHUMAKER & SZE 1985, 

PFEIFFER & HAGER 1993, BLUMWALD & POOLE 1987, RAUSCH et al. 1987, BOLLER et 

al. 1975). Die pflanzliche Vakuole ist somit nicht nur in den komplexen pflanzlichen 

Stoffwechsel eingebunden, sondern auch in die zytoplasmatische Ca2+-

Homöostase und in die Regulation des zytoplasmatischen pH mit einbezogen 

(FELLE 1988a, b, c; FROHNMEYER et al. 1998). 

 

Zytosolisches Ca2+ ist seit langem als ein wichtiger Schlüsselregulator des zellulären 

Metabolismus bekannt. In Koleoptilzellen von Z. mays L. beeinflussen verschie-

denste externe Faktoren die zytosolische Ca2+-Homöostase. So führen Indol-3-

Essigsäure (FELLE 1988a), Abzissinsäure (GEHRING et al. 1990b) und gravitropische 
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Stimuli (GEHRING et al. 1990a) zu einem Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzen-

tration. Auch seitlich appliziertes Licht (GEHRING et al. 1990a) führt auf der 

Schattenseite zu einem Ca2+-Anstieg in Epidermis und Kortex. 

Setzt man voraus, daß im phosphatgepufferten Zytoplasma die Konzentration von 

freiem Ca2+ auf ein niedriges Niveau einreguliert wird, kann die Zelle einen Anstieg 

der zytoplasmatischen Ca2+-Konzentration als Signal erkennen. Eine niedrige zyto-

plasmatische Ca2+-Konzentration wird durch primär und sekundär aktive Transport-

prozesse, die Ca2+ in den extrazytosolischen Raum (Apoplast, Vakuole, Endoplas-

matisches Retikulum, Golgi, Mitochondrium, Plastiden) transportieren, ermöglicht. 

Somit kann in diesen extrazytosolischen Kompartimenten ein steiler Ca2+-Konzen-

trationsgradient gegenüber dem Zytoplasma generiert werden. Insbesondere das 

Endoplasmatische Retikulum und die Vakuole schaffen die Voraussetzung, der 

pflanzlichen Zelle einen ständig verfügbaren intrazellulären Ca2+-Speicher zu ga-

rantieren. Innerhalb dieser intrazellulären Kompartimente kann, in Verbindung mit 

Ca2+-bindenden Proteinen und Ca2+-Anionenkomplexen, die Konzentration an 

freien Ca2+ relativ konstant gehalten werden. Die pflanzliche Zelle wird somit 

gegenüber Konzentrationsschwankungen des freien Ca2+ im das Plasmalemma 

umgebenden Apoplasten unempfindlicher. Durch eine leichte Erhöhung der 

Membranpermeabilität oben genannter Kompartimente kann die zytoplasma-

tische Ca2+-Konzentration angehoben werden und Ca2+-bindende Proteine, Ca2+-

aktivierbare Proteinkinasen, Phosphatasen, Ionenkanäle sowie die Exozytose 

regulieren (HETHERINGTON & TREWAVAS 1984, LUAN et al. 1993, THIEL et al. 1994, 

KETCHUM & POOLE 1991). 

 

Eine Erhöhung der Membranpermeabilität für Ca2+ kann durch die Aktivierung von 

agonistenabhängigen Ca2+-Kanälen erfolgen. Als Agonisten gelten hierbei 

sogenannte „second messenger“ wie Inositol-1,4,5-triphosphat oder zyklische 

Adenosin-Diphosphat-Ribose. Agonisten können durch die Aktivierung tonoplasten-

ständiger Ca2+-Kanäle eine kurzfristige Erhöhung der zytoplasmatischen Ca2+-

Konzentration verursachen (ALEXANDRE et al. 1990, ALEXANDRE & LASSALLES 1992, 

ALLEN & SANDERS 1994b, ALLEN et al. 1995). Insbesondere die Signaltransduktion 

via Inositol-1,4,5-triphosphat könnte hierbei in der Koleoptile von Z. mays L. eine 

Rolle spielen, da eine Aktivierung des Phosphoinositid-Metabolismus durch Indol-3-
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Essigsäure, Phytochrom und osmotischen Streß in pflanzlichen Zellen vermutet wird 

(ALLEN & SANDERS 1994b, DOVE et al. 1997, GURON et al. 1992, POLEVOI et al. 

1996, SRIVASTAVA et al. 1989, ZBELL & WALTER-BACK 1988). 

 

Eine erste Zielsetzung der vorliegenden Arbeit ist es, die Aktivität der tono-

plastenständigen Ca2+-Transporter in der Koleoptile von Z. mays L. bei der zyto-

solischen Ca2+-Homöostase und Ca2+-abhängigen Signaltransduktion zu unter-

suchen. Mit Hilfe von Ca2+-selektiven Mini-Elektroden wird dazu der Ca2+-Transport 

durch den Tonoplasten in die Vakuole untersucht. Um zwischen primär und 

sekundär aktiven Transportprozessen unterscheiden zu können, wird die Aktivität 

der tonoplastenständigen Protonenpumpen, das Ausmaß des von ihnen ge-

nerierten pH-Gradienten sowie der Einfluß von Ca2+ auf diesen ermittelt. 

Die Frage nach der Beteiligung der Vakuole bei der Ca2+-abhängigen zellulären 

Signaltransduktion wird anhand der Reaktion des Ca2+-Transports durch den Tono-

plasten aus der Koleoptile von Z. mays L. auf die Ca2+-Kanal-Agonisten Inositol-

1,4,5-triphosphat, Ryanodin und zyklische Adenosin-Diphosphat-Ribose diskutiert. 

Mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik erfolgt eine abschließende Identifikation und 

Charakterisierung der durch Ca2+-Kanal-Agonisten aktivierbaren Ionenkanäle im 

Tonoplasten von Z. mays L. Koleoptilzellen. 

Schließlich wird die vermutliche Rolle der vorgefundenden tonoplastenständigen 

Ca2+-Transporter bei der Generierung von zytoplasmatischen Ca2+-Signalen in der 

pflanzlichen Zelle diskutiert. 

 



Abkürzungen, Symbole & Definitionen 

 5 

2. Abkürzungen, Symbole & Definitionen 
 

A   Ampère, Einheit der elektrischen Stromstärke 
AO   Acridinorange, ungeladenes Ion 
AO+  Acridinorangekation 
ATP  Adenosin-5`-triphosphat 
BAPTA  1,2-bis-(o-Aminophenoxy)-Ethan-N,N,N´,N´-Tetraessigsäure 
BSA  Rinderserumalbumin 
c   Grundlinie der Darstellung von Kanalereignissen (Grundlinie des 
   geschlossenen Kanals) 
cADPR  zyklische Adenosin-Diphosphat-Ribose 
ci   "cytosolic-side in"-Konfiguration 
co   "cytosolic-side out"-Konfiguration 
ψm   el. Potentialdifferenz über einer Membran,  
   „Membranpotential“, [mV] 
D   Digitonin 
DTT   DL-Dithiothreitol 
Erev   Umkehrpotential des Ions X+,- [mV] 
Ex+,-   Gleichgewichtspotential des Ions X+,- [mV] 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 
EGTA  Ethylenglycol-bis-(β-Aminoethylether)-N,N,N`,N`,-tetraessigsäure 
F   Faradaykonstante (96485 As.mol-1) 
fA   Femptoampère 
FV   Fast-Vacuolar-Ionenkanal, schnell aktivierender Ionenkanal der Vakuole 
∆G   Freie Energie (J.mol-1) 
g   Fallbeschleunigung (m.s-2) 
Glu-  Glukonat-Ion, Anion der D-Glukonsäure 
HEPES  N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N´-2-ethansulfonsäure 
I   Stromstärke 
InsP3  Inositol-1,4,5-triphosphat 
InsP3R  InsP3-Rezeptor-Ca2+-Kanal-Komplex 
kJ   Kilojoule 
Lj   "Liquid-junction" -Potential 
ln   Logarithmus zur Basis e 
log   Logarithmus zur Basis 10 
MES  2-N-Morpholino-Ethan-Sulfonsäure  
NA = L  Avogadro-Konstante (6,022045.1023.mol-1) 
o1...oX  Erster bis xter Offenzustand eines Kanals 
pA   Pikoampère 
pCa  Negativer dekadischer Logarithmus der Ca2+-Konzentration 
pH   Negativer dekadischer Logarithmus der H+-Konzentration 
pmf  Proton-Motive-Force (Triebkraft der Protonenbewegung) 
PPase  Pyrophospatase 
PPi   Pyrophosphat, ohne Spezifierung der Ladung und Komplexierung 
Px+,-  Permeabilitätskonstante des Ions X+,- 
R   Allgemeine Gaskonstante (8,314 J.mol-1.K-1) 
Rya  Ryanodin 
RyR  Ryanodin-Rezeptor-Ca2+-Kanal-Komplex 
S   Einheit des elektrischen Leitwertes (1/Ω=A/V) 
SV   Slow-Vacuolar-Ionenkanal, langsam aktivierender Ionenkanal der Vakuole 
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T   Temperatur in Kelvin 
TRIS  2-Amino-2-Hydroxymethyl-1,3-Propandiol 
V   Volt, Einheit der elektrischen Spannung 
wv   "whole-vacuole"-Konfiguration 
[X]a  Konzentration des Ions X im Außenmedium 
[X]i   Konzentration des Ions X im Zytoplasma 
z   Valenz eines Ions 
 
Häufig verwendete Anglismen: 
 
Patch     isolierter Membranfleck 
second messenger intrazellulärer Signalstoff 
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3. Material und Methoden 
 

3.1 Anzucht des Pflanzenmaterials 
 

Als Pflanzenmaterial dienten 5 bis 6 Tage alte Koleoptilen von Zea mays L. cv. 

"Santos“. Karyopsen wurden von der Firma KWS (Einbeck) bezogen. 

Die gebeizten Karyopsen von Z. mays L. wurden für 3 Stunden in Leitungswasser 

vorgequollen und dann auf feuchten Vermiculit in verschließbaren Plastikboxen 

ausgesät. Die Anzucht erfolgte in einem Kulturschrank bei 25° C und Dunkelheit. 

 

3.2 Häufig verwendete Chemikalien 
 

Calbiochem, Bad Soden: 

Bafilomycin, Ryanodin 

Fluka Feinchemikalien GmbH, Neu-Ulm: 

Acridinorange, Ca2+-Sensor (Fluka Cocktail A, Best.-Nr.: 21196) 

Seishin Pharmaceutical Co., LTD, Tokyo: 

Pectolyase Y-23 aus Aspergillus japonicus 

Serva Feinchemikalien GmbH, Heidelberg: 

Cellulase TC aus Trichoderma reesei, Macerocym 

Sigma Chemie GmbH, Taufkirchen: 

Ficoll Type 400, Percoll, Inositol-1,4,5-triphosphat, cADPR 

Alle anderen für die Medien verwendete Chemikalien stammten von unter-

schiedlichen Herstellern und entsprachen dem üblichen Laborstandard (pro 

analysi). 

 

3.3 Verwendete Geräte 
 

Patch-Clamp-Messungen 

Auflicht-Mikroskop Zeiss ID02 

DAT Recorder Biologic DTR 1202 

Generator WP-Instruments (1830,1831) 

Glaskapillaren Kimble Kimax 51 

Patch-Clamp-Verstärker List Electronic EPC-7 

PC Laser 386 mit Bildschirm Eizo Flexscan 9070S 

Peristaltikpumpen: Verder Peristaltic 2000, Pharmacia P1 
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Pipetten-Poliereinheit L/M-CPZ-101, List-Electronic 

Präzisions-Kreuztischkombination Spindler & Hoyer 

Speicheroszillograph Gould OS 4020 

Vertikal-Mikrokapillar-Ziehgerät L/M-3P-A Patch Pipette Puller, List Electronic 

Wasserschüttelbad Braun Thermomix 1441 

Zentrifuge Hettich Universal K2S 
 

Ca2+-selektive Mini-Elektroden 

Hochimpedanzverstärker WP-Instruments KS-700 

Elektrodenhalter WP-Instruments 

Linienschreiber Kontron W+W 320 

Trockenschrank Heraeus T 5028 
 

Acridinorange-Messungen 

Präparative Kühlzentrifuge Beckmann J-21 B mit Rotor JA 20 

Spektralphotometer Gilford Response 

 

3.4 Präparative Maßnahmen zur Herstellung intakter Vakuolen 
 

Zur Isolierung intakter Vakuolen aus pflanzlichen Zellen sind verschiedene 

Methoden etabliert worden, die sich hinsichtlich der verwendeten Untersuchungs-

methoden, Messungen an Einzelvakuolen oder Vakuolensuspensionen, stark unter-

scheiden. Die einfachste Methode ist die direkte Isolierung durch mechanische 

Zerkleinerung des Gewebes, die z.B. bei Brassica oleracea L. (ASKERLUND 1997) zur 

Herstellung einer Vakuolensuspension erfolgreich angewandt wurde. Diese 

Methode führte bei Z. mays L. aufgrund der zu geringen Menge des verfügbaren 

Gewebematerials (8 g vs. 600 g) zu keinen befriedigenden Ergebnissen. 

Alle weiteren Methoden gehen von isolierten Protoplasten aus, die aus dem 

pflanzlichen Gewebe mittels enzymatischen Abverdaus der Zellwand gewonnen 

werden. Aus den isolierten Protoplasten lassen sich dann über verschiedene Wege 

Vakuolen herstellen. 

 

A. Polykationen-induzierte Lyse 

Unter leicht hypotonen Bedingungen konnte HOFFMANN (1988) durch die 

irreversible Bindung des Plasmalemmas an Polykationen (DEAE-Dextran) ein Auf-
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reißen des Protoplasten und die Freisetzung von Vakuolen aus Chenopodium 

rubrum L. Suspensionszellen erreichen. 

B. Mechanische Scherkräfte 

Die bei der Hochgeschwindigkeitszentrifugation auftretenden externen Scherkräfte 

wurden von MANDALA & TAIZ (1985) und BRODMERKEL (1994) zur Isolierung von 

Vakuolen aus Z. mays L. verwendet. Diese Methode wurde jedoch durch die nicht 

unter optischer Kontrolle stehende Protoplastenlyse und zu langer Zentrifugations-

zeiten verworfen. 

Das Aufreißen des Plasmalemmas kann auch durch Pressen der Protoplasten-

suspension durch eine lange, dünne Kanüle erreicht werden (MARTINOIA et al. 

1981). Dies führte bei Z. mays L. nur zu einer geringen Ausbeute an Vakuolen, 

konnte jedoch für Patch-Clamp-Messungen an Einzelvakuolen verwendet werden. 

C. Membrandestabilisierende Agenzien 

Für Messungen mit der Patch-Clamp-Technik konnten in Anlehnung an SCHULZ-

LESSDORF & HEDRICH (1995) mittels eines scharfen EDTA-Strahls (100 mM) aus einer 

Mikropipette einzelne Vakuolen aus Protoplasten freigesetzt werden. 

D. Osmotische Lyse 

Eine Herabsetzung der Osmolarität des Mediums und der damit einhergehende 

osmotische Schock führt bei vielen Spezies zur Freisetzung von Vakuolen (WAGNER 

1987). 

E. Kombination membrandestabilisierender Agenzien, osmotischer Lyse und 

externer Scherkräfte 

Als Methode der Wahl zur Herstellung der Vakuolensuspension für Z. mays L. erwies 

sich die Protoplastenlyse durch eine Absenkung der Osmolarität des Mediums und 

eine weitergehende Destabilisierung des Plasmalemmas durch EDTA-Zusatz, 

externen Scherkräften sowie pH- und Temperaturerhöhung (JOHANNES 1989, 

LOMMEL 1996). 

 

3.5 Isolation der Protoplasten und Vakuolen 
 

Patch-Clamp: Protoplastenisolation und Vakuolenfreisetzung 
 

Zur Protoplastenherstellung wurden nur Koleoptilen von 5 - 6 Tage alten und 4 - 7 cm 

großen etiolierten Keimlingen verwendet. Die Protoplasten wurden durch en-

zymatischen Verdau der Zellwand gewonnen (RÜCK 1994). Die apikalen 3 mm der 

Koleoptile wurden entfernt und die weiteren 10 - 15 mm langen Segmente nach 
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Entfernung des Primärblattes zur Präparation verwendet. 15 Segmentstücke mit 

einem Gewicht von ca. 0,5 g wurden in 1 mm dicke Ringe geschnitten und 

nochmals in ca. 1 mm2 große Segmente zerkleinert. Das zerkleinerte Gewebe 

wurde in einem Sieb unter fließendem Leitungswasser gespült und die über-

schüssige Feuchtigkeit durch Auflegen des Siebes auf Papier entzogen. Dann 

wurde das Gewebe in 10 ml Enzymlösung (s.u.) auf einem Rundschüttler bei 30° C 

für 60 min inkubiert. Der Abbau der Zellwand wurde durch mikroskopische Kon-

trolle verfolgt. Die Enzymlösung wurde durch ein Nylonnetz (100 µm) filtriert und die 

Protoplasten und Zellfragmente durch Zentrifugation (90 g für 10 min, 4° C) abge-

trennt. 

Die Aufreinigung der Protoplasten erfolgte mittels Flotation über einen 

diskontinuierlichen Saccharose-Mannitol-Gradienten (s. Tabelle 3.1). Nach dem 

Dekantieren der Enzymlösung mittels einer Wasserstrahlpumpe wurde der Rück-

stand in 5 ml Lösung I aufgenommen und mit jeweils 5 ml der Lösung II und 2 ml 

der  Lösung  III  überschichtet.  Nach  einer  10minütigen  Zentrifugation  bei  90  g  

(4° C) konnten 2 ml einer aufgereinigten Protoplastenbande zwischen der Grenz-

schicht der Lösungen II und III entnommen werden. Die Dichte der Protoplasten 

betrug ca. 105.ml-1. Die Protoplasten hatten einen Durchmesser von 20 - 70 µm. Zur 

Freisetzung der Vakuolen wurden nur frisch hergestellte, höchstens 8 h alte Proto-

plasten verwendet. Zur Vakuolenfreisetzung wurden 200 µl der Protoplasten-

suspension in eine saubere Meßküvette pipettiert. Nach ca. 15 min hatten sich die 

Protoplasten auf der Glasoberfläche abgesetzt. Die Freisetzung der Vakuolen 

wurde gewährleistet durch: 

a) die Absenkung der Osmolarität der Lösung von 500 mOsm auf 130 mOsm 

b) den Anstieg des pH von pH 5,6 auf pH 7,2  

c) die Destabilisierung der Protoplasten durch EDTA  

d) die Scherkraft der nachfolgenden dichteren Badlösung (WEISER 1991). 

Die sedimentierten Protoplasten wurden mit Lösung IV 5 - 10 min gespült. Wurden 

in dieser Zeitspanne genügend Vakuolen freigesetzt, die sich am Glasboden 

festsetzt hatten, wurden durch die anschließende Badperfusion mit den dichteren 

Badmedien nochmals weitere Protoplasten aufgebrochen. 
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Vakuolensuspension: Protoplastenisolation und Vakuolenisolation 
 

Zur Herstellung der Vakuolensuspension wurden die Koleoptilen in der oben be-

schriebenen Weise präpariert. Als Ausgangsmenge diente 6 - 8 g Gewebematerial 

(200 Koleopilsegmente). Diese wurden in 60 ml Enzymlösung für 40 - 60 min inku-

biert. Anschließend wurde die Dichte der Enzymlösung mit 120 ml Verdünnung 

heruntergesetzt. Die Enzymlösung wurde durch ein Nylonnetz (100 µm) filtriert und 

die Protoplasten und Zellfragmente durch Zentrifugation (90 g für 10 min, 4° C) ab-

getrennt. 

Die Aufreinigung der Protoplasten erfolgte mittels Flotation der Protoplasten über 

einen diskontinuierlichen Ficoll-Saccharose-Mannitol-Gradienten (s. Tabelle 3.2). 

Nach dem Dekantieren der Enzymlösung mittels einer Wasserstrahlpumpe wurde 

der Rückstand in 5 ml P I 10 % aufgenommen und mit jeweils 5 ml P II 6 %, 5 ml P II, 

sowie  3  ml  P III  überschichtet.  Nach  einer  10minütigen  Zentrifugation  bei 90 g 

(4° C) konnte eine aufgereinigte Protoplastenbande zwischen der Grenzschicht 

der Lösungen P II und P III entnommen werden. 

Die Lyse der Protoplasten wurde durch eine Reduzierung der Osmolarität des 

Mediums von 500 mOsm auf 200 mOsm eingeleitet (s. Tabelle 3.3). Durch Mischen  

Tabelle 3.1: Verwendete Lösungen zur Gewinnung und Aufreinigung der Proto-
plasten und Vakuolen für die Patch-Clamp-Versuche. 

 
Enzymlösung: Lösung I Lösung II 
10 mM Mes/Tris (pH 5,6) 10 mM Mes/Tris (pH 5,6) 10 mM Mes/Tris (pH 5,6) 
400 mM Mannitol 431 mM Saccharose 284 mM Saccharose 
1 mM Spermidin 1 mM DTT 183 mM Mannitol 
2 mM DTT 1 mM KCl 1 mM DTT 
1 mM KCl 1 mM CaCl2 1 mM KCl 
1 mM CaCl2 1 mM MgCl2 1 mM CaCl2 
1 mM MgCl2  1 mM MgCl2 
10 mM L-Ascorbinsäure   
2 %  Cellulase TC   
0,5 %  Macerozym   
0,15 %  Pectolyase Y 23   
0,3 % BSA   

 
Lösung III Lösung IV 
0,5 mM Mes/Tris (pH 5,6) Tris (pH 7,2) 
466 mM Mannitol 50 mM KCl 
1 mM DTT 20 mM EDTA 
1 mM KCl  
1 mM CaCl2  
1 mM MgCl2  
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Tabelle 3.2: Verwendete Lösungen zur Gewinnung und Aufreinigung der Proto-
plasten für die Herstellung der Vakuolensuspension. 

 
Enzymlösung: Verdünnung:  P I 10 % 
10 mM Mes/Tris (pH 5,6) 10 mM Mes/Tris (pH 5,6) 5 mM Mes/Tris (pH 5,6) 
400 mM Mannitol 400 mM Mannitol 431 mM Saccharose 
1 mM Spermidin 1 mM Spermidin 10 % Ficoll 
2 mM DTT 2 mM DTT 1 mM DTT 
1 mM KCl 1 mM KCl 1 mM KCl 
1 mM CaCl2 1 mM CaCl2 1 mM CaCl2 
1 mM MgCl2 1 mM MgCl2 1 mM MgCl2 
10 mM L-Ascorbinsäure 10 mM L-Ascorbinsäure  
6 %  Cellulase TC   
0,5 %  Macerozym   
0,15 %  Pectolyase Y 23   
0,3 % BSA 0,3 % BSA  

 
P II 6 % P II P III 
0,5 mM Mes/Tris (pH 5,6) 0,5 mM Mes/Tris (pH 5,6) 0,5 mM Mes/Tris (pH 5,6) 
284 mM Saccharose 284 mM Saccharose 466 mM Mannitol 
183 mM Mannitol 183 mM Mannitol  
6 % Ficoll 1 mM DTT 1 mM DTT 
1 mM DTT 1 mM KCl 1 mM KCl 
1 mM KCl 1 mM CaCl2 1 mM CaCl2 
1 mM CaCl2 1 mM MgCl2 1 mM MgCl2 
1 mM MgCl2   

 
 
 
 

Tabelle 3.3: Verwendete Lösungen zur Protoplastenlyse und Aufreinigung der 
Vakuolen. 

 
Hypotone Lyse VL I 14%  VS A  VS B 
20 mM Hepes/Tris (pH 7,2) 10 mM Hepes/Tris (pH 7,2) 10 mM Hepes/Tris (pH 7,2) 
14 % Ficoll 100 mM KCl 100 mM KCl 
2 % BSA 1mM DTT 1mM DTT 
1 mM DTT 4 mM MgCl2 4 mM MgCl2 
4 mM MgCl2 200 mM Mannitol 350 mM Mannitol 
6 mM EDTA 250 mM Saccharose 100 mM Saccharose 
 
VS C 
10 mM Hepes/Tris (pH 7,2) 
100 mM KCl 
1mM DTT 
4 mM MgCl2 
450 mM Mannitol 
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von 2 Teilen erwärmten (35° C) VL I 14 % mit 1 Teil des Protoplastenmediums er-

folgte ein gleichzeitiger pH- und Temperatursprung. Die Anwesenheit von EDTA 

führte zu einer weiteren Destabilisierung der Protoplasten. Zusätzlich wurde das 

Medium auf einem Rundschüttler (100 rpm) für 2 - 3 min unter optischer Kontrolle 

inkubiert. Das so gewonnene Rohhomogenat wurde mit 5 ml VS A, 6 ml VS B und    

2 ml VS C überschichtet und für 12 min bei 4° C und 100 g zentrifugiert (Beckmann 

Zentrifuge mit Rotor JA 20). Während der Zentrifugation flotierten intakte Vakuolen 

und lysierte Protoplasten in die oberen Medienschichten. In der obersten Schicht 

befanden sich die Vakuolen mit dem höchsten Reinheitsgrad (ca. 0 - 1,5 % Konta-

mination), während der Kontiminationsgrad mit steigender Dichte des Mediums 

zunahm. Protoplasten sammelten sich in VS A. Die Ausbeute der Vakuolen in Bezug 

auf die eingesetzten Protoplasten lag bei 7 - 20 %. Die Vakuolenfraktion wurde bei 

4° C gelagert und konnte bis zu 6 Stunden für AO-Versuche verwendet werden. 

Für Messungen mit Ca2+-selektiven Elektroden wurden die aufgereinigten Vakuolen 

nochmals konzentriert. Hierzu wurde das Vakuolenmedium im Verhältnis 3,5 : 1 mit 

Percoll versetzt und mit 1 ml VS B und 0,25 ml VS A überschichtet. Die anschlie-

ßende Zentrifugation (10 min, 100 g) erbrachte eine Aufkonzentrierung der Vakuo-

len auf 4.105 bis 106 pro ml. Die freie Ca2+-Konzentration des Vakuolenmediums 

wurde mit BAPTA (1,2-bis-(o-Aminophenoxy)-Ethan-N,N,N´,N´-Tetraessigsäure) ein-

gestellt. 

 

     
 

Abbildung 3.1: Die einzelnen Stadien der Vakuolenpräparation von Z. mays L. 
Protoplasten (Balken entspricht 250 µM): 
A) aufgereinigte Protoplasten 
B) Protoplastenlyse 
C) Vakuolenbande nach dem Ficollgradienten 

A CB 
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3.6 Messungen mit Ca2+-selektiven Mini-Elektroden 
 

Zur Ermittlung der Veränderung der extravakuolären Ca2+-Konzentration in der 

aufkonzentrierten Vakuolensuspension dienten selbsgefertigte Ca2+-selektive Mini-

Elektroden. Die Mini-Elektroden wurden aus handelsüblichen Haematokrit-

kapillaren hergestellt. Die Kapillaren wurden auf eine Länge von 5 cm zurecht-

gesägt und anschließend in absolutem Methanol gewaschen. Anschließend 

wurden die Kapillaren im Trockenofen bei 200° C getrocknet und das prospektive 

Sensorende in der Flamme eines Bunsenbrenners hitzepoliert. Nach nochmaligem 

Erhitzen im Trockenofen wurden die Kapillaren innen silanisiert (0,2 % Tributyl-

chlorsilan in Chloroform) und für 90 min im Trockenofen bei 200°C gebacken. Die 

silanisierten Kapillaren wurden von vorne mit einem Sensor-Tetrahydrofuran-Poly-

vinylchlorid-Gemisch befüllt. Hierzu wurden 40 mg Polyvinylchlorid  in  1  ml  Tetra- 
 

 
 

Abb. 3.2: Linke Seite: Kalibration einer Ca2+-Elektrode vor einer Messung mittels 
Eichlösungen nach TSIEN & RINK (1980). Rechte Seite: Nach der Messung mit einer 
Vakuolensuspension. Mittels der Applikation von 1 µM Digitonin (D) wurde das in 
den Vakuolen enthaltene freie Ca2+ freigesetzt. Durch die nachfolgende wieder-
holte Ca2+-Zugabe [50 µM, 10 µM] konnte die Ca2+-Konzentration der Vakuolensus-
pension interpoliert werden. 
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hydrofuran gelöst. 70 µl dieses Gemisches wurden anschließend mit 30 µl des Ca2+-

Sensors versetzt. Nach 24 Stunden war das Tetrahydrofuran verdunstet und die 

Mini-Elektroden konnten mit einem Ca2+-Puffer (pCa 5) befüllt werden. Nach einer 

weiteren 24stündigen Aufbewahrung des Sensorendes in Ca2+-Puffer (pCa 4) 

waren die Elektroden gebrauchsfertig. Die Elektroden hatten eine lineare Ab-

hängigkeit von 25 bis 29 mV im Bereich von pCa 3 bis pCa 8. Da die Sensorspitzen 

durch den Kontakt mit den Vakuolen an Sensitivität verloren, wurden diese 

zusätzlich durch eine Dialysemembran geschützt. Die Eichlösungen zur Eichung der 

Mini-Elektroden wurden nach TSIEN & RINK (1980) hergestellt. Die freie Ca2+-Konzen-

tration in der Vakuolensuspension konnte mittels Zugabe definierter Ca2+-Mengen 

nach Beendigung der Messung interpoliert werden (s. Abb. 3.2). 

 

3.7 Vakuoläre pH-Bestimmung mittels Acridinorangeabsorption 
 

Mit dem pH-Indikator Acridinorange (AO) erfolgte die photometrische Messung der 

Protonentranslokation (ZANKER 1952, GOGARTEN-BOEKELS et al. 1985). Der basische 

Farbstoff (pK = 10,6) ist in unprotonierter Form membranpermeabel. Somit erfolgt 

zunächst als Folge des Konzentrationsausgleichs eine Gleichverteilung des Moleküls 

zwischen Vakuoleninnen- und -außenraum. Im sauren Milieu der energetisierten 

Vakuolen wird Acridinorange protoniert und somit membran-impermeabel. 

Dadurch kommt es zu einer vom vakuolären Lumen vorliegenden pH-Wert 

abhängigen Anreicherung des Farbstoffkations (Ionenfallenmechanis-mus). 

Weiterhin führt die weitere Anreicherung des Moleküls zu einer reversiblen 

Komplexbildung. Diese pH-abhängige Akkumulation führt zu einer Konzentrations-

verringerung des Farbstoffs im Außenmedium und kann als Absorptionsabnahme 

der neutralen Form bei einer Wellenlänge von λ = 490 nm photometrisch gemessen 

werden. 

Die Aktivität der v-H+-ATPase und v-PPase wurde beim Erreichen des steady-state 

als Gesamtansäuerung ermittelt (∆A490). Pro Versuchsansatz wurden durch-

schnittlich 2,5.105 Vakuolen eingesetzt. 

Wegen einer nicht ganz auszuschließenden Kontamination der Präparation durch 

die plasmalemmaständige H+-ATPase wurde zu deren Hemmung dem Versuchs-

ansatz 100 µM Na3VO4 zugesetzt (HAGER & HELMLE 1981, HAGER & BIBER 1984, 

O`NEILL & SPANSWICK 1984). 
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3.7.1 Quantitative Auswertung 
Der Farbstoff Acridinorange ermöglicht eine qualitative Verfolgung des Versuchs-

verlauf und eine quantitative Analyse der pH-Änderung in der Vakuole. Das 

vakuoläre pH läßt sich nach GOGARTEN-BOEKELS et al. (1985) als Funktion der Ab-

sorptionsänderung bei 490 nm rechnerisch ermitteln. In Abhängigkeit vom Ver-

hältnis des Vakuolenvolumens (Vi) zum Volumen des Versuchsmediums (Va) lassen 

sich zur Interpretation der Versuchsergebnisse Eichkurven erstellen. Für die 

einzelnen Acridinorangeformen gilt 

[AO]ges = [AO]+[AO+]+ 2.[AO2+]                      (1) 

wobei [AO]ges die Gesamtkonzentration an Acridinorange bezeichnet. Die 

Dissoziationskonstanten der einzelnen Acridinorangeformen (KD und 10-pK) wurden 

ZANKER (1952) entnommen und ermöglichen es, [AO] und [AO2+] durch die 

bekannten Terme KD, pK und pHa zu ersetzen. 

Unter der Annahme, daß zum Versuchsstart die Acridinorange-Konzentration der 

Vakuolen gleich der des Außenraumes ist und somit der pH-Wert des Vakuolen-

innenraums (pHi) dem des  Versuchsmediums (pHa) entspricht, gilt für [AO+]Start 
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Nach dem Aufbau des Protonengradienten (pHi ≠ pHa) ergibt sich die Verteilung 

der einzelnen Acridinorangezustände in Abhängigkeit vom Vakuolen- bzw. 
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Die Substitution von [AO+] und [AO2+] durch die Dissoziationskonstanten ergibt 
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gesetzt wurden. Die Binomialgleichung löst sich nach 
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wobei die negative Lösung der Wurzel zu vernachlässigen ist, da sie zu einer 

negativen Konzentration führen würde. 

Die Konzentration des protonierten Acridinorangemonomers im Versuchsansatz 

läßt sich mittels 
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Nach Festlegung der Variablen [AO]ges , pHa sowie Vi und Va kann mittels 
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eine Eichkurve für die Absorptionsänderung bei 490 nm als Funktion des vakuolären 

pH-Wertes erstellt werden (s. Abb. 3.3). 
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Abb. 3.3: Berechnung der Absorptionsänderung als Funktion des vakuolären pH 
nach GOGARTEN-BOEKELS et al. (1985) für die angezeigten Vakuolenvolumina. Es 
gelten: Gesamtkonzentration Acridinorange 30 µM, pHa=7,2, (Vi+Va)=1 ml. 
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Als Bezugspunkt bei der Auswertung der Acridinorange-Versuche diente der 

Absorptionswert nach Dissipation des pH-Gradienten durch 2,3 µM Nigericin, da die 

isolierten Vakuolen noch einen vom Alter der Präparation abhängigen „Rest-

gradient“ besaßen und über eine längere Zeitspanne hinweg aufrechterhalten 

konnten. 

 
3.7.2 Ermittlung des Vakuolenvolumens 
Aus der Vakuolenanzahl multipliziert mit dem durchschnittlichen Volumen einer 

Vakuole errechnet sich das Volumen einer Vakuolensuspension. Die Vakuolendichte 

wurde jeweils vor dem Versuch durch Auszählen der Vakuolensuspension in der 

Fuchs-Rosenthal-Kammer bestimmt. Zur Ermittlung des durchschnittlichen Vakuolen-

volumens wurden die Radien von 275 Vakuolen ermittelt. Die Vakuolen stammten 

aus verschiedenen Präparationen, die unter den gleichen Bedingungen ge-

wonnen wurden. Der Mittelwert der Vakuolenradien betrug 32,5 µm. Daraus folgt 

ein durchschnittliches Volumen von 17,9.10-10 l. Das Verteilungsmuster der Vakuo-

lenradien zeigt Abbildung 3.4. 

Durch Färbung mit Neutralrot oder Acridinorange konnte die Homogenität der 

Vakuolenfärbung und die Qualität der Vakuolenpräparation überprüft werden. 

 

Abb. 3.4: Verteilungsmuster der Vakuolendurchmesser der Vakuolensuspension aus Zea 

mays L. Protoplasten. 

 
 
 
 

Anzahl der Vakuolen

0

10

20

30

40

50

60

5-
10

11
-1

5

16
-2

0

21
-2

5

26
-3

0

31
-3

5

36
-4

0

41
-4

5

46
-5

0

51
-5

5

56
-6

0

61
-6

5

66
-7

0

71
-7

5

76
-8

0

Vakuolendurchmesser [µM]



Material und Methoden 

 19 

3.8 Darstellung der Patch-Clamp-Technik 
 

Der Aufbau des Meßplatzes und die verwendeten Geräte entsprachen dem von 

RÜCK (1990, 1994) beschriebenen Versuchsaufbau. 

 

3.8.1 Pipettenherstellung, Pipettenhalter und Elektroden 
Die Pipetten für Einzelkanalableitungen in der ci- und co-Konfiguration (s. u.) wur-

den aus Borosilikat-Glasröhrchen (Kimax 51, Kimble, Toledo, USA) in einem 

zweistufigen Verfahren mit einem Vertikal-Mikrokapillar-Ziehgerät (List Electronic) 

hergestellt. Der Schaft der Pipettenspitze wurde mit SYLGARD beschichtet 

(SAKMANN & NEHER 1983), das im Heißluftstrom der Pipetten-Poliereinheit (List-

Electronic) gehärtet wurde. Anschließendes Hitzepolieren der Pipettenspitze 

vervollständigte die Pipettenherstellung. Die Öffnung der Pipettenspitzen hatten 

mit einer Füllung von 100 mM KCl typischerweise einen elektrischen Widerstand von 

10 - 20 MΩ. Für Messungen in der wv-Konfiguration eignete sich am besten 

dünnwandiges Borosilikatglas (Außendurchmesser 1,65 mm, Wanddicke 0,16 mm, 

Hilgenberg, Malsfeld). Die Öffnung der Pipettenspitzen hatten mit einer Füllung von 

100 mM KCl einen elektrischen Widerstand von 1 - 2 MΩ. 

Durch Verwendung eines mit Aluminium abgeschirmten Teflon-Pipettenhalters und 

der oben beschriebenen Pipetten konnte das Grundrauschen der Meßapparatur 

zwischen 270 - 350 fA, bei einem Abdichtungswiderstand ≥ 10 GΩ, gehalten wer-

den. Ein mit AgCl beschichteter Silberdraht in einem Teflonschlauch diente als 

Referenzelektrode. Der Schlauch wurde luftblasenfrei mit Pipettenmedium befüllt 

und an seinem im Badmedium befindlichen Ende mit einem Agarpfropfen (3 % 

Agar im Pipettenmedium) abgedichtet. 

 

3.8.2 Meßküvetten und Badperfusion 
Als Meßküvetten dienten kleine Teflonschalen (∅  37 mm) mit gebohrten Löchern    

(∅  17 mm) und abgeschrägten Wänden. Die Öffnung konnte durch ein 

unterklebtes Deckglas (SYLGARD) verschlossen werden. Die Meßküvetten wurden 

nach Gebrauch mit einem scharfen A. dest.-Strahl vorgereinigt und vergälltem 

Ethanol für 5 min überschichtet. Anschließendes Abspülen mit A. dest. und 

Trocknen im N2-Strahl vervollständigte die Reinigung. Die Meßküvetten erlaubten 

einen Austausch des Badmediums (ca. 1,5 ml.min-1) mittels zweier Peristaltik-

pumpen. Ein zweiter an einem Mikromanipulator angebrachter externer Zulauf 
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(über Druck, bzw. Schwerkraft reguliert) garantierte eine schnelle Zugriffszeit für 

externe Effektoren und Inhibitoren. Während des Austausches verschiedener 

Badmedien wurde darauf geachtet, das Volumen des in der Meßküvette 

befindlichen Badmediums niedrig zu halten (100 µl), um einen kompletten Aus-

tausch (mind. das 20fache des Badvolumens) zu gewährleisten. 

 

3.8.3 Membrankonfigurationen 
Die Patch-Pipette wurde unter 400facher Vergrößerung an eine Vakuole heran-

gefahren. Durch Absenkung des Überdrucks, bzw. Anlegen eines Unterdruckes, 

konnte bei sauberen Vakuolen in etwa 50% aller Fälle die "vacuole-attached"-

Konfiguration erreicht werden (Abdichtungswiderstand ≥ 10 GΩ, NEHER & SAK-

MANN 1992). Entsprechend der Konvention für elektrophysiologische Messungen 

an mit einer einfachen Biomembran umgebenen Endosomen (BERTL et al. 1992, 

SILVERSTEIN et al. 1993) wird die Potentialdifferenz über dem Tonoplasten (∆ψm) 

definiert als: ∆ψm = Vm = VZytosol - Vvakuole. Diese Konvention betrachtet das vakuoläre 

Lumen gegenüber dem extrazellulären Raum funktional gleichwertig. Dies 

bedeutet, daß die in früheren Publikationen definierten „inside-out-“ und „outside-

out-Konfigurationen“ hier in umgekehrter Weise behandelt werden (s. Abb. 3.5). 

Durch Abziehen der Pipette wurde die "cytosolic-side in"-Konfiguration ("ci-patch") 

erzielt (AMTMANN & SANDERS 1997), d. h. die vakuoläre lumenale Seite war dem 

Badmedium exponiert. 

Nach BERTL et al. (1992) folgt für die Richtung der Ionenbewegungen und der 

angelegten Spannungen am Verstärker:  

- Das Anlegen einer positiven Haltespannung am Verstärker bedeutet eine 

positive Haltespannung am Tonoplasten. 

- Ein positiver oder auswärts gerichteter Strom bedeutet einen Kationenausstrom 

aus dem Zytosol (Pipette) in die Vakuole (Bad). 

- Ein negativer oder einwärts gerichteter Strom bedeutet einen Kationenstrom 

aus der Vakuole (Bad) in das Zytoplasma (Pipette). 
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Abb. 3.5: Schema der verschiedenen Membrankonfigurationen. Die Pfeile 
verdeutlichen die Richtung des negativen Stromes innerhalb der Patch-Clamp-
Konfiguration, d. h. vom vakuolärem Lumen in das Zytoplasma. co (cytosolic-side 
out: Exponierung der Tonoplastenoberfläche zum Bad hin); ci (cytosolic-side in: 
Exponierung des Tonoplastenlumens zum Bad hin; verändert, nach HAMILL et al. 
1981). 

 

Für die Erzeugung des "whole vacuole"-Modus ("wv") wurde ein Spannungssprung 

von -1V auf +1V (Dauer: 20 ms) appliziert (HEDRICH & NEHER 1987), d. h. die zyto-

plasmatische Seite war dem Badmedium exponiert. Das Erreichen des "wv"-Modus 

konnte durch den Anstieg des Rauschens und der Membrankapazität beobachtet 

werden. Durch Abziehen der Pipette aus dem "wv"-Modus wurde die "cytosolic-side 

out"-Konfiguration ("co-patch") erzielt. 

 

3.8.4 Berechnung der Selektivitäten aus der Strom-Spannungs-Kennlinie 
 

Die mit dem DAT-Recorder mit einer "sample rate" von 46 kHz aufgenommenen 

Kanalereignisse wurden einer weiteren computerunterstützen Analyse mit dem 

Unterprogramm Fetchan des Programmpakets PCLAMP (Version 5.51, Axon Instru-

ments) unterzogen. Nach einer ersten Filterung mit 10 kHz (PC-Verstärker EPC-7) 

wurden sie einer zweiten Filterung bei 350 - 550 Hz (8-pole bessel filter, KEMO) 

unterzogen. Die Daten wurden dann mit einer Aufnahmerate von 100 - 200 µs auf 

der Festplatte digitalisiert, was mit der gewählten Filterung verlässliche Aussagen 

hinsichtlich der Offen- und Geschlossenzeiten eines Kanales erlaubt (COLQUHOUN 

& SIGWORTH 1985). Bei den Daten handelt es sich um mindestens 3 reproduzierte 

Versuchsabläufe. Die auf der Festplatte digitalisierten Daten der Kanalereignisse 
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wurden zur Erstellung einer Strom-Spannungs-Kennlinie folgendermaßen be-

handelt: 

Die ermittelten Stromamplituden wurden gegen die angelegte Spannung in ein 

Koordinatensystem aufgetragen. Soweit ein Kanal eine "ohmsche" Abhängigkeit, 

also eine lineare Strom-Spannungs-Kennlinie aufwies, konnte die Messung durch 

eine Regressionsgerade beschrieben werden (Excel 5), wobei die Leitfähigkeit mit 

g I
U

=  direkt abgelesen werden konnte. Mit der Regressionsgerade für die einzelnen 

Messungen konnte mit Iges = 0 das Umkehrpotential (Erev) nach Goldman-Hodgkin-

Katz mit: 

[ ] [ ] [ ]
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ermittelt werden, wobei R die allgemeine Gaskonstante, T die Temperatur in Grad 

Kelvin, F die Faradaykonstante und zi die Wertigkeit des Ions angibt. 

Das Umkehrpotential (Erev) erlaubt aufgrund der Goldman-Hodgin-Katz Gleichung 

die Berechnung der Selektivitäten α, β und χ als Verhältnis der 

Permeabilitätskoeffizienten. 
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mit x E F
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gesetzt werden. 

Treten im Medium parallel sowohl ein- als auch zweiwertige Ionen auf, die das 

Umkehrpotential beeinflussen, so kann Gleichung (11) wegen der verschiedenen 

Ladungen der zu charakterisierenden Ionen (zi) nicht angewandt werden. Abhilfe 

leistet die Goldman-Hodgkin-Katz-Stromgleichung (HODGKIN & KATZ 1949), 

wonach für K+  
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gilt. Entsprechend wurde für Na+ und Cl- verfahren. 

Für Ca2+ gilt 
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Der Gesamtstrom (Iges) ist  

I I I I Iges
K Na Ca Cl

= + + +
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Wegen unterschiedlicher Nenner in Gleichung (16) und (17) muß ein neuer 

Permeabilitätskoeffizient für Ca2+ definiert werden. Mit 
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womit Gleichung (16) zu 
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wird. 

Für Erev = Em wird Iges = 0, bzw. 
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Unter der Voraussetzung, daß K+, Na+, Cl- und Ca2+ unabhängig voneinander 

permeiren und weiterhin Na+ und Cl- vernachlässigt werden, gilt 
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und mit Gleichung (19) 
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Falls Na+ und Cl- mit in die Kalkulation einbezogen werden soll, gilt jedoch  
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als Gleichung (24). 

Zur Berechnung der Selektivität von Ba2+ und Sr2+ gegenüber K+ eines hoch-

selektiven Ca2+-Kanals (s. Kap. 4.3.2.3) wurde angenommen, daß die Konzentration 

von Ba2+ und Sr2+ auf der zytoplasmatischen Seite 1 µM nicht überschritt. 

Die Permeabilität von Mg2+ zur Berechnung der Ca2+-, Ba2+- und Sr2+-Selektivität 

wurde mit 
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berücksichtigt. 

Die Permeabilität von Ca2+ zur Berechnung der Cl--Selektivität des schnell 

aktivierbaren Kationenkanals (s. Kap. 4.3.1.1) wurde mit 
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berücksichtigt. 

 

3.8.5 Berechnung der Offenwahrscheinlichkeit 
Bei den in der vorliegenden Arbeit gezeigten Messungen waren bis zu 5 Kanäle 

gleichzeitig aktiv. Dementsprechend zeigen die Kanalstrom-Amplituden-Dia-

gramme bis zu 5 überlagerte Kanalereignisse, bzw. bis zu 5 Spuren von Stromampli-

tuden. Das Auftreten von mehreren Kanälen bei sogenannten Einzelkanal-

messungen problematisiert die Analyse der mittleren Offenwahrscheinlichkeit und 

Offenzeit, da die Kenntnis der genauen Kanalanzahl erforderlich ist (JACKSON 

1985). Gleichzeitige Öffnungsereignisse aller Kanäle waren im Kanalstrom-Ampli-

tuden-Diagramm nicht zu beobachten, da eine geringe Offenwahrscheinlichkeit  

(< 20 %) der einzelnen Kanäle vorlag. Somit erschienen weniger Kanalereignisse als 

Kanäle im Patch vorhanden waren, womit eine Berechnung der wahrscheinlich-

sten Kanalanzahl notwendig wurde. Zur Berechnung der wahrscheinlichsten 

Kanalanzahl wurde die in REIFARTH et al. (1994) beschriebene Methode ver-

wendet, d.h. die Binomialverteilung wurde unter der Voraussetzung angewandt, 
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daß die Kanäle unabhängig voneinander arbeiteten, statistisch gesehen ein 

identisches Verhalten zeigten und Ereignisse derselben Qualität vorlagen. 

Um die Binomialverteilung zur Ermittlung der Offenwahrscheinlichkeit anwenden zu 

können, wurde die Ereigniswahrscheinlichkeit für das Auftreten einer Spur aus den 

Öffnungsereignissen der jeweiligen Spur errechnet. 

Binomialverteilung: 

( ) ( ) ( )
( )P S

C P P

S C S
E
S

E
C S

=
⋅ ⋅ −

⋅ −

−!

!

1                       (27) 

mit P(S)= Ereigniswahrscheinlichkeit für das Auftreten der Grundlinie oder einer 

bestimmten Spur, wobei: 

S = die jeweilige Spur, S = 0 kennzeichnet die Grundlinie, 

C = wahrscheinlichste Kanalanzahl 

PE = durchschnittliche Ereigniswahrscheinlichkeit eines der C Kanäle 

Die in Fetchan ermittelten Öffnungsereignisse der Spuren entsprachen den nicht 

normierten Ereigniswahrscheinlichkeiten (P`(S)): 

P`(0) = Alle Öffnungsereignisse von Spur 1 mit Überlagerungen (entspricht ungefähr 

den Geschlossenereignissen) 

P`(1) = Öffnungsereignisse von Spur 1 ohne Überlagerungen, usw. bis  

P`(N) = Öffnungsereignisse der letzten Spur N 

Hieraus erfolgte die Normierung der P`(S), wobei die Summe aller P(S) 1 ergeben 

mußte: 

( ) ( )
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= 0

                          (28) 

Die erhaltenen Werte für P(S) ergaben eine Binomialverteilung, die einer 

bestimmten Kanalanzahl (C) am besten entsprach. Außer den P(S)-Werten wurde 

für die Näherung der wahrscheinlichsten Kanalanzahl noch die durchschnittliche 

Ereigniswahrscheinlichkeit (PE) benötigt und wie folgt berechnet: 

( )P PE
K≈ −1 0  mit K = vermuteter Kanalzahl                      (29) 

Die mittlere Offenwahrscheinlichkeit eines Kanals PO m
 berechnete sich nunmehr 

aus 

( )
P

P P P

KO m

O O O S=
+ + ⋅ ⋅ ⋅+

1 2                       (30) 

wobei PO S
 Offenwahrscheinlichkeit der S Spuren bedeutet 
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mit t sO = Gesamtoffenzeit , tges= Gesamtmeßdauer und N = Anzahl der Ereignisse. 

Für die Auswertung der mittleren Offenwahrscheinlichkeit wurden Meßabschnitte 

mit 30 Sekunden Dauer verwendet, die keine Aktivität anderer Kanäle zeigten.  

 

3.8.6 „Liquid-Junction“-Potentiale 
Bei Patch-Clamp-Messungen mit Medien unterschiedlicher Ionenzusammen-

setzung treten sogenannte „Liquid-Junction“-Potentiale (Lj) auf (BARRY & LYNCH 

1991), die überwiegend durch die unterschiedlichen Beweglichkeiten (ui) der 

beteiligten Ionen entstehen. Diese können durch eine abgewandelte „Liquid-

Junction“-Potential-Gleichung nach Henderson als Differenz der Potentiale des 

Badmediums (ES) und des Pipettenmediums (EP) berechnet werden: 
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mit: zi= Valenz des Ions i, ui= Beweglichkeit des Ions i [cm2.s-1.mol], ai
P= Aktivität des 

Ions i [mol.l-1] im Pipettenmedium, ai
S= Aktivität des Ions i [mol.l-1] im Badmedium. 

Eine weitere Möglichkeit zur Abschätzung des „Liquid-Junction“-Potentials besteht 

durch die direkte Messung nach NEHER (1992). Das Potential einer weit geöffneten 

Referenzelektrode (3 M KCl) wird hierbei gegenüber den mit den Testmedien 

befüllten Bad und Patch-Pipette gemessen. Zur Korrektur wurde die direkte 

Messung nach NEHER (1992) verwendet (s. Tab. 3.4). 

Die verwendeten Lösungen wurden bei Messungen im ci-Modus mit Mannitol auf 

eine Osmolarität von 400 mOsm eingestellt. Für Messungen im wv- und co-Modus 

wurden Lösungen mit einer Osmolarität von 600 mOsm genommen. Zur Korrektur 

der Lj-Potentiale wurden für die Lösungen folgende Werte festgestellt: 
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Tabelle 3.4: Ionen-Zusammensetzung und Liquid-junction-Potentiale (Lj) der ver-
wendeten Lösungen (Angaben der Ionenkonzentrationen in mM). Die Puffer zur 
Einstellung der pH-Werte waren HEPES/TRIS (10 mM/ pH 7,2 - 7,4) und MES/TRIS         
(10 mM/ pH 5,6). Das angelegte Haltepotential (ψm) wurde gegenüber dem im 
Experiment gemessenen Potential (ψExperiment) in folgender Weise korrigiert: 
co- und wv-Konfiguration: ψm = ψExperiment - Lj 
ci-Konfiguration: ψm = ψExperiment + Lj 
Für alle anderen verwendeten Lösungen wurden keine Lj-Potentiale bestimmt, da 
diese aufgrund der Ionen-Zusammensetzung vernachlässigbar waren. 

 

Pipette Bad 
Kap. K+ Ca2+ Mg2+ Cl- Glu- pH K+ Ca2+ Mg2+ Cl- Glu- pH Lj [mV] 
4.3.1 
4.3.2 
4.3.3 

10 5 1 - 22 5,2 100 0,001 1 - 202 7,4 +22,9 ± 
0,1 

4.3.2.1 
4.3.2.2 100 0,1 1 2 102 7,2 10 5 1 2 20 7,2 

5,6 -18,4 ± 
0,3 

4.3.2.2 100 0,1 1 2 102 7,2 10 50 1 2 20 7,2 
5,6 -11,8 ± 

0,4 
Kap. K+ Ca2+ Mg2+ Cl- Glu- pH K+ Ca2+ Mg2+ Cl- Glu- pH Lj [mV] 

4.3.4.2 
4.3.5.2 100 1 2 106 - 7,2 1 50 2 106 - 7,2 -6,9 ± 0,2 

Kap. K+ Ca2+ Mg2+ Cl- Glu- pH K+ Ca2+ Mg2+ Cl- Glu- pH Lj [mV] 

4.3.2.3 100 0,1 1 100 4 7,2 10 50 1 100 12 7,2 -7,2 ± 0,1 
Kap. K+ Ca2+ Mg2+ Cl- Glu- pH K+ Ba2+ Mg2+ Cl- Glu- pH Lj [mV] 

4.3.2.3 100 0,1 1 100 4 7,2 10 50 1 100 12 7,2 -7,1 ± 0,2 
Kap. K+ Ca2+ Mg2+ Cl- Glu- pH K+ Sr2+ Mg2+ Cl- Glu- pH Lj [mV] 

4.3.2.3 100 0,1 1 100 4 7,2 10 50 1 100 12 7,2 -7,6 
Kap. K+ Ca2+ Mg2+ Cl- Glu- pH K+  Mg2+ Cl- Glu- pH Lj [mV] 

4.3.2.3 100 0,1 1 100 4 7,2 10 - 50 100 10 7,2 -8 
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4.Ergebnisse 
 

4.1 Der pH-Gradient über dem Tonoplasten 
 

Der Aufbau des elektrochemischen Protonengradienten ∆µH+/F (protonentreibende 

Kraft) über dem Plasmalemma und Tonoplasten einer Pflanzenzelle geschieht mit 

Hilfe von Elektroenzymen, die unter Hydrolyse energiereicher Phosphatverbindun-

gen Protonen gegen einen Gradienten verschieben („Protonenpumpen“, 

SPANSWICK 1981, REA & SANDERS 1987). Auf diese Weise wird sowohl ein elek-

trischer Potentialgradient (∆ψm) als auch ein pH-Gradient (∆pH) über der betreffen-

den Membran generiert, die sich entsprechend der chemiosmotischen Hypothese 

von Mitchell (1961) als gleichwertige Komponenten zum elektrochemischen Pro-

tonengradienten addieren: 
∆

∆Ψ ∆
µ
H

F

RT

F
pHm

+
= − ⋅ ⋅2 3, . 

 

Während die ATP-getriebene Protonenpumpe des Plasmalemmas einen elek-

trischen Gradienten (Zytoplasma negativ) und einen pH-Gradienten zwischen 

Zytoplasma und Apoplast (sauer) aufbaut (SLAYMAN 1974, GRIGNON & SENTENAC 

1991), generieren die protonentranslozierenden Enzyme am Tonoplasten, die ATP 

und Pyrophosphat als Substrat benutzen, einen steilen pH-Gradienten zwischen 

Zytoplasma und Vakuole (vakuoläres Lumen sauer, SZE 1985, REA & SANDERS 1987). 

Den eben genannten primär aktiven Transportprozessen, die am Aufbau des elek-

trochemischen Protonengradienten beteiligt sind, werden die sekundär aktiven 

Transportprozesse an die Seite gestellt, die diese konservierte Energie als Triebkraft 

benutzen (z. B. H+/Ca2+-Antiport). 

 

In Kapitel 4.1 erfolgt mit Hilfe des Indikatorfarbstoffes Acridinorange (AO) eine 

Charakterisierung der hergestellten Vakuolensuspension, hinsichtlich der für die 

Energetisierung der Vakuole spezifischen Protonenpumpen. Hierbei wurde der 

Schwerpunkt  auf  die  Aktivität  der tonoplastenständigen vakuolären H+-ATPase 

(v-H+-ATPase) und Pyrophosphatase (v-PPase), die Größe des von ihnen 

generierten transmembranen pH-Gradienten sowie der Einfluß von Ca2+ auf diesen 

gelegt. 



Ergebnisse 

 29 

Die vakuolären pH-Werte wurden in Abhängigkeit von der erhaltenen Absorptions-

änderung bei 490 nm (∆A490) gemäß Kapitel 3.7.1 errechnet. Die nach Kapitel 3.5 

isolierten Vakuolen konnten nach der Aufreinigung mit einem internen pH von 5,7 ± 

0,3 einen pH-Gradienten von 1,5 Einheiten gegenüber dem Versuchsmedium 

aufrecht erhalten. 

 

4.1.1 Die vakuoläre v-H+-ATPase 

In pflanzlichen Zellen kann die zytosolische ATP-Konzentration von 200 µM bis 2 mM 

variieren (ROBERTS et al. 1985, JOHNSON et al. 1989, WU & ASSMANN 1995). Um den 

durch die v-H+-ATPase generierten pH-Gradienten sowie dessen Kinetik in 

Abhängigkeit von der applizierten ATP-Konzentrationen beschreiben zu können, 

wurde die Aktivität der v-H+-ATPase im AO-Versuch untersucht. Die Wirkung 

verschiedener ATP-Konzentrationen auf die durch die v-H+-ATPase generierte 

Protonentranslokation  zeigt  Abbildung  4.1.  Schon bei einer Konzentration von 500 

µM ATP wurde das „steady state“ der maximalen Ansäuerung der Vakuole zu 94 % 

erreicht. Nach Zugabe von sättigenden ATP-Konzentrationen wurden die Vakuolen 

innerhalb von 15 - 35 Minuten durch die v-H+-ATPase auf einen internen pH von 4,8 

± 0,2 angesäuert. Geringe ATP-Konzentrationen (20 - 40 µM) führten noch zu einer 

Absenkung des vakuolären pH um 0,2 pH Einheiten. Die halbmaximale ATP-

Konzentration zur Etablierung des durch die v-H+-ATPase generierten pH-

Gradienten wurde auf 125 µM taxiert. 

 
Bafilomycin, ein 16-gliedriges Macrolid-Antibiotikum aus Streptomyces spec., 

bewirkt im nanomolaren Konzentrationsbereich eine spezifische Inhibition der v-H+-

ATPase (BOWMAN et al. 1988, RAUTIALLA et al. 1993, WHITE 1994). Diese spezifische 

Inhibition ermöglicht die Unterscheidung von direkt abhängigen gegenüber 

sekundär aktiven, ATP-abhängigen Transportprozessen. An Vakuolenpräparationen 

von Z. mays L. wurde die Wirkung von Bafilomycin auf den durch die v-H+-ATPase 

generierten pH-Gradienten untersucht. Die Inhibition der v-H+-ATPase durch Bafilo-

mycin ist in Abbildung 4.2 dargestellt. Eine vollständige Hemmung des Protonen-

transports war bereits bei einer Konzentration von 1 nM festzustellen. Die halbmaxi-

male Inhibition des von der v-H+-ATPase generierten pH-Gradienten durch Bafilo-

mycin wurde auf 120 pM abgeschätzt. 
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Abb. 4.1: Die vakuoläre v-H+-ATPase. 
A: Wirkung von verschiedenen ATP-Konzentrationen auf den Protonentransport der 
v-H+-ATPase im Acridinorange-Versuch. Zum indizierten Zeitpunkt wurden jeweils 20 
µM, 40 µM, 200 µM, 500 µM und 1 mM ATP zugegeben (Pfeil links). Der generierte 
Protonengradient wurde anschließend mit 2,3 µM Nigericin zerstört (Pfeil rechts). 
B: Maximale Absorptionsänderung bei λ = 490 nm als Funktion der applizierten ATP-
Konzentration. 

A 

B 
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Abb. 4.2: Inhibition der v-H+-ATPase durch Bafilomycin 
A: Wirkung von Bafilomycin (10 pM bis 1 nM) auf den durch die v-H+-ATPase gene-
rierten pH-Gradienten im Acridinorange-Versuch. Gleichzeitige Applikation der 
indizierten Bafilomycin-Konzentrationen und 2 mM ATP (Pfeil links). Der generierte 
Protonengradient wurde mit 2,3 µM Nigericin zerstört (Pfeil rechts). KON: Kontrolle 
ohne Bafilomycin. 
B: Maximale Absorptionsänderung bei λ = 490 nm als Funktion der applizierten ATP-
Konzentration Inhibition der v-H+-ATPase durch Bafilomycin im Acridinorange-
Versuch bei gleichzeitiger Applikation von Bafilomycin und 2 mM ATP (End-
konzentration). 

A 

B 
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4.1.2 Der Ca2+-Einfluß auf den pH-Gradienten über dem Tonoplasten 

Da an der pflanzlichen Vakuole ein Ca2+/H+-Antiport-Mechanismus vermutet wird 

(MARTINOIA 1992, BARKLA & PANTOJA 1996), stellte sich die Frage, inwiefern die 

Applikation von Ca2+ den durch ATP und PPi generierten Protonengradienten be-

einflußt. Aus diesem Grunde wurde die Einwirkung verschiedener Ca2+-Konzentra-

tionen auf den Protonengradienten nach Erreichen des „steady states“ der An-

säuerung untersucht. Abbildung 4.3 zeigt den partiellen und konzentrationsab-

hängigen Abbau des durch die v-H+-ATPase generierten Protonengradienten 

durch Ca2+. Der Protonengradient wurde in Gegenwart von 1 mM, 100 µM, 50 µM 

und 10 µM CaCl2 verringert. Geringere Ca2+-Konzentrationen hatten keinen beob-

achtbaren Einfluß auf den Versuchsverlauf. 

 
Abb. 4.3: Ca2+-Einfluß auf den pH-Gradienten über dem Tonoplasten. 
Der Einfluß verschiedener CaCl2-Konzentrationen auf den durch die v-H+-ATPase 
generierten Protonengradienten von Z. mays L. Vakuolen. Nach der Applikation von 
2 mM ATP (Pfeil links) wurde dem Versuchsmedium 1 mM, 100 µM, 50 µM und 10 µM 
CaCl2 zugegeben (Pfeil rechts). KON: Kontrolle ohne CaCl2-Applikation. 

 

Wurde CaCl2 gleichzeitig mit ATP zu Versuchsbeginn appliziert, zeigte sich im 
Vergleich zur Kontrolle eine analoge, partielle und konzentrationsabhängige 
Behinderung des durch die v-H+-ATPase generierten Protonengradienten durch 
Ca2+ (s. Abb. 4.4). 
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Abb. 4.4: Ca2+-Einfluß auf den pH-Gradienten über dem Tonoplasten. 
Der Einfluß verschiedener CaCl2-Konzentrationen auf den durch die v-H+-ATPase 
generierten Protonengradienten von Z. mays L. Vakuolen. Dem Versuchsmedium 
wurden gleichzeitig 2 mM ATP und 1 mM, 100 µM, 50 µM sowie 10 µM CaCl2 zuge-
geben (Pfeil). KON: Kontrolle ohne CaCl2-Applikation. 

 

Der Einfluß von Ca2+ auf die Protonentranslokation der v-Pyrphosphatase wurde in 

entsprechender Weise untersucht (s. Abb. 4.5). Die v-PPase bewirkte nach Zugabe 

sättigender PPi-Konzentrationen (0,2 mM PPi) eine Ansäuerung des vakuolären pH 

von 4,6 ± 0,5 auf das Niveau des „steady state“ der v-H+-ATPase. Durch die 

langsamere Transportrate der v-PPase wurde die maximale Ansäuerung erst nach 

3 - 5 Stunden erreicht. Der durch die v-PPase generierte Protonengradient zeigte 

einen partiellen und konzentrationsabhängigen Abbau nach der Applikation von 

CaCl2. Der Protonengradient wurde in Gegenwart von 1 mM, 100 µM, 50 µM und 10 

µM CaCl2 verringert. Wiederum hatten geringere Ca2+-Konzentrationen keinen 

meßbaren Einfluß auf die Absorptionskinetik. 
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Abb. 4.5: Ca2+-Einfluß auf den pH-Gradienten über dem Tonoplasten. 
Der Einfluß verschiedener CaCl2-Konzentrationen auf den durch die v-Pyrophos-
phatase generierten Protonengradienten von Z. mays L. Vakuolen. Nach der 
Applikation von 0,2 mM PPi (Pfeil links) wurde dem Versuchsmedium 1 mM, 100 µM, 
50 µM und 10 µM CaCl2 zugegeben (Pfeil rechts). KON: Kontrolle ohne CaCl2-Appli-
kation. 

 

4.2 Der Ca2+-Gradient über dem Tonoplasten 
 

Die Aufrechterhaltung einer niedrigen zytoplasmatischen Ca2+-Konzentration wird 

durch primär und sekundär aktive Transportprozesse, die Ca2+ gegen einen 

Gradienten in den extrazytosolischen Raum (Apoplast, Vakuole, Endoplasmatisches 

Retikulum, Mitochondrium, Plastiden) transportieren, ermöglicht. 

Neben einem, noch hypothetischen, aber in Abb. 4.3 - 4.5 angedeuteten sekundär 

aktiven Transportmechansimus für Ca2+, einem H+/Ca2+-Antiporter (s. Kap 4.1.2), 

wird ein tonoplastenständiger primär aktiver Transportmechansimus für Ca2+ 

vermutet, eine Ca2+-ATPase. 

Mittels Ca2+-selektiver Mini-Elektroden wurde dazu die Ca2+-Aufnahme in die 

Vakuole untersucht, wobei mittels Bafilomycin (Kap. 4.1.1) zwischen primär und 

sekundär aktiven Transportmechanismus unterschieden werden konnte. Wie in 
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Kapitel 3.5 und 3.6 beschrieben, wurden die Versuche mit BAPTA, einem Ca2+-

Puffer zur Einstellung der freien Ca2+-Konzentration und einer aufkonzentrierten 

Vakuolensuspension durchgeführt. Die Ca2+-Aufnahme bzw -abgabe von Z. mays 

L. Vakuolen wurde als Ca2+-Abnahme bzw. -anstieg im Versuchsmedium bestimmt. 

 

4.2.1 ATP-abhängiger Ca2+-Transport in die Vakuole 
     von Z. mays L. Koleoptil-Protoplasten 

 

Eine ATP-abhängige Ca2+-Aufnahme der Z. mays L. Vakuolen wurde in einem 

Bereich von 16 nM bis 5,1 µM freies Ca2+ untersucht. Zur Kontrolle der Aufnahme 

wurde dem Versuchsmedium zu Versuchsende der Porenbildner Digitonin (1 µM) 

zugegeben. Wie in Abbildung 4.6 dargestellt, führte die Applikation von ATP in 

diesem Versuch zu einer Abnahme der freien Ca2+-Konzentration im Versuchs-

medium. Diese Ca2+-Aufnahme war jedoch nicht stabil nachzuweisen. Es wurden 

Versuche mit Vakuolendichten von 4.105 Vakuolen.ml-1 bis zu 1,2.106 Vakuolen.ml-1 

unternommen. Die Aufkonzentrierung der Vakuolen führte jedoch zu keiner Stabili-

sierung der Ca2+-Aufnahme. 

In ca. 25 % aller Versuche zeigte sich eine Ca2+-Aufnahme im Bereich der hier ver-

wendeten ATP-Konzentrationen von 20 - 500 µM. Die Aufnahme von Ca2+ erwies 

sich als unabhängig von sekundär aktiven Transportmechanismen, da parallele 

Kon-trollen mit 1 nM Bafilomycin auch zu einer Abnahme des freien Ca2+ im 

Versuchs-medium führte (s. Abb. 4.7A). Der Ca2+-Fluß durch den Tonoplasten zeigte 

eine Abhängigkeit von der freien Ca2+-Konzentration im Medium. Wie aus 

Abbildung 4.7B ersichtlich ist, erreichte die Ca2+-Transportrate bei einer ATP-

Konzentration von 20 µM ab einer freien Ca2+-Konzentration von ca. 800 nM eine 

Sättigung. Der durchschnittliche Ca2+-Fluß durch den Tonoplasten entsprach in 

diesem Bereich 152 pmol.m-2.s-1. 

Eine weitere Erhöhung der ATP-Konzentration im Versuchsmedium führte zu keiner 

weiteren Erhöhung der Ca2+-Transportrate (s. Abb. 4.7B). Wiederum erreichte die 

Ca2+-Transportrate bei ATP-Konzentrationen von 40 bzw. 200 µM ab einer freien 

Ca2+-Konzentration von ca. 400 nM eine Sättigung. Der durchschnittliche Ca2+-Fluß 

durch den Tonoplasten entsprach in diesem Bereich 149 pmol.m-2.s-1. 
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Abb. 4.6: Versuchsablauf zum Ca2+-Transport an einer Vakuolensuspension: Nach der Kalibrierung der Ca2+-Elektroden (s. Abb. 3.2) 
wurde eine Vakuolensuspension mit 890000 Vakuolen.ml-1 mit 50 µM BAPTA auf eine Ca2+-Konzentration von 4,6 µM gepuffert. Durch 
Zugabe von ATP (linke Reihe der Pfeile, Konzentration in µM) ist eine Abnahme des freien Ca2+ in der Vakuolensuspension zu 
erkennen. Nach der ATP-Zugabe erfolgte eine Korrektur des Linienschreibers. Im Anschluß an ca. 60 min der ATP-Einwirkung erfolgte 
die Zugabe der Effektoren. Nacheinander wurden jeweils 1 µM InsP3 und Ryanodin (Rya) appliziert (obere Reihe der Pfeile). Es 
erfolgte die Freisetzung von 0,4 und 0 µM Ca2+. Nach der Zugabe der Effektoren wurde das freie Ca2+ der gesamten Vakuolen-
suspension durch Zugabe von 1 µM Digitonin (D) bestimmt. 
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abhängiger Ca2+-Transport in die Vakuole. 
gigkeit des Ca2+-Flusses durch den Tonoplasten von der freien Ca2+-
 im Versuchsmedium. In den Versuchsansätzen befanden sich 20 µM 
0 µM ATP und 1 nM Bafilomycin ("]. 
gigkeit des Ca2+-Flusses durch den Tonoplasten von der freien Ca2+-
 im Versuchsmedium. In den Versuchsansätzen befanden sich 40 µM 
 ATP und 1 nM Bafilomycin ("); 200 µM ATP (#); 200 µM ATP und 1 nM 
). 

 
hnung der durch Digitonin bzw. Ca2+-Kanal-Agonisten freigesetzten 

f das im Versuch verwendete Vakuolenvolumen zeigte sich, daß 

uch ohne eine erkennbare Aufnahme von Ca2+ freies Ca2+ in der 

on mindestens 0,27 mM enthielten. 

 

etzung durch Ca2+-Kanal-Agonisten 

2.1 dargestellte Ca2+-Aufnahme der Vakuole von Z. mays L. wirft die 

ie pflanzliche Vakuole nur als passives intrazelluläres Ca2+-Depot 

Ca2+ unter Energieaufwand aus dem Zytoplasma transportiert wird, 
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oder  ob  die  pflanzliche  Vakuole  aktiv  und steuernd, durch Ca2+-Aufnahme und 

-Freisetzung, in die zytoplasmatische Ca2+-Homöostase eingreifen kann. 

Dies schien angemessen, da langjährige Untersuchungen an Mais-Koleoptilen 

zeigten, daß externe Stimuli wie Indol-3-Essigsäure (FELLE 1988a), Abzissinsäure 

(GEHRING et al. 1990b), gravitropische Stimuli (GEHRING et al. 1990a) und seitlich 

appliziertes Licht (GEHRING et al. 1990a) zu einem Anstieg der zytosolischen Ca2+-

Konzentration führen. Da an Mais-Koleoptilen bisher noch keine plasmalemma-

ständigen Ca2+-Kanäle nachgewiesen wurden, die zu einem Anstieg der zyto-

solischen Ca2+-Konzentration führen könnten, erschien es naheliegend die Ca2+-

Freisetzung aus der Vakuole zu untersuchen. 

Nach dem bisherigen Kenntnisstand wird die Ca2+-Freisetzung aus intrazellulären 

Endoorganellen als Bestandteil einer oder mehrerer Signaltransduktionsketten in 

pflanzlichen und tierischen Zellen angesehen. Da eine Aktivierung des Phosphoino-

sitid-Metabolismus durch IES und Phytochrom in etiolierten Geweben von Z. mays L. 

demonstriert werden konnte (POLEVOI et al. 1996, GURON et al. 1992), wurde die 

Einwirkung des „second-messengers“ Inositol-1,4,5-triphosphat (InsP3) auf die Ca2+-

Freisetzung der Vakuolensuspension untersucht. 

Weiterhin wurde die Einwirkung von Ryanodin, ein Agonist der Ca2+-Freisetzung aus 

intrazellulären Endoorganellen in pflanzlichen und tierischen Zellen untersucht 

(MEISSNER 1994, ALLEN et al. 1995). 

 

Inositol-1,4,5-triphosphat-indudzierte Ca2+-Freisetzung 

Einen typischen Versuch mit InsP3-induzierten Ca2+-Fluß zeigt Abbildung 4.8. Die 

durch mind. 500 µM MgATP energetisierten Vakuolenpräparationen von Z. mays L. 

setzten nach der Applikation von 1 µM InsP3 in 77 % aller Versuche (n = 17) durch-

schnittlich 9 % des bereits aufgenommenen bzw. noch enthaltenen Ca2+ frei. Die 

freigesetzte Menge betrug 10 - 400 nM, in Abhängigkeit der eingesetzten Vakuo-

lenmenge. Die durchschnittlich freigesetzte Menge betrug  21 nM pro 105 Vakuo-

len. Eine Aufnahme des freigesetzten Ca2+ innerhalb der nächsten 15 Minuten war 

nicht beobachtbar. 

Wurde die durch InsP3 freigesetzte Ca2+-Menge in Abhängigkeit der freien Ca2+-

Konzentration im Versuchsmedium gesetzt, so zeigte sich im Bereich von 470 nM bis  
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Abb. 4.8: InsP3-induzierte Ca2+-Freisetzung. 
Änderung der freien Ca2+-Konzentration im Versuchsmedium von Z. mays L. 
Vakuolen nach Zugabe von 1 µM InsP3, 1 µM Ryanodin und 1 µM Digitonin. Eine 
Vakuolensuspension mit 435000 Vakuolen.ml-1 wurde mit 40 µM BAPTA auf eine 
Ca2+-Konzentration von 1,7 µM gepuffert. Die Zugabe der Effektoren erfolgte im 
Anschluß an eine ca. 60 minütige ATP-Einwirkung (500 µM). 

 
5,8 µM eine Abnahme der freigesetzten Ca2+-Menge bei ansteigender freier Ca2+-

Konzentration im Versuchsmedium (s. Abb. 4.9A (!)). 

Die Darstellung des Flusses durch den Tonoplasten in Abhängigkeit der freien Ca2+-

Konzentration im Versuchsmedium zeigt Abbildung 4.9B (!). Der Ca2+-Fluß zeigte 

keine signifikante Abhängigkeit von der externen Ca2+-Konzentration und 

entsprach ab einer freien Ca2+-Konzentration von 1 µM durchschnittlich 124 

pmol.m-2.s-1. 

Wurde 1 µM InsP3 nach der Applikation von 1 µM Ryanodin zugesetzt (s. Abb. 4.10), 

so führte die zusätzliche Applikation von 1 µM InsP3 in 73 % der Versuche (n = 11) zu 

einer weiteren Freisetzung von durchschnittlich 22 % (56 nM pro 105 Vakuolen) des 

bereits aufgenommenen bzw. noch enthaltenen Ca2+. Die Freisetzung des Ca2+ 

war unabhängig von dem durch die v-H+-ATPase generierten Protonengradienten. 

Wurde die durch InsP3 freigesetzte Ca2+-Menge nach vorheriger Ryanodinzugabe 

in Abhängigkeit der freien Ca2+-Konzentration im Versuchsmedium gesetzt, so 

zeigte sich im Bereich von 340 nM bis 5,4 µM eine Zunahme der freigesetzten Ca2+-

Menge bei ansteigender freier Ca2+-Konzentration im Versuchsmedium (s. Abb. 

4.9A ($)). 
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3-induzierte Ca2+-Freisetzung. 
 der freien Ca2+-Konzentration im Versuchsmedium auf die durch 1 µM 
te Ca2+-Freisetzung von Z. mays L. Vakuolen: 
e von 1 µM InsP3 vor Zugabe von 1 µM Ryanodin (!; Mittelwert: 
ne Linie). 

ugabe von 1 µM InsP3 nach Zugabe von 1 µM Ryanodin ($; Mittel- 
ochene Linie). 
der freien Ca2+-Konzentration im Versuchsmedium auf den durch 1 µM 
ten Ca2+-Fluß durch den Tonoplasten von Z. mays L. Vakuolen: 
e von 1 µM InsP3 vor Zugabe von 1 µM Ryanodin (!; Mittelwert: 
ne Linie) 

ugabe von 1 µM InsP3 nach Zugabe von 1 µM Ryanodin ($; Mittel- 
ochene Linie). 

 

 des Flusses durch den Tonoplasten in Abhängigkeit der freien Ca2+-

m Versuchsmedium zeigt Abbildung 4.9B ($). Der Ca2+-Fluß zeigte 

Zunahme bei ansteigender externer Ca2+-Konzentration. 
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Ryanodin-induzierte Ca2+-Freisetzung 

Neben InsP3 wird mittlerweile auch Ryanodin als weiterer Agonist der Ca2+-Frei-

setzung aus intrazellulären Endoorganellen in pflanzlichen und tierischen Zellen 

angesehen (MEISSNER 1994, ALLEN et al. 1995). In Versuchen zur Ryanodin-indu-

zierten Ca2+-Freisetzung mit tierischen Zell-Mikrosomen zeigte sich, daß Ryanodin in 

submikro- bis mikromolarer Konzentration als Agonist zur Ca2+-Freisetzung, hingegen 

in hoher mikromolarer Konzentration zur Hemmung der Ca2+-Freisetzung führte 

(GALIONE & SUMMERHILL 1995). 

Einen typischen Versuch mit Ryanodin-induzierten Ca2+-Fluß zeigt Abbildung 4.10. 

Die  durch  mindestens  500  µM  ATP  energetisierten Vakuolenpräparationen von 

Z. mays L. setzten in 73 % der Versuche nach der Applikation von 1 µM Ryanodin 

durchschnittlich 22 % (14 nM pro 105 Vakuolen (n = 15)) des bereits aufge-

nommenen bzw. noch enthaltenen Ca2+ frei. Die freigesetzte Menge betrug 10 nM 

bis 1 µM, in Abhängigkeit der eingesetzten Vakuolenmenge. Eine Aufnahme des 

freigesetzten Ca2+ war innerhalb der nächsten 15 Minuten nicht zu erkennen. 

 

 

 
Abb. 4.10: Ryanodin-induzierte Ca2+-Freisetzung. 
Änderung der freien Ca2+-Konzentration im Versuchsmedium von Z. mays L. 
Vakuolen nach Zugabe von 1 µM Ryanodin, 1 µM InsP3 und 1 µM Digitonin. Eine 
Vakuolensuspension mit 690000 Vakuolen.ml-1 wurde mit 60 µM BAPTA auf eine 
Ca2+-Konzentration von 310 nM gepuffert. Die Zugabe der Effektoren erfolgte im 
Anschluß an eine ca. 60 minütige ATP-Einwirkung (500 µM). 
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Wurde die durch Ryanodin freigesetzte Ca2+-Menge in Abhängigkeit der freien 

Ca2+-Konzentration im Versuchsmedium gesetzt, so zeigte sich im Bereich von 105 

nM bis 5,9 µM eine Abnahme der freigesetzten Ca2+-Menge bei ansteigender freier 

Ca2+-Konzentration im Versuchsmedium (s. Abb. 4.11A (!)). 

Die Darstellung des Flusses über dem Tonoplasten in Abhängigkeit der freien Ca2+-

Konzentration im Versuchsmedium (s. Abb. 4.11B (!)) zeigte hingegen eine 

deutliche Zunahme bei ansteigender externer Ca2+-Konzentration. 

 

Wurde 1 µM Ryanodin nach der Applikation von 1 µM InsP3 zugesetzt (s. Abb. 4.8), 

so führte die zusätzliche Applikation von 1 µM Ryanodin in 73 % der Versuche (n = 

11) zu einer weiteren Freisetzung von durchschnittlich 14 nM pro 105 Vakuolen des 

bereits aufgenommenen bzw. noch enthaltenen Ca2+. Die Freisetzung des Ca2+ 

war unabhängig von dem durch die v-H+-ATPase generierten Protonengradienten. 

 

Wurde die durch Ryanodin freigesetzte Ca2+-Menge nach vorheriger InsP3-Zugabe 

in Abhängigkeit der freien Ca2+-Konzentration im Versuchsmedium gesetzt, so 

zeigte sich im Bereich von 430 nM bis 4,4 µM wiederum eine Abnahme der 

freigesetzten Ca2+-Menge bei ansteigender freier Ca2+-Konzentration im Versuchs-

medium (s. Abb. 4.11A ($)). Der Ca2+-Fluß durch den Tonoplasten (s. Abb. 4.11B ($)) 

zeigte hingegen abermals eine deutliche Zunahme bei ansteigender externer 

Ca2+-Konzentration und entsprach ab einer freien Ca2+-Konzentration von 1 µM 

durchschnittlich 133 pmol.m-2.s-1. 
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nodin-induzierte Ca2+-Freisetzung. 
der freien Ca2+-Konzentration im Versuchsmedium auf die durch 1 µM 

zierte Ca2+-Freisetzung von Z. mays L. Vakuolen: 
 von 1 µM Ryanodin vor Zugabe von 1 µM InsP3 (!, Mittelwert: 
ne Linie). 
gabe von 1 µM Ryanodin nach Zugabe von 1 µM InsP3 ($, Mittel- 
chene Linie). 
er freien Ca2+-Konzentration im Versuchsmedium auf den durch 1 µM 
zierten Ca2+-Fluß durch den Tonoplasten von Z. mays L. Vakuolen: 

 von 1 µM Ryanodin vor Zugabe von 1 µM InsP3 (!, Mittelwert: 
ne Linie). 
gabe von 1 µM Ryanodin nach Zugabe von 1 µM InsP3 ($, Mittel- 
chene Linie). 
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4.3 Ca2+-selektive und nichtselektive Ionenkanäle im Tonoplasten  
  von Z. mays L. 

 
Vakuolensuspensionen aus Koleoptilprotoplasten von Z. mays L. setzten nach Appli-

kation der Ca2+-Kanal-Agonisten InsP3 und Ryanodin Ca2+ frei (s. Kap. 4.2.2). 

Zur Identifizierung und Charakterisierung der für die Ca2+-Freisetzung verant-

wortlichen Ionenkanäle wurden Versuche mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik 

unternommen. Zur Charakterisierung des Gesamtstroms durch den Tonoplasten 

wurde die whole-vacuole-Konfiguration (wv) und zur Identifizierung der 

spezifischen Ionenkanäle die cytosolic-side out-Konfiguration (co, d.h. die zyto-

solische Seite war dem Badmedium exponiert) verwendet. Um gleichzeitig einen 

durch Ca2+-Agonisten aktivierbaren Ca2+-Strom aus der Vakuole in das Zytoplasma 

sowie einen K+-Strom aus dem Zytoplasma in die Vakuole untersuchen zu können, 

wurde über dem Tonoplasten ein asymmetrischer Ca2+/K+-Gradient vorgegeben. 

Dabei wurde das vermutlich nicht permierende Glukonat-Ion (Glu-) gegenüber Cl- 

bevorzugt, um das Signal-Rausch-Verhältnis zu verbessern. Die zytosolische Ca2+-

Konzentration wurde mit 1 µM vorgegeben. 

Unter den vorgebenen Bedingungen konnte in der co-Konfiguration ein schnell 

aktivierbarer Ionenkanal mit 19 pS Leitfähigkeit (Symbol ◆ , s. Kap. 4.3.1), ein durch 

InsP3 aktivierbarer Ionenkanal mit 12 pS Leitfähigkeit (Symbol !, s. Kap. 4.3.2), sowie 

ein durch Ryanodin aktivierbarer Ionenkanal mit 122 pS Leitfähigkeit (Symbol ", s. 

Kap. 4.3.3), nachgewiesen werden (s. Abb. 4.12A). 

 

Zur weiteren Charakterisierung dieser Ionenkanäle wurden anschließend 

Messungen in der cytosolic-side in-Konfiguration (ci, d.h. die vakuoläre lumenale 

Seite war dem Badmedium exponiert) unternommen. 

Wurde die vorgegebene zytosolische Ca2+-Konzentration von 1 µM auf 1 mM 

erhöht, so konnten in der ci-Konfiguration außer dem schon erwähnten schnell 

aktivierbaren Ionenkanal mit 19 pS Leitfähigkeit zwei weitere Ionenkanäle mit 37 pS 

Leitfähigkeit (Symbol #, s. Kap. 4.3.4) und 7 pS Leitfähigkeit (Symbol ▲, s. Kap. 4.3.5) 

nachgewiesen werden (s. Abb. 4.12B). 
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Abb. 4.12: Ca2+-selektive und nichtselektive Ionenkanäle. 
A:  Die  Strom-Spannungs-Kennlinien  der  bei  einer  vorgegebenen  zytoplasma-
tischen Ca2+-Konzentration von 1 µM am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten 
von Z. mays L. auftretenden Ionenkanälen in der co-Konfiguration (Mittelwerte und 
Standardabweichungen): 
Schnell aktivierbarer Ionenkanal (19 pS, ◆ ), Ryanodin-aktivierbarer Ionenkanal 
(122 pS, "), InsP3-aktivierbarer Ionenkanal (12 pS, !). 
Die Ionenkonzentrationen waren: 
Pipette: 10 mM KGlu, 5 mM CaGlu2, pH 5,2; 
Bad: 100 mM KGlu, 1 µM CaGlu2, pH 7,4. 
B: Die Strom-Spannungs-Kennlinien der bei einer vorgegebenen zytoplasma-tischen 
Ca2+-Konzentration von 1 mM am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von Z. 
mays L. auftretenden Ionenkanälen in der ci-Konfiguration: 
Schnell aktivierbarer Ionenkanal (19 pS, ◆ ), Ionenkanal mit 37 pS Leitfähigkeit (#), 
Ionenkanal mit 7 pS Leitfähigkeit (▲). 
Die Ionenkonzentrationen waren 100 mM KCl, 1 mM CaCl2 und 2 mM MgCl2 in der 
Pipette (pH 7,2) und im Bad (pH 7,2). 

A 

B 
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4.3.1 Ein schnell aktivierbarer Ionenkanal 
Wurde bei Z. mays L.-Vakuolen nach dem Erreichen der whole-vacuole-Konfi-

guration (wv) die Pipettenlösung mit der vakuolär luminalen Lösung für 10 min 

ausgetauscht, so zeigte sich bei einer vorgegebenen zytoplasmatischen Ca2+-Kon-

zentration von 1 µM im Bad bei Spannungsschritten von +55 bis -100 mV ein schnell 

aktivierbarer Strom durch den Tonoplasten (s. Abb. 4.13A). Der schnell aktivierbare  
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er schnell aktivierbare Ionenkanal. 
rch den Tonoplasten einer Z. mays L.-Vakuole (32 µm) aus Koleoptil-
 bei Spannungsschritten von +55 bis -100 mV. Messung in der wv-

n. Die Ionenkonzentrationen waren: 
M KGlu, 5 mM CaGlu2, pH 5,2; 
 KGlu, 1 µM CaGlu2, pH 7,4 

-Spannungs-Kennlinie aus oben gezeigter Messung. 
ewichts-Potential1 für K+ (EK

+) lag bei -59 mV und für Ca2+ (ECa
2+) bei 

er Schnittpunkt mit der Abszisse, welche das Umkehrpotential (Erev) 
 bei -38 mV. 
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Strom ging innerhalb von 0 bis 100 ms sowohl bei negativen als auch bei positiven 

Haltepontialen in Sättigung über. Die schnelle Aktivierungszeit vom Typ des Fast 

Vacuolar-Kanals (FV, HEDRICH & NEHER 1987) unterscheidet den schnell aktivier-

baren Strom von der langsamen Aktivierungszeit des sogenannten Slow-Vacuolar-

Kanals (SV, HEDRICH & NEHER 1987), die im Bereich von 500 ms bis mehrere 

Sekunden liegt. 

Um die Selektivität des schnell aktivierbaren Gesamtstroms für Ca2+ gegenüber K+ 

zu untersuchen, wurden in Pipette (sprich vakuoläres Lumen) und Bad (sprich zyto-

plasmatischer Raum) asymmetrische Ca2+- und K+-Konzentrationen und pH-Werte 

vorgegeben (s. Legende Abb. 4.13). Wird der resultierende Strom gegen die 

angelegte Spannung aufgetragen, so erhielt man eine Strom-Spannungs-Kennlinie, 

deren Umkehrpotential (Erev) bei -38 mV (± 3,8 mV) lag (s. Abb. 4.13B). Unter der 

Annahme, daß der schnell aktivierbare Gesamtstrom für Glukonat-Ionen keine 

Permeabilität besaß, errechnete sich unter Verwendung von Gleichung (23) für 

den schnell aktivierbaren Gesamtstrom eine Selektivität von K+ über Ca2+ von 1,3. 

Dies bedeutet, daß der schnell aktivierbare Strom durch den Tonoplasten unter 

diesen Bedingungen keine besondere Diskriminierung zwischen dem einwertigen 

K+-Kation und dem zweiwertigen Ca2+-Kation zeigte. 

Somit wies der schnell aktivierbare Strom unter diesen Bedingungen einen nach  

 
 

mA m-2

-100

-50

50

100

150

200

250

300

350

-100 -75 -50 -25 25 50 75 100

mV

1 µM CaGlu2

100 mM KGlu

5 mM CaGlu2

10 mM KGlu

.

 
 

Abb. 4.14: Der schnell aktivierbare Ionenkanal. 
Die durchschnittliche Stromdichte (mA.m-2) des schnell aktivierbaren Stromes 
durch den Tonoplasten von Vakuolen aus Z. mays L.-Koleoptil-Protoplasten. 
Messungen in der wv-Konfiguration. Ionenkonzentrationen wie in Abb. 4.13 an-
gegeben. n = 24. 
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außen (d. h. vom Zytoplasma in die Vakuole) schwach gleichrichtenden Kationen-

strom bei positiven Tonoplastenpotentialen auf. Die Stromdichte des schnell 

aktivierbaren Stroms ist in Abbildung 4.14 dargestellt. Im physiologischen Bereich 

des Tonoplastenpotentials zeigte sich im Bereich von -20 bis -50 mV ein schwacher 

Kationeneinstrom von 8 bis 17 mA.m-2. 

 

Wurde der schnell aktivierbare Ionenkanal durch einen Potentialsprung von 0 mV 

auf +55 mV aktiviert und anschließend durch eine Absenkung des Haltepotentials 

in Spannungsschritten auf -100 mV deaktiviert, so zeigten auch die Deaktivierungs-

ströme eine Umkehrung im Bereich des oben genannten Umkehrpotentials (s. Abb. 4.15). 

 
Abb. 4.15: Der schnell aktivierbare Ionenkanal. 
Deaktivierungströme durch den Tonoplasten einer Z. mays L.-Vakuole (36 µm) aus 
Koleoptil-Protoplasten. Nach einem Potentialsprung von 0 mV auf +55 mV von 2,5 s 
Dauer wurde das Haltepotential in Spannungsschritten auf -100 mV erniedrigt. 
Ionenkonzentrationen wie in Abb. 4.13 angegeben. 

 

Um nachzuweisen, daß der schnell aktivierbare Strom durch den Tonoplasten von 

einem spezifischen Ionenkanal verursacht wird, wurden Versuche im co-Modus 

unternommen. 

Wurde im co-Modus das Haltepotential in Spannungsschritten von +55 bis -100 mV 

verändert, zeigten sich sofort einsetzende Kanalereignisse eines Ionenkanals mit 

ca. 19 pS Leitfähigkeit (s. Abb. 4.16). Sofort einsetzende Kanalereignisse des schnell 

aktivierbaren Ionenkanals aus Z. mays L. sprechen wiederum für einen Ionenkanal  
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Abb. 4.16: Der schnell aktivierbare Ionenkanal. 
Kanalereignisse des schnell aktivierbaren Ionenkanals bei Spannungsschritten von 
+55 bis -100 mV einer co-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von 
Z. mays L. Ionenkonzentrationen wie in Abb. 4.13 angegeben. - = Grundlinie. 
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des FV-Typs in monokotyledonen Pflanzen (TIKHONOVA et al. 1997). Dagegen 

wiesen die Einzelkanalereignisse des SV-Kanals aus Mesophyllzellen von Hordeum 

vulgare L. innerhalb einer Sekunde eine deutliche Zunahme gleichzeitig öffnender 

Ionenkanäle auf (POTTOSIN et al. 1997). 

 

Wurde das Haltepotential in der co-Konfiguration stufenweise verändert, konnten 

die Öffnungsamplituden der Kanalereignisse des schnell aktivierbaren Ionenkanals 

besser beobachtet werden (s. Abb. 4.17A). Mitunter konnten in der co-Konfi-

guration Kanalereignisse kleinerer Öffnungsamplituden festgestellt werden (s. Abb. 

4.16A (-100 mV) und 4.17A (-3 mV)). Da die kleineren Amplituden ein Verhältnis von 

½ und ¼ gegenüber der Öffnungsamplitude des schnell aktivierbaren Ionenkanals 

hatten, kann vermutet werden, daß es sich um Unterleitfähigkeiten handelte. 

Wurden die Amplituden der Öffnungsereignisse (s. Abb. 4.17B) gegen das an-

gelegte Haltepotential aufgetragen, erhielt man eine Strom-Spannungs-Kennlinie 

des untersuchten Ionenkanals (s. Abb. 4.18A). 

Die Zunahme der Stromamplituden zeigte im positiven Bereich der Halte-

spannungen eine leichte Gleichrichtung mit einer Leitfähigkeit von 22 pS. Im nega-

tiven Spannungsbereich sank die Leitfähigkeit auf 14 pS. Im mittleren Teil betrug die 

Leitfähigkeit 19 pS. Das Umkehrpotential des schnell aktivierbaren Ionenkanals 

betrug unter den vorgegebenen Bedingungen -37,8 mV (± 0,9 mV). Somit stimmte 

das Umkehrpotential der Einzelkanalanalyse des schnell aktivierbaren Ionenkanals 

mit dem Umkehrpotential des schnell aktivierbaren Stroms durch den Tonoplasten 

überein. Unter der Annahme, daß der schnell aktivierbare Ionenkanal für Glukonat-

Ionen keine Permeabilität besaß, errechnete sich unter Verwendung von 

Gleichung (23) für den schnell aktivierbaren Ionenkanal wiederum eine Selektivität 

von K+ über Ca2+ von 1,3. Unter den vorgegebenen Bedingungen konnte somit am 

schnell aktivierbaren Ionenkanal aus Z. mays L. erstmals eine Selektivität für Ca2+ 

bei Ionenkanälen des FV-Typs nachgewiesen werden. 

 

Die Offenzeiten des schnell aktivierbaren Ionenkanals lagen bei Einzelkanal-

messungen weitgehend unter 50 ms (s. Abb. 4.18B). Es zeigte sich eine deutliche 

Verkürzung der Offenzeit bei negativen Haltepotentialen. 
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Abb. 4.17: Der schnell aktivierbare Ionenkanal. 
A: Kanalereignisse des schnell aktivierbaren Ionenkanals bei kontinuierlicher Ver-
änderung des Haltepotentials einer co-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-
Protoplasten von Z. mays L. Ionenkonzentrationen wie in Abb. 4.13 angegeben. 
c- = Grundlinie, o- = Öffnungsebene , o1- bis o2- = Öffnungsebenen parallel auf-
tretender Ionenkanäle. 
B: Amplitudenhistogramm der oben dargestellten Kanalereignisse des schnell akti-
vierbaren Ionenkanals bei einer Haltespannung von -13 mV. Das gezeigte zweite 
Maximum entsteht durch die Addition der Stromamplituden zweier offener Kanäle. 
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Abb. 4.18: Der schnell aktivierbare Ionenkanal. 
A: Die Strom-Spannungs-Kennlinie von Messungen am Tonoplasten aus Koleoptil-
Protoplasten von Z. mays L. in der co-Konfiguration. Die Stromamplituden des 
schnell aktivierbaren Ionenkanals wurden gegen die Haltepotentiale aufgetragen. 
Mittelwert und Standardabweichung aus 8 Messungen. Ionenkonzentrationen wie 
in Abb. 4.13 angegeben. 
B: Die Offenzeiten des schnell aktivierbaren Ionenkanals während einer Einzel-
kanalmessung mit zwei sichtbaren Ionenkanälen bei den indizierten Halte-
spannungen (s. Abb. 4.17A). Zur anschaulichen Darstellung wurde die maximale 
Öffnungszeit auf 50 ms normiert, da längere Ereignisse nicht mehr als Ereigniswerte 
darzustellen waren. 
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4.3.1.1 Symmetrische und asymmetrische KCl-Konzentration 

Um eine Übersicht über das Auftreten weiterer Ionenkanaltypen und ihrer Leitfähig-

keit zu gewinnen, wurden Messungen bei gleichen KCl-Konzentrationen (100 mM) 

auf zytoplasmatischer (Pipette) und lumenal vakuolärer Seite (Bad) in der ci-Konfi-

guration unternommen. Außer dem schnell aktivierbaren Ionenkanal konnten noch 

zwei weitere Ionenkanäle aufgrund der Leitfähigkeiten von 37 pS und 7 pS 

nachgewiesen werden (s. Abb. 4.19, Kap. 4.3.4 und 4.3.5). Zur besseren Abdich-

tung und zur Stabilisierung des Tonoplasten wurden bei den weiteren Messungen in 

der ci-Konfiguration 1 mM CaCl2 und 2 mM MgCl2 in Bad und Pipette zugesetzt. Der 

schnell aktivierbare Ionenkanal war auch bei dieser unphysiologisch hohen Ca2+-

Konzentrationen auf der zytoplasmatischen Seite in der Einzelkanalanalyse 

nachweisbar. Im Bereich von +100 mV bis -40 mV zeigte der schnell aktivierbare 

Ionenkanal durch die lineare Zunahme der Stromamplituden (s. Abb. 4.19) sowohl 

im positiven als auch im negativen Bereich der Haltespannungen ein ohmsches 

Verhalten mit einer Leitfähigkeit von ca. 19 pS, wobei das Umkehrpotential er-

wartungsgemäß bei 0 mV lag, da die Gleichgewichts-Potentiale von K+ und Cl- 

wegen der identischen Verteilung ebenso bei einer Spannung von Null liegen. 
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Abb. 4.19: Symmetrische KCl-Konzentrationen. 
Die Strom-Spannungs-Kennlinien von Messungen am Tonoplasten aus Koleoptil-
Protoplasten von Z. mays L. in der ci-Konfiguration. Die Stromamplituden des 
schnell aktivierbaren Ionenkanals (19 pS, ◆ ) wurden gegen die Haltepotentiale 
aufgetragen. Zum Vergleich sind die Strom-Spannungs-Kennlinien der Ionenka-
näle mit 37 pS ($) und 7 pS (!) dargestellt. Die Ionenkonzentrationen waren 100 
mM KCl, 1 mM CaCl2 und 2 mM MgCl2 in der Pipette (pH 7,2) und im Bad (pH 7,2). 
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Unter Verwendung asymmetrischer KCl-Konzentrationen in Pipette und Bad wurden 

Messungen zur Selektivität des schnell aktivierbaren Ionenkanals unter-nommen. 

Die Strom-Spannungs-Kennlinie in Abbildung 4.21A zeigte wiederum ein lineares 

ohmsches Verhalten des Ionenkanals mit einer Leitfähigkeit von ca. 19 pS. Das 

Umkehrpotential wies mit -34,2 mV eine deutliche Verschiebung in Richtung des 

Gleichgewichts-Potentials für K+ auf. Nach Gleichung (14) ergab sich somit für den 

schnell aktivierbaren Ionenkanal eine Selektivität von K+ über Cl- von 6,2. Diese 

Berechnung gilt jedoch nur unter der Voraussetzung, daß Ca2+ und Mg2+ keinen 

Einfluß auf das Umkehrpotential haben. Wurde bei der Berechnung der Selektivität 

nach Gleichung (26) die relative Permeabilität von K+ gegenüber Ca2+ (s. o.) mit 0,7 

für den Ionenkanal berücksichtigt, ergab sich eine Selektivität von K+ über Cl- von 

7,2. Wie bei Messungen in der co-Konfiguration (s. Abb. 4.17) zeigten die 

Kanalereignisse im ci-Modus (Abb. 4.20) ein analoges Verhalten des schnell 

aktivierbaren Ionenkanals. Bei negativen Haltepotentialen zeigten sich mitunter 

sehr lange Öffnungszeiten von über 1 Sekunde Dauer (s. Abb. 4.21B), welche nur 

von sehr kurzen Geschlossenzuständen unterbrochen wurden. Dieses 

Öffnungsverhalten konnte jedoch auch durch gehäufte kurze Offenzustände 

abgelöst werden. Im positiven Spannungsbereich änderte sich das 

Öffnungsverhalten des Ionenkanals. Eine Spannungserhöhung im positiven Bereich 

zeigte eine deutliche Aktivierung des Ionenkanals, was sich durch die Ausbildung 

des zwei- bis fünffachen Amplitudenmaximums als Summe der Einzelmaxima 

darstellte. Es zeigten sich diskrete Öffnungen, die eine Dauer von 500 ms 

überschreiten konnten. Der schnell aktivierbare Ionenkanal zeigte somit im ci-Patch 

die Eigenschaften eines spannungsabhängigen Ionenkanals, welcher durch die 

Erhöhung der Offenwahrscheinlichkeit vornehmlich im positiven Spannungsbereich 

öffnet. 
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Abb. 4.20: Asymmetrische KCl-Konzentration. 
Kanalereignisse des schnell aktivierbaren Ionenkanals bei den indizierten 
Spannungen von ci-Messungen am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von      
Z. mays L. Die Ionenkonzentrationen waren 100 mM KCl, 1 mM CaCl2 und 2 mM 
MgCl2 in der Pipette (pH 7,2), sowie 10 mM KCl, 1 mM CaCl2 und 2 mM MgCl2 im 
Bad (pH 7,2). 
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Abb. 4.21: Asymmetrische KCl-Konzentration. 
A: Die Strom-Spannungs-Kennlinie des schnell aktivierbaren Ionenkanals von 
Messungen am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L. in der ci-
Konfiguration. Das Gleichgewichts-Potential für K+ (EK

+) lag bei -59 mV, für Cl- bei 
+49 mV. Ionenkonzentrationen wie in Legende Abb. 4.20 angegeben. 
B: Offenzeiten des schnell aktivierbaren Ionenkanals bei den indizierten Halte-
spannungen einer ci-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von         
Z. mays L. Zur anschaulichen Darstellung wurde die maximale Öffnungszeit des 
unteren Diagramms auf 100 ms normiert, da längere Ereignisse nicht mehr als 
Ereigniswerte darzustellen waren. 
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4.3.1.2 Selektivität für Na+ und Rb+ 

Zur Überprüfung der Permeabilität für Na+ wurden Versuche mit asymmetrischen 

Na+/K+-Konzentrationen in Bad und Pipette unternommen. Die Ionenkonzentra-

tionen betrugen 100 mM NaCl und 1 mM KCl im Bad sowie 1 mM NaCl und 100 mM 

KCl in der Pipette. Die Strom-Spannungs-Kennlinie (s. Abb. 4.22) zeigte, daß der 

schnell aktivierbare Ionenkanal mit einer Leitfähigkeit von 19 pS neben K+ auch Na+ 

transportierte. Bei der Berechnung der Selektivität nach Gleichung (15) wurde die 

relative Permeabilität von K+ gegenüber Cl-  (s.o.) mit 6,2 für den Ionenkanal 

berücksichtigt. Bei einem Umkehrpotential von -7,2 mV ergab sich eine Selektivität 

von K+ gegenüber Na+ von 1,7. Die Offenzeiten wurden durch die asymmetrischen 

Na+/K+-Konzentrationen nicht beeinflußt (nicht gezeigt). 
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Abb.: 4.22: Selektivität für Na+. 
Die Strom-Spannungs-Kennlinie des schnell aktivierbaren Ionenkanals von 
Messungen am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays in der ci-
Konfiguration. Die Ionenkonzentrationen waren: 
Pipette: 100 mM KCl, 1 mM NaCl, 1 mM CaCl2 und 2 mM MgCl2 (pH 7,2). 
Bad: 1 mM KCl, 100 mM NaCl, 1 mM CaCl2 und 2 mM MgCl2 (pH 7,2). 
Die Gleichgewichts-Potentiale für K+ und Na+ liegen bei -118 mV und +118 mV. 

 

Rb+ ist ein weiterer Vertreter monovalenter Kationen aus der Reihe der Alkali-

metalle und wird zur Überprüfung ihrer Permeabilität eingesetzt (HEDRICH & 

DIETRICH 1996). Für den schnell aktivierbaren Ionenkanal ergab sich eine 

Permeabilität für Rb+. Wie Abbildung 4.23 zeigt, waren auch im negativen 

Spannungsbereich diskrete Öffnungsereignisse erkennbar. Jedoch tendierte der 

Ionenkanal zu übergangslosen Abschnitten mit kurzen gehäuften Offenzuständen, 

was sich bei den Offenzeiten durch die starke Zunahme der kürzeren Öffnungs-
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zeiten bemerkbar machte (s. Abb. 4.24B). Im positiven Spannungsbereich war 

wiederum eine Zunahme der Kanalereignisse sowie eine Zunahme parallel auf-

tretender Ionenkanäle zu erkennen. Bei der Strom-Spannungs-Kennlinie (s. Abb. 

4.24A) zeigte sich die Leitfähigkeit mit 19 pS weiterhin unverändert. Für das 

erhaltene Umkehrpotential von -4,3 mV ergab sich somit für den schnell 

aktivierbaren Ionenkanal, unter Einbeziehung der relativen Permeabilität von K+ 

gegenüber Cl-  mit 6,2, eine Selektivität von K+ gegenüber Rb+ von 1,4. 

 
 

Abb. 4.23: Selektivität für Rb+. 
Kanalereignisse des schnell aktivierbaren Ionenkanals bei den indizierten 
Spannungen einer ci-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von         
Z. mays L. Die Ionenkonzentrationen waren: 
Pipette: 100 mM KCl, 1 mM RbCl, 1 mM CaCl2 und 2 mM MgCl2 (pH 7,2). 
Bad: 1 mM KCl, 100 mM RbCl, 1 mM CaCl2 und 2 mM MgCl2 (pH 7,2). 
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Abb. 4.24: Selektivität für Rb+. 
A: Die Strom-Spannungs-Kennlinie des schne
sungen am Tonoplasten aus Koleoptil-Protop
guration. Ionenkonzentrationen wie in Legend
Die Gleichgewichts-Potentiale lagen bei +118
B: Offenzeiten des schnell aktivierbaren Io
potentialen während einer ci-Messung am T
von Z. mays L. 
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4.3.2 Ein durch Inositol-1,4,5-triphosphat aktivierbarer 
 hochselektiver Ca2+-Kanal 

 

Vakuolensuspensionen von Z. mays L. setzten nach der Applikation von 1 µM InsP3 

Ca2+ frei (Abb. 4.8). Um den für die Ca2+-Freisetzung verantwortlichen Ionenkanal 

zu charakterisieren wurden Versuche in der wv-, co- und ci-Konfiguration unter-

nommen. 

Der Strom durch den Tonoplasten von Z. mays L.-Vakuolen wurde im wv-Modus bei 

einer Ca2+-Konzentration von 1 µM auf der zytoplasmatischen Seite von einem 

schnell aktivierbaren Ionenkanal mit einer Leitfähigkeit von ca. 19 pS getragen (s. 

Kap. 4.3.1 und Abb. 4.25 oben). Wurden unter diesen Bedingungen dem Bad 

(sprich zytoplasmatische Seite) 1 µM InsP3 zugesetzt, so war eine Zunahme des 

Stromes durch den Tonoplasten sowohl bei negativen als auch bei positiven Halte-

potentialen zu beobachten (s. Abb. 4.25 unten). 
 

 
 

Abb. 4.25: Der InsP3-induzierbare Strom. 
Der Einfluß von 1 µM InsP3 auf den Strom durch den Tonoplasten einer Vakuole (45 
µm) aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L. bei Spannungsschritten von +55 bis     -
100 mV. Messung in der wv-Konfiguration. 
Die Ionenkonzentrationen waren: 
Pipette: 10 mM KGlu, 5 mM CaGlu2, pH 5,2; Bad: 100 mM KGlu, 1 µM CaGlu2, pH 7,4 
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Wurde der Strom durch den Tonoplasten vor und nach Applikation von 1 µM InsP3 

gegenüber der Spannung aufgetragen, so zeigte die Strom-Spannungs-Kennlinie 

(s. Abb. 4.26A) nicht nur eine Steigerung des Gesamtstroms, sondern auch eine 

Verschiebung des Umkehrpotentials des Gesamtstroms in Richtung des Gleichge-

wichts-Potentials für Ca2+. Wurde der Strom durch den Tonoplasten vor der Appli-

kation von 1 µM InsP3 vom Strom durch den Tonoplasten nach der Applikation von 

1 µM InsP3 substrahiert, so wies der daraus resultierende Differenzstrom ein Um- 

kehrpotential von +36,7 mV (± 3,2 mV, n = 4) auf (s. Abb. 4.26B). Unter Verwendung 

von Gleichung (23) ergab sich für den Ionenstrom eine hohe Selektivität von Ca2+  
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Abb. 4.26: Der InsP3-induzierbare Differenzstrom. 
A: Die Strom-Spannungs-Kennlinien der Messung aus Abb. 4.25. 
B: Die Differenz der Strom-Spannungs-Kennlinien der Messung aus Abb. 4.25. 
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über K+ von 106:1. Der durch 1 µM InsP3 induzierte Ionenstrom durch den Tonoplas-

ten betrug hierbei bei -80 mV durchschnittlich -23 mA.m-2, bzw. +17 mA.m-2 bei  +55 

mV (s. Abb. 4.27) und wies ein entsprechendes Umkehrpotential von +36,3 mV auf. 

Dies könnte der Aktivierung eines hochselektiven Ca2+-Kanals entsprechen. 
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Abb. 4.27: Der InsP3-induzierbare Differenzstrom. 
Die Stromdichte (mA.m-2) des InsP3-aktivierbaren Stromes durch den Tonoplasten 
aus Vakuolen (n = 4) von Z. mays L.-Koleoptil-Protoplasten. Messungen in der wv-
Konfiguration. Ionenkonzentrationen wie in Abb. 4.25 angegeben. 

 

Um nachzuweisen, daß der durch InsP3 aktivierbare Differenzstrom durch den Tono-

plasten durch einen spezifischen Ca2+-Kanal verursacht wird, wurden Versuche in 

der co-Konfiguration unternommen. Die Einzelkanalanalyse in der co-Konfiguration 

mit 1 µM InsP3 auf der zytoplasmatischen Seite zeigte das Vorkommen eines hoch-

selektiven Ca2+-Kanals (s. Abb. 4.28). Die lineare Zunahme der Stromamplituden so-

wohl im positiven als auch im negativen Bereich der Haltespannungen wies auf ein 

„ohmsches“ Verhalten des Ionenkanals hin. Der vakuoläre Ca2+-Kanal besaß eine 

Leitfähigkeit von ca. 12 pS. Unter Verwendung von Regressionsgeraden wurde ein 

Umkehrpotential von +38,1 mV (± 2,6 mV, n = 4) ermittelt. Somit stimmte das 

Umkehrpotential der Einzelkanalanalyse mit dem Umkehrpotential der Gesamt-

stromanalyse überein. Unter der Annahme, daß der Ca2+-Kanal für Glu--Ionen keine 

Permeabilität besaß, errechnete sich unter Verwendung von Gleichung (23) für 

den durch InsP3 aktivierbaren Ca2+-Kanal wiederum eine hohe Selektivität von Ca2+ 

über K+ von 117. Übereinstimmend konnten ALEXANDRE et al. (1990) und ALLEN & 

SANDERS (1994b) einen durch InsP3 aktivierbaren, hochselektiven Ca2+-Strom mit 
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einer Selektivität von Ca2+ über K+ von 100 - 800 an Vakuolen von Beta vulgaris L. 

demonstrieren. 
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Abb. 4.28: Der InsP3-aktivierbare hochselektive Ca2+-Kanal. 
A: Kanalereignisse des hochselektiven Ca2+-Kanals mit einer Leitfähigkeit von 12 pS 
bei den indizierten Spannungen einer co-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-
Protoplasten von Z. mays L. Ionenkonzentrationen wie in Abb. 4.25 angegeben. 
B: Die Strom-Spannungs-Kennlinie des hochselektiven Ca2+-Kanals. 
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4.3.2.1 Die Offenwahrscheinlichkeit des InsP3-aktivierbaren 
        hochselektiven Ca2+-Kanals in der ci-Konfiguration 

 

Um das Öffnungsverhalten des Ca2+-Kanals bezüglich physiologischer Regula-

tionsmechanismen auf der vakuolären Seite zu testen, wurden Versuche in der ci-

Konfiguration unternommen. In den Lösungen wurde die Cl--Konzentration auf 2 

mM in Bad und Pipette erhöht, um einen eventuellen Einfluß von Cl- auf die 

Offenwahrscheinlichkeit untersuchen zu können, da auch die Anwesenheit von 

Anionen Ca2+-Kanäle beeinflussen kann (HASSELBACH & MIGALA 1992). Die Ca2+-

Konzentration auf der zytoplasmatischen Seite wurde auf 0,1 mM erhöht und 

zusätzlich 1 µM InsP3 zugesetzt. Unter diesen Voraussetzungen konnten in ca. 5 % 

der Versuche die Öffnungsereignisse des Ca2+-Kanals beobachtet werden. 

Abbildung 4.29A zeigt die typischen Öffnungsereignisse des Ca2+-Kanals während 

einer Messung unter oben genannten Bedingungen. Der Ca2+-Kanal zeigte ein 

spannungsabhängiges Öffnungsverhalten, wobei nur bei schwach positiven und 

negativen Haltepotentialen Öffnungsereignisse zu beobachten waren. Für den 

Ca2+-Kanal war eine lineare Zunahme der Amplitude mit einer Leitfähigkeit von ca. 

12 pS zu erkennen (s. Abb. 4.29B). Unter Verwendung von Gleichung (23) ergab 

sich mit dem Umkehrpotential von +32,6 mV eine Selektivität von Ca2+ gegenüber 

K+ von 105. Eine Zunahme des Haltepotentials im negativen Spannungsbereich 

führte zu einer Aktivierung des Ca2+-Kanals in der ci-Konfiguration. Dies war durch 

das parallele Öffnen mehrerer Ca2+-Kanäle zu erkennen. Ein Anstieg des Haltepo-

tentials über -70 mV hinaus führte jedoch wieder zu einer Reduzierung der Kanal-

aktivierung und dem charakteristischen Auftreten von Offenzuständen geringerer 

Leitfähigkeit. Auch die Offenzeiten des Ca2+-Kanals verhielten sich spannungs-

abhängig. Abbildung 4.30A zeigt die Offenzeiten der oberen Spur bei einer 

Messung mit bis zu zwei sichtbaren Ca2+-Kanälen. Während bei niedrigen Haltepo-

tentialen der Ca2+-Kanal Offenzeiten bis zu 400 ms aufwies, verkürzten sich die 

Offenzeiten bei höheren Haltespannungen. Sie verblieben relativ konstant unter 

100 ms. Zur Berechnung der Offenwahrscheinlichkeit des Ca2+-Kanals mußten 

durch das Auftreten von mehreren Ca2+-Kanälen während der Messung die wahr-

scheinlichste Kanalanzahl pro Versuch berechnet werden (s. Kap. 3.8.5). Für den 

Ca2+-Kanal ergab sich ein Maximum der Offenwahrscheinlichkeit bei -75 mV (s. 

Abb. 4.30B). 



Ergebnisse 

 65 

 

-2,5

-2

-1,5

-1

-0,5

0,5

1

-100 -75 -50 -25 25 50 75 100

pA

mV

5 mM Ca2+

10 mM K+

pH 7,2

0,1 mM Ca2+

100 mM K+

pH 7,2

ErevEK
+ ECa

2+

 
 

Abb. 4.29: Der InsP3-aktivierbare hochselektive Ca2+-Kanal in der ci-Konfiguration. 
A: Kanalereignisse des Ca2+-Kanals bei den indizierten Haltepotentialen während 
einer ci-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L.  
Die Ionenkonzentrationen waren: 
Pipette: 100 mM KGlu; 0,1 mM CaGlu2 und 1 mM MgCl2 (pH 7,2). 
Bad: 10 mM KGlu, 5 mM CaGlu2 und 1 mM MgCl2 (pH 7,2). 
B: Strom-Spannungs-Kennlinie des hochselektiven Ca2+-Kanals. 
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Abb. 4.30: Der InsP3-aktivierbare hochselektive Ca2+-Kanal in der ci-Konfiguration. 
A: Die Offenzeiten der oberen Spur (P(1)) des Ca2+-Kanals bei Haltespannungen von 
-18 mV bis -118 mV während einer ci-Messung mit zwei sichtbaren Ca2+-Kanälen am 
Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L. Ionenkonzen-trationen wie in 
Abb. 4.29 angegeben. Im oberen Diagramm (-28 mV) sind Öffnungen von bis zu 400 
ms Dauer erkenntlich. Im unteren Diagramm wurde zur anschaulichen Darstellung 
die maximale Öffnungszeit auf 50 ms normiert, da längere Ereignisse nicht mehr als 
Ereigniswerte darzustellen waren. 
B: Die Offenwahrscheinlichkeit des Ca2+-Kanals bei den indizierten Haltespan-
nungen von -18 mV bis -118 mV aus ci-Messungen am Tonoplasten von Z. mays L. 
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4.3.2.2 Der Einfluß der pH-Absenkung und der Erhöhung der Ca2+-Konzentration 
        auf der vakuolären Seite auf die Offenwahrscheinlichkeit 

 

pH-Absenkung 

Da das pH von Z. mays L.-Vakuolen Werte von pH 4,6 annehmen kann (s. Kap. 

4.1.1), wurden in der ci-Konfiguration Versuche mit der Absenkung des pH auf der 

vakuolären Seite unternommen. Dies schien angemessen, da insbesondere ALLEN 

& SANDERS (1994a) durch ein Absenken des pH auf der vakuolären Seite von pH 

7,3 auf pH 5,5 eine drastische Abnahme der Offenwahrscheinlichkeit eines 

spannungsabhängigen Ca2+-Kanals von Vicia faba L.-Schließzellvakuolen fest-

stellten. Abbildung 4.31A zeigt die Kanalereignisse eines der wenigen Fälle der 

sichtbaren Einwirkung einer pH-Absenkung auf der vakuolären Seite von pH 7,2 auf 

pH 5,6 auf den Ca2+-Kanal während einer Messung. Nach dem Austausch des 

Bades war eine Abnahme der Kanalaktivität zu erkennen, die auch im Amplituden-

Histogramm (Abb. 4.32A) durch den kompletten Ausfall des vierten und weit-

gehenden Ausfall des dritten Kanalmaximums erkennbar ist. Weiterhin war eine 

Verkürzung der Offenzeiten des Ca2+-Kanals erkennbar. Dies zeigte sich in der Zu-

nahme der Ereignisse im Amplituden-Histogramm, sowie in der Zunahme der 

Ereignisse mit kurzen Offenzeiten (Abb. 4.31B). Insgesamt ergab sich durch diese 

Effekte eine Reduzierung der Offenwahrscheinlichkeit um ca. 20 %, wohingegen 

ALLEN & SANDERS (1994a) fast den kompletten Ausfall der Kanalaktivität beob-

achteten. In der Mehrzahl der Versuche (n = 5) konnte jedoch überhaupt keine 

Reduzierung der Offenwahrscheinlichkeit festgestellt werden. Die Strom-Span-

nungs-Kennlinie (s. Abb. 4.32B) wies mit einem Umkehrpotential von +34,4 mV 

weiterhin eine hohe Selektivität von Ca2+ gegenüber K+ von 126 auf, bei einer 

Leitfähigkeit von 12 pS. 

 

Erhöhung der Ca2+-Konzentration 

Um den Einfluß einer Anhebung der Ca2+-Konzentration auf der vakuolären Seite 

auf den Ca2+-Kanal zu untersuchen, wurde im Anschluß an die Messungen mit 5 

mM Ca2+ das Bad durch eine 50 millimolare Ca2+-Glu--Lösung ausgetauscht. Dies 

schien angebracht, da JOHANNES et al. (1992) bei einem vakuolären Ca2+-Kanal 

aus Beta vulgaris L. eine von der Ca2+-Konzentration auf der vakuolären Seite 

abhängige  Sättigung  des  Ionenkanalstroms  zeigen  konnten. Die Erhöhung der  
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Abb. 4.32: pH-Absenkung auf der vakuolären Seite. 
A: Amplituden-Histogramm des hochselektiven Ca2+-Kanals (s. Abb. 4.31A). 
B: Die Strom-Spannungs-Kennlinie von Messungen am Tonoplasten aus Koleoptil-
Protoplasten von Z. mays L. in der ci-Konfiguration. Ionenkonzentrationen wie in 
Abb. 4.31 angegeben. 

 

Ca2+-Konzentration auf der vakuolären Seite führte zu einer vom Ca2+-Gleich-

gewichtspotential abhängigen Verschiebung des Umkehrpotentials von +32,6 auf 

+64,9 mV (s. Abb. 4.33A). Mit dem Umkehrpotential von +64,9 mV ergab sich eine 

Selektivität von Ca2+ gegenüber K+ von 121. Auffallend bei den Messungen mit 

erhöhten Ca2+-Konzentrationen war das vermehrte Auftreten von Offenzuständen 

geringerer Leitfähigkeit (nicht gezeigt). Auch nach einer Absenkung des pH-Wertes 

auf der vakuolären Seite von pH 7,2 auf pH 5,6 zeigte sich keine Änderung der  
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Verhältnisse. Bei einer Leitfähigkeit von 12 pS (s. Abb. 4.33B) ergab sich mit dem 

Umkehrpotential von +66,1 mV eine Selektivität von Ca2+ gegenüber K+ von 139. 
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Abb. 4.33: Einfluß des Ca2+ und des pH auf der vakuolären Seite. 
A: Ca2+ 
Die Strom-Spannungs-Kennlinie von Messungen am Tonoplasten aus Koleoptil-
Protoplasten von Z. mays L. in der ci-Konfiguration. Zum besseren Vergleich der 
Verschiebung des Umkehrpotentials wurde im Diagramm eine Messung mit 5 mM 
Ca2+ (x) gegenüber den Messungen mit 50 mM Ca2+ (!) aufgetragen. 
Die Ionenkonzentrationen waren: 
Pipette: 100 mM KGlu; 0,1 mM CaGlu2 und 1 mM MgCl2 (pH 7,2). 
Bad: 10 mM KGlu, 5 mM (×) oder 50 mM CaGlu2 (!) und 1 mM MgCl2 (pH 7,2). 
Die Gleichgewichts-Potentiale für K+ und Ca2+ lagen bei -59 und +50, bzw. +79,5 mV. 
B: pH 
Strom-Spannungs-Kennlinie des Ca2+-Kanals von Messungen in der ci-Konfiguration 
am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L. 
Die Ionenkonzentrationen waren: 
Pipette: 100 mM KGlu; 0,1 mM CaGlu2 und 1 mM MgCl2 (pH 7,2). 
Bad: 10 mM KGlu, 50 mM CaGlu2 und 1 mM MgCl2 (pH 5,6). 

A 

B 
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4.3.2.3 Selektivität für Ionen der Berylliumgruppe 
 

Magnesium (Mg2+) 

Zur weiteren Charakterisierung des InsP3-aktivierbaren hochselektiven Ca2+-Kanals 

wurde die Leitfähigkeit und Selektivität für zweiwertige Kationen der Beryllium-

gruppe untersucht. Diese Untersuchung kann Aufschluß über den Selektivitätsfilter 

des Ca2+-Kanals ergeben (HILLE 1992, PINEROS & TESTER 1995) und schien von 

besonderem Interesse, da bis zu diesem Zeitpunkt für tonoplastenständige InsP3-

aktivierbare Ca2+-Kanäle nur eine Leitfähigkeitsreihe in der wv-Konfiguration nach-

gewiesen werden konnte (Ca2+ > Ba2+ > Sr2+, ALEXANDRE & LASALLES 1992). 

 

Zur Feststellung des Öffnungsverhaltens und der Offenzeiten wurden die Versuche 

mit 50 mM Ca2+, Ba2+, Sr2+ bzw. Mg2+ und 10 mM K+ auf der vakuolären Seite, sowie 

0,1 mM Ca2+ und 100 mM K+ auf der zytoplasmatischen Seite durchgeführt (s. 

Legende Abb. 4.34). Für die Ca2+-Kontrolle (50 mM) resultierte aus dem Umkehr-

potential von +64,8 mV eine Selektivität von Ca2+ gegenüber K+ von 121. Die Leit-

fähigkeit betrug 12 pS. Da sich die Selektivität von Ca2+ gegenüber K+ unter Ver-

wendung von 100 mM Cl- auf zytoplasmatischer und vakuolärer Seite nicht merk-

lich verringerte, kann vermutet werden, daß der durch InsP3 aktivierbare, hoch-

selektive Ca2+-Kanal keine nennenswerte Permeabilität für Cl- besitzt. 

Wurde das Ca2+-Bad durch das Mg2+-Bad ausgetauscht, wies der Ca2+-Kanal keine 

diskreten Öffnungen mehr auf (Abb. 4.34A). Mg2+ als Ladungsträger führte in dieser 

hohen vakuolären Konzentration zu stark flickernden Öffnungsereignissen mit sehr 

kurzen Offenzeiten. Dies könnte auf eine sterische Blockierung des Ca2+-Kanals 

durch Mg2+ hinweisen, die z.B. von ryanodinabhängigen Ca2+-Kanälen des sarko-

plasmatischen Retikulums bekannt ist (MEISSNER et al. 1986). Das Umkehrpotential 

verschob sich bei einer Leitfähigkeit von 15,5 pS deutlich in Richtung des Gleichge-

wichts-Potentials für K+ (s. Abb. 4.34B). Das Umkehrpotential von +9,7 mV hat mit 

Gleichung (23) eine Reduzierung der Selektivität für Mg2+ gegenüber K+ von 1,7 zur 

Folge. 

Unter Einbeziehung der relativen Permeabilität von Mg2+ gegenüber K+ mit 1,7, 

ergab sich mit Gleichung (26) für die Ca2+-Kontrolle (50 mM) eine Steigerung der 

Selektivität von Ca2+ gegenüber K+ von 129. 
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2+ als Ladungsträger. 
nisse des hochselektiven Ca2+-Kanals während einer ci-Messung am 
aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L. bei den indizierten Halte-

nungs-Kurve des hochselektiven Ca2+-Kanals. 
zentrationen waren: 
M KCl; 0,1 mM CaGlu2 und 1 mM MgGlu2 (pH 7,2). 

M KGlu, 50 mM CaCl2 und 1 mM MgGlu2 (pH 7,2). 
M KGlu, 50 mM MgCl2 (pH 7,2). 
wichts-Potentiale für K+ , Mg2+ und Ca2+ waren -59, +50 und +79,5 mV. 
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Barium (Ba2+) 

Wurde Ca2+ auf der vakuolären Seite durch Ba2+ ersetzt (Abb. 4.35B), verschob der 

nun durch Ba2+ getragene einwärtsgegerichtete Kationenstrom das Umkehr-

potential in Richtung des Gleichgewichtspotentials für K+ auf +32,1 mV. Bei einer 

erhöhten Leitfähigkeit von 21,1 pS ergab sich mit Gleichung (23) eine Selektivität 

von Ba2+ gegenüber K+ von 8. Unter Einbeziehung der relativen Permeabilität von 

Mg2+ gegenüber K+ mit 1,7, ergab sich mit Gleichung (26) eine Selektivität von Ba2+ 

gegenüber K+ von 8. Die hier vorgefundene Erhöhung der Leitfähigkeit von 12 auf 

21,1 pS mit Ba2+ als Ladungsträger steht somit im Widerspruch gegenüber der von 

ALEXANDRE & LASALLES (1992) nachgewiesenen Leitfähigkeitsreihe (Ca2+ > Ba2+ > 

Sr2+). 

Die Offenzeiten blieben gegenüber Messungen mit Ca2+ als Ladungsträger 

unbeeinflußt, wobei aber wiederum bei höheren negativen Haltepotentialen 

vermehrt Offenzustände geringerer Leitfähigkeit auftraten (s. Abb. 4.35A). 

 

Strontium (Sr2+) 

Auch für Sr2+ als Ladungsträger zeigte sich eine Verschiebung des Umkehrpotentials 

in Richtung des Gleichgewicht-Potentials für K+. Jedoch fiel die Selektivitätsver-

schiebung im Vergleich mit Ba2+ schwächer aus. Aus dem Umkehrpotential von 

+44,1 mV ergab sich mit Gleichung (23) eine Selektivität von Sr2+ gegenüber K+ von 

18, wobei die Leitfähigkeit ca. 17 pS betrug (s. Abb. 4.36B). Die hier vorgefundene 

Erhöhung der Leitfähigkeit von 12 auf 17 pS mit Sr2+ als Ladungsträger steht somit 

abermals im Widerspruch gegenüber der von ALEXANDRE & LASALLES (1992) 

nachgewiesenen Leitfähigkeitsreihe (Ca2+ > Ba2+ > Sr2+). 

Unter Einbeziehung der relativen Permeabilität von Mg2+ gegenüber K+ mit 1,7, 

ergab sich mit Gleichung (26) eine Erhöhung der Selektivität von Sr2+ gegenüber K+ 

von 20. Die Offenzeiten und das Öffnungsverhalten des Ca2+-Kanals änderten sich 

mit Sr2+ als Ladungsträger nicht sichtbar (s. Abb. 4.36A). 
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onnten keine Gleichgewichts-Potentiale bestimmt werden, da die Kationen nur 
 Seite vorlagen (s. Kap. 3.8.4). 
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zentrationen waren: 
M KCl; 0,1 mM CaGlu2 und 1 mM MgGlu2 (pH 7,2). 

M KGlu, 50 mM CaCl2 und 1 mM MgGlu2 (pH 7,2). 
M KGlu, 50 mM BaCl2 und 1 mM MgGlu2 (pH 7,2). 
wichts-Potentiale für K+ und Ca2+ lagen bei -59 und +79,5 mV2 . 
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M KCl; 0,1 mM CaGlu2 und 1 mM MgGlu2 (pH 7,2). 

M KGlu, 50 mM CaCl2 und 1 mM MgGlu2 (pH 7,2). 
M KGlu, 50 mM SrCl2 und 1 mM MgGlu2 (pH 7,2). 
wichts-Potentiale für K+ und Ca2+ lagen bei -59 und +79,5 mV. 
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4.3.2.4 Hemmung durch Ionenkanalblocker auf der vakuolären Seite 
 

Lanthan (La3+) 

Zur weiteren Charakterisierung des hochselektiven Ca2+-Kanals wurde die Per-

meabilität für dreiwertige Kationen aus der Gruppe der Lanthanoiden untersucht. 

Das La3+-Kation gilt als Ca2+-Kanalblocker in tierischen und pflanzlichen Zellen (HILLE 

1992, PINEROS & TESTER 1995). Im Bereich von 0,1 µM bis 1 mM konnte für La3+ eine 

dosisabhängige Hemmung festgestellt werden (s. Abb. 4.37B), wenn es auf der 

vakuolären Seite appliziert wurde. Die Konzentration von 1 mM führte zum voll-

kommenen Ausfall der Öffnungsereignisse. Niedrigere Konzentrationen führten zum 

teilweisen Ausfall der Öffnungsereignisse und dem vermehrten Auftreten von 

Offenzuständen geringerer Leitfähigkeit. Die Hemmung durch La3+ war reversibel, 

so daß nach dem Auswaschen wieder fast normale Öffnungsereignisse beob-

achtet werden konnten (s. Abb. 4.37C). Die halbmaximale Konzentration (K½) zur 

Hemmung der Offenwahrscheinlichkeit des Ca2+-Kanals wurde unter den vorge-

gebenen Bedingungen auf 8 µM abgeschätzt (s. Abb. 4.37D). 
 

Gadolinium (Gd3+) 

Gd3+ ist ein weiteres Kation aus der Gruppe der Lanthanoiden, welches zur 

spezifischen Hemmung von Ca2+-Kanälen verwendet wird. So konnten ALLEN & 

SANDERS (1994) an Vakuolen von Schließzellen an Vicia faba L. eine 

dosisabhängige Hemmung (K½ = 10,3 µM) auf der vakuolären Seite eines einwärts-

richtenden 27 pS Ca2+-Kanals zeigen. Bei Z. mays L. Vakuolen wurden 100 µM Gd3+ 

auf vakuolärer Seite getestet. Abbildung 4.38 zeigt die Einwirkung des Gd3+ auf das 

Öffnungsverhalten des Ca2+-Kanals. Gd3+ bewirkt eine leichte Reduzierung der 

Offenwahrscheinlichkeit (13 %) durch eine Abnahme der Offenzeiten. Auch konnte 

ein vermehrtes Auftreten von Offenzuständen geringerer Leitfähigkeit beobachtet 

werden. 
 

Zink (Zn2+) 

Zn2+ ist ein Kation der II. Nebengruppe und wird zur Hemmung von Ionenkanälen 

verwendet. JOHANNES et al. (1992) konnten an tonoplastenangereicherten 

Mikrosomen von Beta vulgaris L. eine dosisabhängige Hemmung (K½ = 327 µM) des 

spannungssensitiven Ca2+-Ausstroms auf der zytoplasmatischen Seite feststellen. An  
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gnisse nach dem Auswaschen des La3+. 
zentrationen waren: 
M KGlu; 0,1 mM CaGlu2 und 1 mM MgCl2 (pH 7,2). 

KGlu, 50 mM CaGlu2 und 1 mM MgCl2 (pH 5,6). 
ungskurve der Hemmung der Offenwahrscheinlichkeit (P0) des hoch-
2+-Kanals durch La3+ auf der vakuolären Seite. 
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Z. mays L. Vakuolen wurde die Konzentration von 1 mM Zn2+ auf der vakuolären 

Seite getestet. Abbildung 4.39 zeigt eine deutliche Hemmung von 80 % der Offen-

wahrscheinlichkeit des Ca2+-Kanals. Die Hemmung war reversibel. 

 

 
Abb. 4.38: Hemmung des hochselektiven Ca2+-Kanals durch Gd3+. 
A) Kanalereignisse einer ci-Messung bei -28 mV als Kontrolle vor der Zugabe von Gd3+. 
B) Die Zugabe von 0,1 mM Gd3+ in das Bad blockierte den Ca2+-Kanal. Die Offen-
wahrscheinlichkeit des Kanals wurde durch Gd3+ um 13% ± 12% reduziert. 
Die Ionenkonzentrationen waren: 
Pipette: 100 mM KGlu; 0,1 mM CaGlu2 und 1 mM MgCl2 (pH 7,2). 
Bad: 10 mM KGlu, 50 mM CaGlu2 und 1 mM MgCl2 (pH 7,2). 

 

  
 

Abb. 4.39: Hemmung des hochselektiven Ca2+-Kanals durch Zn2+. 
A) Kanalereignisse einer ci-Messung bei -28 mV als Kontrolle vor der Zugabe von Zn2+. 
B) Zugabe von 1 mM Zn2+ in das Bad blockierte den Ca2+-Kanal. 
C) Kanalereignisse nach dem Auswaschen von Zn2+. 
Die Ionenkonzentrationen waren: 
Pipette: 100 mM KGlu; 0,1 mM CaGlu2 und 1 mM MgCl2 (pH 7,2). 
Bad: 10 mM KGlu, 50 mM CaGlu2 und 1 mM MgCl2 (pH 5,6). 

A 

B 

B 
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4.3.3 Ein durch Ryanodin aktivierbarer Ionenkanal 
Vakuolensuspensionen von Z. mays L. setzten nach der Applikation von 1 µM Rya-

nodin Ca2+ frei (Abb. 4.10). Um den für die Ca2+-Freisetzung verantwortlichen Ionen-

kanal zu charakterisieren, wurden Versuche in der wv- und co-Konfiguration unter-

nommen. 

Der Strom durch den Tonoplasten von Z. mays L.-Vakuolen wurde im wv-Modus bei 

einer Ca2+-Konzentration von 1 µM auf der zytoplasmatischen Seite von einem 

schnell aktivierbaren Ionenkanal mit einer Leitfähigkeit von 19 pS getragen (s. Kap. 

4.3.1 und Abb. 4.40 oben). Wurden unter diesen Bedingungen dem Bad (sprich 

zytoplasmatische Seite) 1 µM Ryanodin zugesetzt, so war eine Zunahme des 

Stromes durch den Tonoplasten sowohl bei negativen als auch bei positiven 

Haltepotentialen zu beobachten (s. Abb. 4.40 unten). 

 

 
 

Abb. 4.40: Der Ryanodin-induzierbare Strom. 
Der Einfluß von 1 µM Ryanodin auf den Strom durch den Tonoplasten einer Vakuole 
(45 µm) aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L. bei Spannungsschritten von +55 bis 
-100 mV. Messung in der wv-Konfiguration. 
Die Ionenkonzentrationen waren: 
Pipette: 10 mM KGlu, 5 mM CaGlu2, pH 5,2. 
Bad: 100 mM KGlu, 1 µM CaGlu2, pH 7,4. 



Ergebnisse 

 

-250

250

500

750

1000

-100 -75 -50 -25 25 50 75 100 125

mV

pA
 -Ryanodin
 +Ryanodin

1 µM CaGlu2

100 mM KGlu

5 mM CaGlu2

10 mM KGlu

EK
+ ECa

2+

 
 

200

Abb. 4.41: De
A: Die Strom-
B: Die Differe
C: Die Strom
plasten von 
Konfiguration

B 

A 
80 

-100

-50

50

100

150

-100 -75 -50 -25 25 50 75 100 125

mV

pA

1 µM CaGlu2

100 mM KGlu

5 mM CaGlu2

10 mM KGlu

EK
+ ECa

2+

 
 

mA m-2

-20
-15
-10
-5

5
10
15
20
25
30
35

-100 -75 -50 -25 25 50 75 100

mV

.

 
 

r Ryanodin-induzierbare Differenzstrom. 
Spannungs-Kennlinien der Messung aus Abb. 4.40. 
nz der Strom-Spannungs-Kennlinien der Messung aus Abb. 4.40. 
dichte (mA.m-2) des Ryanodin-aktivierbaren Stromes durch den Tono-
Vakuolen aus Z. mays L. Koleoptil-Protoplasten. Messungen in der wv-
 (n = 4). Ionenkonzentrationen wie in Abb. 4.40 angegeben. 
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Wurde der Strom durch den Tonoplasten vor und nach Applikation von 1 µM Rya-

nodin gegenüber der Spannung aufgetragen, so zeigte die Strom-Spannungs-

Kennlinie (s. Abb. 4.41A) eine Steigerung des Gesamtstroms. Wurde der Strom 

durch den Tonoplasten vor der Applikation von 1 µM Ryanodin vom Strom durch 

den Tonoplasten nach der Applikation von 1 µM Ryanodin substrahiert, so zeigte 

der daraus resultierende Differenzstrom ein Umkehrpotential von -38 mV (± 4 mV,  s. 

Abb. 4.41B). Unter der Annahme, daß der durch Ryanodin aktivierbare Ionenstrom 

für Glukonat-Ionen keine Permeabilität besitzt, ergab sich unter Ver-wendung von 

Gleichung (23) für den Ionenstrom eine Selektivität von Ca2+ über K+ von 0,8. Der 

durch 1 µM Ryanodin induzierte Strom betrug hierbei bei -80 mV durchschnittlich -

10 mA.m-2, bzw. +26 mA.m-2 bei +55 mV (s. Abb. 4.41C). Da das Umkehrpotential 

des durch Ryanodin aktivierbaren Ionenstroms unter den vorgegebenen 

Bedingungen sich nicht signifikant vom Umkehrpotential des schnell aktivierbaren 

Ionenkanals (-37,8 mV, ±0,9 mV, s. Kap. 4.3.1) unterschied, könnte es sich somit um 

eine durch Ryanodin verursachte Aktivierung des schnell aktivierbaren Ionenkanals 

oder um die Aktivierung eines weiteren Ionenkanals mit gleichen Umkehrpotential 

handeln. 

Um nachzuweisen, daß der durch Ryanodin aktivierbare Differenzstrom durch den 

Tonoplasten durch einen spezifischen Ionenkanal verursacht wurde, wurden Ver-

suche in der co-Konfiguration unternommen. Um eine spannungsabhängige Akti-

vierung des durch Ryanodin aktivierbaren Ionenkanals darstellen zu können wurde 

das Haltepotential in Spannungsschritten von +55 bis -100 mV verändert. Ab-

bildung 4.42 zeigt neben der Aktivierung des schnell aktivierbaren Ionenkanals mit 

der Leitfähigkeit von 19 pS im Kontrollversuch (s. Abb. 4.42, linke Seite) nach Appli-

kation von 1 µM Ryanodin die Aktivierung eines weiteren Ionenkanals mit größerer 

Leitfähigkeit, sowohl bei positiven als auch bei negativen Haltepotentialen (s. Abb. 

4.42, rechte Seite). Übereinstimmende Ergebnisse unter Verwendung von 

Pulsprotokollen, d. h. schnelle Öffnungsereignisse ohne klar erkennbare Amplitude 

konnten auch MUIR et al. (1997) am Tonoplasten von B. vulgaris L. zeigen. In 

vereinzelten Messungen konnten jedoch auch bei kontinuierlicher Veränderung 

des Haltepotentials diskrete Öffnungsereignisse des durch Ryanodin aktivierbaren 

Ionenkanals beobachtet werden (s. Abb. 4.43). Der durch Ryanodin aktivierbare 

Ionenkanal hatte unter  den  vorgegebenen  Bedingungen  eine  Leitfähigkeit von  
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Abb. 4.42: Der Ryanodin-aktivierbare Ionenkanal. 
Die Aktivierung des Ionenkanals durch 1 µM Ryanodin bei Spannungsschritten von 
+55 bis -100 mV einer co-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von  
Z. mays L. Ionenkonzentrationen wie in Abb. 4.40 angegeben. 
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Abb. 4.43: Der Ryanodin-aktivierbare Ionenkanal. 
Kanalereignisse des durch Ryanodin aktivierbaren Ionenkanals bei kontinuierlicher 
Veränderung des Haltepotentials aus co-Messungen am Tonoplasten aus Koleoptil-
Protoplasten von Z. mays L. Ionenkonzentrationen wie in Abb. 4.40 angegeben. 
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durchschnittlich 122 pS, bei einem Umkehrpotential von 38,2 mV (± 1,8 mV, s. Abb.  

4.44). Somit stimmte das Umkehrpotential der Einzelkanalanalyse mit dem Um-

kehrpotential der Gesamtstromanalyse überein. Unter der Annahme, daß der 

durch Ryanodin aktivierbare Ionenkanal für Glukonat-Ionen keine Permeabilität 

besitzt, errechnete sich unter Verwendung von Gleichung (23) eine Selektivität von 

Ca2+ über K+ von 0,8. Trotz der nicht bedeutenden Selektivität von Ca2+ über K+, 

ermöglichte der Ryanodin-aktivierbare Ionenkanal bei einem über dem 

Tonoplasten vorhandenen Ca2+-Gradienten (Vakuole [mM], Zytoplasma [µM], s. 

Abb. 4. 10) einen Ca2+-Transport durch den Tonoplasten. 
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Abb. 4.44: Der Ryanodin-aktivierbare Ionenkanal. 
Die Strom-Spannungs-Kennlinie des durch Ryanodin aktivierbaren Ionenkanals von 
Messungen am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L. in der co-
Konfiguration. Zum besseren Vergleich wurde die Strom-Spannungs-Kennlinie des 
schnell aktivierbaren Ionenkanal (19 pS, ◆ ) gegenüber der Strom-Spannungs-
Kennlinie des Ryanodin-aktivierbaren Ionenkanal (122 pS, ") aufgetragen. 
Mittelwerte und Standardabweichungen aus 8 (◆ ) und 5 (") Messungen. 
Ionenkonzentrationen wie in Abb. 4.40 angegeben. 

 
4.3.3.1 Aktivierung durch zyklische ADP-Ribose 

Zyklische Adenosin-Diphosphat-Ribose (cADPR) gilt neben InsP3 mittlerweile als 

weiterer intrazellulärer Botenstoff der Ca2+-abhängigen Signaltransduktion. So 

konnten CLAPPER et al. (1987) und GALIONE et al. (1991) an Seeigel-Eier-Homo-

genat eine durch cADPR induzierte Ca2+-Freisetzung nachweisen. Eine cADPR-ab-

hängige Ca2+-Freisetzung konnte bisher nicht nur im Tierreich sondern auch an 

pflanzlichen Vakuolen von B. vulgaris L. demonstriert werden (ALLEN et al. 1995). Als 

Mechanismus der cADPR induzierten Ca2+-Freisetzung wird hierbei die Aktivierung 
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des Ryanodin-Rezeptor-Komplexes durch Bindung an eine Rezeptor-Untereinheit 

betrachtet (WALSETH et al. 1993, GALIONE & SUMMERHILL 1995). Abbildung 4.45 

zeigt neben der Aktivierung des schnell aktivierbaren Ionenkanals mit der 

Leitfähigkeit von 19 pS im Kontrollversuch nach Applikation von 1 µM cADPR die 

Aktivierung eines weiteren Ionenkanals mit größerer Leitfähigkeit sowohl bei 

positiven als auch bei negativen Haltepotentialen. Die Analogie der schnellen 

Öffnungsereignisse ohne klar erkennbare Amplitude und die vom Haltepotential 

abhängige Umkehr der Amplituden ließ die Vermutung zu, daß es sich hier um eine 

cADPR-abhängige Aktivierung des durch Ryanodin aktivierbaren Ionenkanals 

handelte (s. Abb. 4.45). 

 

4.3.3.2 Hemmung durch Ruthenium Rot 
 

Ruthenium Rot gilt neben Mg2+ und Procain als spezifischer Antagonist der 

Ryanodin- und cADPR-abhängigen Ca2+-Freisetzung (MEISSNER et al. 1986, 

GALIONE et al. 1991). ALLEN et al. (1995) konnten mit 100 µM Ruthenium Rot auf der 

zytoplasmatischen Seite in der co-Konfiguration an pflanzlichen Vakuolen von B. 

vulgaris L. eine Hemmung der durch cADPR aktivierten Öffnungsereignisse 

demonstrieren. 

Bei Z. mays L. Vakuolen wurden die Konzentrationen von 1 und 100 µM Ruthenium 

Rot auf der zytoplasmatischen Seite getestet. Abbildung 4.46 zeigt die Einwirkung 

von 100 µM Ruthenium Rot auf das Öffnungsverhalten des durch Ryanodin 

aktivierten Ca2+-Kanals in der Gegenwart von 1 µM Ryanodin. Ruthenium Rot 

bewirkte einen kompletten Ausfall der Öffnungsereignisse. 
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Abb. 4.45: Aktivierung des Ryanodin-aktivierbaren Ionenkanals durch cADPR. 
Die Aktivierung eines Ionenkanals durch 1 µM cADP-Ribose bei Spannungsschritten 
von +55 bis -100 mV einer co-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten 
von Z. mays L. Ionenkonzentrationen wie in Abb. 4.40 angegeben.  
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Abb. 4.46: Hemmung des Ryanodin-aktivierbaren Ionenkanals. 
Die Hemmung des durch Ryanodin (1 µM) aktivierten Ionenkanals durch 100 µM 
Ruthenium-Rot bei Spannungsschritten von +55 bis -100 mV einer co-Messung am 
Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L. Ionenkonzentrationen wie in 
Abb. 4.40 angegeben. 
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4.3.4 Ein Ionenkanal mit 37 pS Leitfähigkeit 
 

4.3.4.1 Symmetrische und asymmetrische KCl-Konzentration 

Bei Messungen mit symmetrischen KCl-Konzentrationen (100 mM KCl) auf zytoplas-

matischer (Pipette) und vakuolärer Seite (Bad) zeigte sich ein weiterer Ionenkanal 

mit einer Leitfähigkeit von 37 pS (Symbol: #, Abb. 4.47). Der Ionenkanal wies ein 

ohmsches Verhalten auf, wobei das Umkehrpotential erwartungsgemäß bei 0 mV 

lag. Die Öffnungsereignisse (s. Abb. 4.48) zeigen ein typisches Merkmal des Ionen- 
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Abb. 4.47: Symmetrische KCl-Konzentration. 
Die Strom-Spannungs-Kennlinien von Messungen am Tonoplasten aus Koleoptil-
Protoplasten von Z. mays L. in der ci-Konfiguration. Die Stromamplituden des 
Ionenkanals mit 37 pS Leitfähigkeit (#) wurden gegen die Haltepotentiale 
aufgetragen. Zum Vergleich sind die Strom-Spannungs-Kennlinien der Ionenkanäle 
mit 7 pS (!) und 19 pS ( ) dargestellt. Die Ionenkonzentrationen waren 100 mM 
KCl, 1 mM CaCl2 und 2 mM MgCl2 in der Pipette (pH 7,2) und im Bad (pH 7,2). 

 

kanals unter den vorgegebenen Bedingungen: Im negativen Spannungsbereich  

(s. -40 mV) zeichnete sich der Ionenkanal durch gehäufte Offenzustände innerhalb 

langer Geschlossenzustände aus (s. Abb. 4.48). Es zeigten sich keine diskreten Öff-

nungen des Ionenkanals. Vielmehr waren die Öffnungszeiten durch schnelle An- 

und Ausschaltereignisse unterbrochen. Auch sehr kurze Öffnungen, welche sich 

den gehäuften Offenzuständen anschlossen (sog. Nachereignisse) waren zu erken-

nen. Dieses Verhalten spiegelte sich in den Offenzeiten des Ionenkanals deutlich 

wieder (s. Abb. 4.49). Im positiven Spannungsbereich änderte sich das Öffnungs- 
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Abb. 4.48: Symmetrische KCl-Konzentration. 
Kanalereignisse des Ionenkanals mit 37 pS Leitfähigkeit bei den indizierten 
Spannungen einer ci-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von        
Z. mays L. Ionenkonzentrationen wie in Abb. 4.47 angegeben. 
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verhalten des Ionenkanals grundlegend. Es zeigten sich diskrete Öffnungen die 

eine Dauer von 500 ms überschreiten konnten. Eine weitere Spannungserhöhung 

im positiven Bereich zeigte eine deutliche Aktivierung des Ionenkanals mit 37 pS 

Leitfähigkeit, was sich durch die Ausbildung des zwei- bis fünffachen Amplituden-

maximums als Summe des Einzelmaximums darstellt. Der Ionenkanal zeigte somit in 

der ci-Konfiguration die Eigenschaften eines spannungsabhängigen Ionenkanals, 

der durch die Erhöhung der Offenwahrscheinlichkeit vornehmlich im positiven 

Spannungsbereich öffnete. 
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Abb.: 4.49: Symmetrische KCl-Konzentration. 
Offenzeiten des Ionenkanals mit 37 pS Leitfähigkeit bei einer Haltespannung von     -
40 mV und +20 mV während einer ci-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-
Protoplasten von Z. mays L.  
Ionenkonzentrationen wie in Legende Abb. 4.47 angegeben. 

 

Unter Verwendung asymmetrischer KCl-Konzentrationen in Pipette und Bad wurden 

Messungen zur Identifizierung der unterschiedlichen Selektivitäten des Ionenkanals 

unternommen. Für den Ionenkanal mit 37 pS Leitfähigkeit zeigte sich mit einem 

Umkehrpotential von -36,1 mV eine Verschiebung in Richtung des Gleichgewichts-

Potential für K+ (s. Abb. 4.50B). Nach Gleichung (14) ergab sich somit eine 

Selektivität von K+ über Cl- von 7. Diese Berechnung gilt jedoch nur unter der 

Voraussetzung, daß Ca2+ und Mg2+ keinen Einfluß auf das Umkehrpotential hatten. 

Die Offenzeiten des Ionenkanales mit 37 pS Leitfähigkeit zeigten sich gegenüber 

den Messungen unter symmetrischen KCl-Konzentrationen weitgehend unver-

ändert (nicht gezeigt). 
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mmetrische KCl-Konzentration. 
nisse des Ionenkanals mit 37 pS Leitfähigkeit bei den indizierten 
einer ci-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von        

e Ionenkonzentrationen waren 100 mM KCl, 1 mM CaCl2 und 2 mM 
Pipette (pH 7,2), sowie10 mM KCl, 1 mM CaCl2 und 2 mM MgCl2 im Bad 

Spannungs-Kennlinie von Messungen am Tonoplasten aus Koleoptil-
von Z. mays L. in der ci-Konfiguration bei asymmetrischen KCl-
en. 
wichts-Potential für K+ lag bei -59 mV, für Cl- bei +49 mV. 
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4.3.4.2 Selektivität für Ca2+  

Zur Identifikation der Ca2+-Permeabilität des Ionenkanals mit 37 pS Leitfähigkeit 

wurde, nach Messungen mit symmetrischer oder asymmetrischer KCl-Konzentra-

tion, der Ionenkanal durch Badwechsel einer 50 millimolaren Ca2+-Konzentration 

auf der vakuolären Seite unterworfen. Somit konnte der eventuell hemmende 

Effekt hoher vakuolärer Ca2+-Konzentrationen festgestellt werden. Abbildung 4.51A 

zeigt, daß die Öffnungsereignisse sowohl bei negativen und positiven Halte-

potentialen nur aus indiskreten flickernden Öffnungen bestanden. Die Strom-

Spannungs-Kennlinie wies für den Ionenkanal von 37 pS Leitfähigkeit ein Umkehr-

potential von -7,3 mV auf (Abb. 4.51B). Unter Verwendung von Gleichung (23) 

ergab sich somit eine Selektivität von Ca2+ gegenüber K+ von 0,7. Wurde die 

relative Permeabilität von K+ gegenüber Cl- mit 7 berücksichtigt (Gleichung 26) 

verblieb der Wert bei 0,6. 

 
4.3.4.3 Selektivität für Na+ und Rb+ 

Zur Überprüfung der Permeabilität für Na+ wurden Versuche mit asymmetrischen 

Na+/K+-Konzentrationen in Bad und Pipette unternommen. Die Strom-Spannungs-

Kennlinie zeigte, daß der Ionenkanal mit 37 pS Leitfähigkeit neben K+ auch Na+ 

transportierte. Bei der Berechnung der Selektivität wurde die relative Permeabilität 

von K+ gegenüber Cl-  (s.o.) mit 7 berücksichtigt. Unter Anwendung der Gleichung 

(15) ließ sich mit einem Umkehrpotential von +3,7 mV (s. Abb. 4.52) für den Ionen-

kanal eine Selektivität von K+ gegenüber Na+ von 1 errechnen. 

Die Offenzeiten des Ionenkanales zeigten sich mit Na+ gegenüber den Messungen 

mit symmetrischen und asymmetrischen KCl-Konzentrationen unverändert (nicht 

gezeigt). 
 

Wurde Na+ gegen Rb+ ausgetauscht, ergab sich für den Ionenkanal mit 37 pS Leit-

fähigkeit eine Permeabilität für Rb+. Die Kanalereignisse (s. Abb. 4.53A) zeigten, daß 

Rb+ das Öffnungsverhalten des Ionenkanales gegenüber symmetrischen und 

asymmetrischen KCl-Konzentrationen nicht verändert. Wiederum waren kurze Öff-

nungszeiten bei negativen Haltepotentialen und verlängerte Offenzeiten mit 

diskreten Kanalöffnungen bei positiven Haltepotentialen zu erkennen. Auch die  
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lektivität für Ca2+. 
gnisse des Ionenkanals mit 37 pS Leitfähigkeit bei den indizierten 
 einer ci-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von         
 Ionenkonzentrationen waren: 
M KCl, 1 mM CaCl2 und 2 mM MgCl2 (pH 7,2). 
l, 50 mM CaCl2 und 2 mM MgCl2 (pH 7,2). 

pannungs-Kennlinie des Ionenkanals mit 37 pS Leitfähigkeit. 
wichts-Potentiale lagen bei +50 mV (Ca2+) und -108 mV (K+). 
zeiten des Ionenkanals mit 37 pS Leitfähigkeit bei einer Haltespannung 
nd +33 mV während einer ci-Messung.  
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Abb. 4.52: Selektivität für Na+. 
Die Strom-Spannungs-Kennlinie des Ionenkanals mit 37 pS Leitfähigkeit von 
Messungen am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L. in der ci-
Konfiguration. Die Ionenkonzentrationen waren: 
Pipette: 100 mM KCl, 1 mM NaCl, 1 mM CaCl2 und 2 mM MgCl2 (pH 7,2). 
Bad: 1 mM KCl, 100 mM NaCl, 1 mM CaCl2 und 2 mM MgCl2 (pH 7,2). 
Die Gleichgewichts-Potentiale lagen bei +118 mV (Na+) und -118 mV (K+). 

 

Leitfähigkeit blieb mit 37 pS von Rb+ unbeeinflußt, wobei das Umkehrpotential 

gegenüber den Bedingungen der asymmetrischen Na+/K+-Konzentrationen mit -3,2 

mV bei Rb+ mehr in Richtung des Gleichgewichts-Potentials für K+ verschoben 

wurde (s. Abb. 4.53B). Unter Einbeziehung der relativen Permeabilität von K+ 

gegenüber Cl-  mit 7 ergab sich für den Ionenkanal eine Selektivität von K+ 

gegenüber Rb+ von 1,3. 
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lektivität für Rb+. 
alereignisse des Ionenkanals mit 37 pS Leitfähigkeit bei den indizierten 
 einer ci-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von         
 Ionenkonzentrationen waren: 
M KCl, 1 mM RbCl, 1 mM CaCl2 und 2 mM MgCl2 (pH 7,2). 
l, 100 mM RbCl, 1 mM CaCl2 und 2 mM MgCl2 (pH 7,2). 

pannungs-Kennlinie des Ionenkanals mit 37 pS Ionenkanals. 
wichts-Potentiale lagen bei +118 mV (Rb+) und -118 mV (K+). 
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4.3.5 Ein Ionenkanal mit 7 pS Leitfähigkeit 
 

4.3.5.1 Symmetrische und asymmetrische KCl-Konzentration 

Bei Messungen mit symmetrischen KCl-Konzentrationen (100 mM KCl) auf zyto-

plasmatischer (Pipette) und lumenal vakuolärer Seite (Bad) zeigte sich ein weiterer 

Ionenkanal mit einer Leitfähigkeit von 7 pS (s. Abb. 4.54). Die lineare Zunahme der 

Stromamplituden sowohl im negativen als auch im positiven Bereich der 

Haltepotentiale wies auf ein ohmsches Verhalten des Ionenkanals hin, wobei das 

Umkehrpotential erwartungsgemäß bei 0 mV lag (Symbol: ▲, s. Abb. 4.55A). 

 

 
 

Abb. 4.54: Symmetrische KCl-Konzentration. 
Kanalereignisse des Ionenkanals mit 7 pS Leitfähigkeit bei den indizierten 
Spannungen von ci-Messungen am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von       
Z. mays L. Die Ionenkonzentrationen waren 100 mM KCl, 1 mM CaCl2 und 2 mM 
MgCl2 in der Pipette (pH 7,2) und im Bad (pH 7,2). 

 

Die Offenzeiten des Ionenkanales mit 7 pS Leitfähigkeit (s. Abb. 4.55B) zeigten unter 

diesen Bedingungen ein gegenüber den Ionenkanälen mit 37 pS und 19 pS Leit-

fähigkeit verändertes Verhalten. Der Ionenkanal mit 7 pS Leitfähigkeit zeigte eine 

eindeutige Präferenz bei negativen Haltespannungen mit diskreten Öffnungen von 

bis zu 500 ms Dauer. Im positiven Bereich der Haltespannungen zeigten sich wenig 

diskrete Öffnungen mit Öffnungszeiten unter 100 ms. Gegenüber den anderen 

Ionenkanälen war keine spannungsabhängige Aktivierung des Ionenkanals mit       
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 7 pS Leitfähigkeit, sowohl im postiven als auch im negativen Bereich der 

Haltepotentiale zu erkennen. 
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Abb. 4.55: Symmetrische KCl-Konzentration. 
A: Die Strom-Spannungs-Kennlinie des Ionenkanals mit 7 pS (▲) Leitfähigkeit von 
Messungen am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L. in der ci-
Konfiguration bei symmetrischen KCl-Konzentrationen. Zum Vergleich sind die Strom-
Spannungs-Kennlinien der Ionenkanäle mit 19 pS (!) und 37 pS ( ) dar-gestellt. 
B: Offenzeiten des Ionenkanals mit 7 pS Leitfähigkeit bei -80 und +100 mV Halte-
spannung. 

 

Unter Verwendung asymmetrischer KCl-Konzentrationen in Pipette und Bad wurden 

Messungen zur Selektivität des Ionenkanals mit 7 pS Leitfähigkeit unter-nommen. 

Die Strom-Spannungs-Kennlinie in Abbildung 4.56B zeigte eine deutliche 

Verschiebung des mit Hilfe von Regressionsgeraden ermittelten Umkehrpotentials in 

Richtung des Gleichgewichts-Potentials für K+ auf. Mit -20 mV lag eine Selektivität 

von K+ gegenüber Cl- von 2,7 vor. Der Ionenkanal mit 7 pS Leitfähigkeit zeigte somit 

A 

B 
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gegenüber den anderen Ionenkanälen eine schwächere Diskriminierung von Cl- 

gegenüber K+. Wiederum war ein lineares ohmsches Verhalten des Ionenkanals mit 

einer Leitfähigkeit von 7 pS zu erkennen. Die Offenzeiten zeigten sich bei den 

asymmetrischen KCl-Konzentrationen gegenüber symmetrischen nicht verändert. 
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symmetrische KCl-Konzentration. 
ignisse des Ionenkanals mit 7 pS Leitfähigkeit bei den indizierten 
 einer ci-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von        
ie Ionenkonzentrationen waren 100 mM KCl, 1 mM CaCl2 und 2 mM 
 Pipette (pH 7,2) sowie 10 mM KCl, 1 mM CaCl2 und 2 mM MgCl2 im Bad 

-Spannungs-Kennlinie des Ionenkanals mit 7 pS Leitfähigkeit. Das 
hts-Potential für K+ (EK+) lag bei -59 mV, für Cl- bei +49 mV. 
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4.3.5.2 Selektivität für Ca2+ 

Auch der Ionenkanal mit 7 pS Leitfähigkeit wurde nach Messungen unter 

symmetrischer oder asymmetrischer KCl-Konzentrationen durch Badwechsel einer 

50 millimolaren Ca2+-Konzentration auf der vakuolären Seite unterworfen. 

Abbildung 4.57A zeigt, daß der Ionenkanal mit 7 pS Leitfähigkeit auch bei hohen  
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Abb. 4.57: Selektivität für Ca2+. 
A: Kanalereignisse des Ionenkanals mit 7 pS Leitfähigkeit bei den indizierten 
Spannungen einer ci-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von         
Z. mays L. Die Ionenkonzentrationen waren: 
Pipette: 100 mM KCl, 1 mM CaCl2 und 2 mM MgCl2 (pH 7,2). 
Bad: 1 mM KCl, 50 mM CaCl2 und 2 mM MgCl2 (pH 7,2). 
B: Die Strom-Spannungs-Kennlinie des Ionenkanals mit 7 pS Leitfähigkeit. 
Die Gleichgewichts-Potentiale lagen bei +50 mV (Ca2+) und -108 mV (K+). 
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Ca2+-Konzentrationen auf der vakuolären Seite einen Ca2+-Transport ermöglichte. 

Die Messungen zur Selektivität für Ca2+ ergaben unter Verwendung von 

Regressionsgeraden ein Umkehrpotential von -13,7 mV (s. Abb.: 4.57B). Unter Ver-

wendung von Gleichung (23) ergab sich somit eine Selektivität von Ca2+ gegen- 
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Abb. 4.58: Selektivität für Ca2+. 
Die Offenzeiten des Ionenkanals mit 7 pS Leitfähigkeit bei einer Haltespannung von 
-107 und +93 mV während einer ci-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-
Protoplasten von Z. mays L. Ionenkonzentrationen wie in Legende Abb. 4.57 
angegeben. 

 

über K+ von 0,5. Wurde die relative Permeabilität von K+ gegenüber Cl- mit 2,7 

berücksichtigt (Gleichung 24) verbleibt der Wert bei 0,3. 

Die Offenzeiten (s. Abb. 4.58) zeigten, daß hohe Ca2+ -Konzentrationen auf der va-

kuolären Seite sowohl bei positiven als auch bei negativen Haltespannungen eine 

Verkürzung der Öffnungsereignisse bewirkten. 

 

4.3.5.3 Selektivität für Na+ und Rb+ 

Die Überprüfung der Selektivität für Na+ zeigte, daß der Ionenkanal mit 7 pS 

Leitfähigkeit bei einem Umkehrpotential von 8,7 mV neben K+ auch Na+ 

transportierte (s. Abb. 4.59B). Unter Einbeziehung der relativen Permeabilität von K+ 

gegenüber Cl-  mit 2,7 ergab sich für den Ionenkanal mit 7 pS Leitfähigkeit eine 

Selektivität von Na+ gegenüber K+ von 1,1. 
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Abb. 4.59: Selektivität für Na+. 
A: Kanalereignisse des Ionenkanals mit 7 pS Leitfähigkeit bei den indizierten 
Spannungen einer ci-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von        
Z. mays L. Die Ionenkonzentrationen waren: 
Pipette: 100 mM KCl, 1 mM NaCl, 1 mM CaCl2 und 2 mM MgCl2 (pH 7,2). 
Bad: 1 mM KCl, 100 mM NaCl, 1 mM CaCl2 und 2 mM MgCl2 (pH 7,2). 
B: Die Strom-Spannungs-Kennlinie des Ionenkanals mit 7 pS Leitfähigkeit. Die 
Gleichgewichts-Potentiale für K+ und Na+ lagen bei -118 mV und +118 mV. 
C: Offenzeiten des Ionenkanals mit 7 pS Leitfähigkeit bei -140 und +120 mV Halte-
spannung. 
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Die Offenzeiten zeigten sich gegenüber den symmetrischen und asymmetrischen 

KCl-Konzentrationen nicht wesentlich verändert (s. Abb. 4.59C). Im Gegensatz zu 

den Ionenkanälen mit 39 und 19 pS Leitfähigkeit zeigte der Kanal mit 7 pS 

Leitfähigkeit jedoch auch bei hohen unphysiologischen Haltepotentialen diskrete 

Öffnungsereignisse. 

 

Für den Ionenkanal mit 7 pS Leitfähigkeit ergab sich gegenüber den anderen 

Ionenkanälen die höchste Permeabilität für den Transport von Rb+ (s. Abb. 4.60). 

Mit einem Umkehrpotential von +23,8 mV errechnete sich unter Einbeziehung der 

relativen Permeabilität von K+ gegenüber Cl-  mit 2,7 eine Selektivität von K+ 

gegenüber Rb+ von 0,4. 
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Abb. 4.60: Selektivität für Rb+. 
Die Strom-Spannungs-Kennlinie des Ionenkanals mit 7 pS Leitfähigkeit von 
Messungen am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L. in der ci-
Konfiguration. Die Ionenkonzentrationen waren: 
Pipette: 100 mM KCl, 1 mM RbCl, 1 mM CaCl2 und 2 mM MgCl2 (pH 7,2). 
Bad: 1 mM KCl, 100 mM RbCl, 1 mM CaCl2 und 2 mM MgCl2 (pH 7,2). 
Die Gleichgewichts-Potentiale lagen bei +118 mV (Rb+) und -118 mV (K+). 
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5. Diskussion 
 

Für den pflanzlichen und tierischen Organismus ist Ca2+ u. a. ein essentielles Kation 

für die Steuerung physiologischer Prozesse des Zellwachstums und der Zelldifferen-

zierung. Modifikationen in der freien zytoplasmatischen Ca2+-Konzentration 

([Ca2+
zyt]) wurden nach unterschiedlichsten Stimuli festgestellt. 

So wurde durch exogene Applikation vieler Pflanzenwuchsstoffe, wie Abzissinsäure 

(GEHRING et al. 1990b, MCAINSH et al. 1990, SCHROEDER & HAGIWARA 1990, GIL-

ROY et al. 1991, IRVING et al. 1992), Indol-3-Essigsäure (FELLE 1988a, GEHRING et al. 

1990b, IRVING et al. 1992) und Kinetin (IRVING et al. 1992) ein Anstieg von [Ca2+
zyt] 

beobachtet. 

Weitere Stimuli, die [Ca2+
zyt] beeinflussen können sind Rotlicht (ERMOLAYEVA et al. 

1997, SHACKLOCK et al. 1992), Blaulicht (LONG & JENKINS 1998), Schwerkraft 

(GEHRING 1990a), Berührung und Temperatur (KNIGHT et al. 1991), oxidativer Streß 

(MCAINSH et al. 1996), CO2 (WEBB et al. 1996) und Interaktion mit Mikroorganismen 

und Pilzen. 

Die Modifikationen der freien [Ca2+
zyt] werden als Teil einer oder mehrerer Signal-

transduktionsketten aufgefaßt und weisen erhebliche Variationen hinsichtlich der 

Höhe des Ca2+-Signals, ihrer Dauer oder dem Ort ihrer Freisetzung auf (BUSH 1995, 

MALHÓ et al. 1998). Die Aufrechterhaltung einer niedrigen [Ca2+
zyt] ist die Grundvor-

aussetzung zur Eignung von Ca2+ als chemischer Botenstoff bei Ca2+-vermittelten 

Antworten. Für Z. mays L.-Koleoptilen wurden für [Ca2+
zyt] Werte von ca. 120 nM mit 

Hilfe ionenselektiver Mikroelektroden bestimmt (FELLE 1988a). Ähnliche Werte wur-

den auch mit Fluoreszenzfarbstoffen festgestellt (GEHRING et al. 1990a, b). Hinge-

gen wurde in der Vakuole von Z. mays L. ca. 2 mM freies Ca2+ gemessen (FELLE 

1988b), wobei auch die freie Ca2+-Konzentration im extrazellulären apoplastischen 

Raum im millimolaren Bereich angegeben wird. Weitere Zellorganelle, welche eine 

Ca2+-Konzentration beinhalten, die über dem zytoplasmatischen Spiegel liegt, sind 

das Endoplasmatische Retikulum, Mitochondrien und Chloroplasten. Somit kann 

ein Anstieg von [Ca2+
zyt] durch einen Ca2+-Einstrom über das Plamalemma oder die 

Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulären Ca2+-Depots erfolgen. Die Rolle eines Ca2+-

Einstroms durch das Plamalemma konnte bei verschiedenen Pflanzen mittels 

pharmakologischer und Isotopen-Fluß-Studien (DE SILVA et al. 1985, MAC-ROBBIE 
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1989, MCAINSH et al. 1991), Ca2+-Imaging (GILROY et al. 1991, MCAINSH et al. 1992) 

und Patch-Clamp-Technik (SCHROEDER & HAGIWARA 1990, COSGROVE & 

HEDRICH 1991) vorgestellt werden. 

Eine Freisetzung von Ca2+ aus internen Ca2+-Depots konnte mittels Ca2+-Imaging-

Techniken (GILROY et al. 1991, MCAINSH et al. 1992) gezeigt werden, wobei auch 

der Einfluß Ca2+-mobilisierender Agenzien wie InsP3 (GILROY et al. 1990) und zykli-

sche ADP-Ribose (ALLEN et al. 1995) nachgewiesen wurde. 

FELLE (1988a) konnte in Koleoptilen von Z. mays L. nach Applikation von 1 µM Indo-

lyl-3-Essigsäure nach einer 3 - 5 minütigen lag-Phase einen langfristigen Anstieg der 

[Ca2+
zyt] aufzeigen. Der Anstieg von [Ca2+

zyt] wurde von oszillierenden Schwankun-

gen mit einem Intervall von ca. 30 min begleitet, welche wiederum mit oszil-

lierenden Schwankungen des Membranpotentials und des zytoplasmatischen pH 

korrespondierten. Weitere längerfristige Veränderungen von [Ca2+
zyt] in Koleoptilen 

von Z. mays L. wurden nach Zugabe der “Phytohormone” Abzissinsäure (GEHRING 

et al. 1990b) und Gibberelinsäure (GILROY & JONES 1992) beobachtet. Neben die-

sen länger anhaltenden Änderungen von [Ca2+
zyt] wurden auch in anderen Pflan-

zen kurzfristige, transiente Änderungen von [Ca2+
zyt] gemessen. So berichteten 

KNIGHT et al. (1991) von einem schnellen, transienten Anstieg von [Ca2+
zyt] nach 

Elicitorgaben bei Tabakkeimlingen. Weiterhin zeigten EHRHARDT et al. (1996) Ca2+-

„Spiking“ in Wurzelhaaren von Medicago sativa L. nach Zugabe von Nodfaktoren. 

 

Die Information eines chemischen Botenstoffes wie Ca2+ kann neben der Perma-

nenz des Signals auch über seine sterische Verteilung weitergegeben werden. Be-

sonders deutlich wird dies an spezialisierten Organen mit Spitzenwachstum wie der 

Pollenschlauch von Lilium longiflorum L. oder dem Rhizoid von Fucus serratus 

(NOBILING & REISS 1987, BROWNLEE & WOOD 1986), an welchen stationäre Ca2+-

Gradienten beschrieben wurden. Bei Wurzelhaaren von Sinapis alba L. konnten 

HERRMANN & FELLE (1995) in der Wachstumszone eine [Ca2+
zyt] von 0,5 - 2 µM be-

stimmen, während sie in den basalen Regionen niedriger war (0,1 - 0,3 µM). 

 

In Kontrast zu tierischen Systemen sind in der pflanzlichen Zelle die Mechanismen 

der zytoplasmatischen Ca2+-Homöostase und Ca2+-abhängigen Signaltransduktion 

bislang nur ansatzweise untersucht. Im Besonderen stellt sich die Frage nach der 
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Involvierung der Vakuole als bedeutendes pflanzliches Kompartiment in die Ca2+-

Homöostase und Ca2+-abhängige Signaltransduktion. Die Rolle der pflanzlichen 

Vakuole bei der zytoplasmatischen Ca2+-Homöostase wurde lange Zeit unter-

schätzt. Galt die Vakuole lange Zeit als “passives” Speicherorganell, so zeigen 

neuere Untersuchungen die aktive Beteilgung der Vakuole an Ca2+-Homöostase 

und Ca2+-abhängiger Signaltransduktion. 

 

5.1 Die Energetisierung der sekundär aktiven Transportprozesse 
   durch die v-H+-ATPase und die v-PPase 

 

An Vakuolensuspensionen von Z. mays L. konnte gezeigt werden, daß die tono-

plastenständige v-H+-ATPase und die v-PPase die Vakuole auf einen pH-Wert von 

4,8 ± 0,2 bzw. 4,6 ± 0,4 ansäuern. Die halbmaximale Inhibition der Protonentransloka-

tion der v-H+-ATPase durch Bafilomycin wurde auf 120 pM extrapoliert (s. Kap. 4.1). 

Die tonoplastenständige v-H+-ATPase und v-PPase transportieren unter ATP- bzw. 

PPi-Spaltung parallel Protonen in das vakuoläre Lumen und bauen einen steilen 

pH-Gradienten zwischen Zytoplasma und Vakuole auf, wobei der elektrische Po-

tentialgradient mit ca. 15 - 25 mV (Zytoplasma negativ) zu vernachlässigen ist (SZE 

1985, REA & SANDERS 1987, JOHANNES & FELLE 1990, FELLE 1991, DAVIES 1997). 

Den primär aktiven Transportprozessen, die am Aufbau des elektrochemischen Pro-

tonengradienten beteiligt sind, werden die sog. sekundär aktiven 

Transportprozesse an die Seite gestellt, die diese konservierte Energie als Triebkraft 

benutzen. Der über dem Tonoplasten liegende elektrochemische 

Protonengradient ermöglicht die Aufnahme einer Vielzahl von 

Stoffwechselprodukten wie Glukose, Anthocyane, Phenylalanin und Kationen wie 

Ca2+, Mg2+ und Na+ (RAUSCH 1991; MULDER-KRIEGER 1994; HOMEYER et al. 1989; 

SCHUMAKER & SZE 1985, 1986; PFEIFFER & HAGER 1993; BLUMWALD & POOLE 1987). 

 

Die nach Kapitel 3.5 isolierten und aufgereinigten Vakuolen wiesen vor Energeti-

sierung bei einem internen pH von 5,7 ± 0,2 einen transmembranen pH-Gradienten 

von 1,5 Einheiten auf. Übereinstimmend konnte mit Hilfe der 31P-NMR-Technik, sowie 

der pH-Indikatoren Quinacrin und Acridinorange an Vakuolenpräparationen von 

Catharanthus roseus L. und Chenopodium rubrum L. pH-Werte isolierter Vakuolen 

zwischen 5,5 und 5,7 gemessen werden (GUERN et al. 1989, HOFFMANN 1988, 

LOMMEL 1996). Hingegen stellten BRODMERKEL (1994) und WILHELMI (1994) für eine 
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Vakuolenpräparation aus Z. mays L.-Koleoptil-Protoplasten vor Energetisierung ei-

nen internen pH-Wert von 4,9 fest, was vermutlich durch die unterschiedliche Prä-

paration herrührt (s. Kap. 3.4). Ursachen für die Aufrechterhaltung von unter-

schiedlichen pH-Gradienten über dem Tonoplasten in Abwesenheit energielie-

fernder Substrate können in einer niedrigen Permeabilität des Tonoplasten für Pro-

tonen, einer hohen vakuolären Pufferkapazität oder den über das Donnanpoten-

tial gebundenen Protonen zu suchen sein. An isolierten Vakuolen aus Ch. rubrum L. 

(HOFFMANN 1988) und Beta vulgaris L. (NIEMITZ & WILLENBRINK 1985) konnte ein 

solcher pH-Donnangradient festgestellt werden. 

Die Aktivität der v-H+-ATPase senkte das pH des vakuolären Lumens innerhalb von 

15 - 35 min auf einen pH-Wert von 4,8 ± 0,2 (s. Abb. 4.1A), wobei der pH-Gradient 

innerhalb eines Zeitraumes von 100 min konstant gehalten werden konnte. Die 

halbmaximale Aktivierung der Protonentranslokation der v-H+-ATPase durch ATP 

wurde auf 125 µM abgeschätzt (s. Abb. 4.1B). 

Der pH-Gradient zwischen Vakuole und Versuchsmedium wurde durch die v-H+-

ATPase um 0,9 Einheiten erhöht, wogegen BRODMERKEL (1994) und WILHELMI 

(1994) durch die Aktivität der v-H+-ATPase an Z. mays L. Vakuolen nur eine zusätz-

liche Erhöhung des pH-Gradienten um 0,2 pH Einheiten feststellten. Insgesamt ent-

sprach der pH-Gradient zwischen Vakuole und Versuchsmedium mit 2,4 pH-Einhei-

ten den in dieser Arbeit vorgestellten Werten. Die erreichte Ansäuerung der Va-

kuole im Bereich von pH 4,8 ist ein häufiger Bereich für Vakuolen aus Pflanzen und 

Pilzen, wobei ein ATP/H+-Kopplungsverhältnis von 3 angenommen wird (DAVIES 

1997). Jedoch erscheint ein ATP/H+-Kopplungsverhältnis von 3 knapp bemessen zu 

sein. Bei einer angenommenen mittleren ATP-Hydrolyseenergie (∆G) von ca. 10 

kJ.mol-1 kann mit 
c

v

H
H

F
TR

Fn
GEP

][
][

ln
+

+

+∆= , wobei EP das Umkehrpotential der v-H+-

ATPase und n die Stöchiometrie angibt, eine maximale protonentreibende Kraft 

(pmf) von ca. ∆µH+/F = -145 mV (d. h. ∆pH = 145mV/59mV = 2,46) aufgebaut wer-

den (s. u.). Die v-H+-ATPase würde somit, ohne Berücksichtigung von Leckströmen, 

an ihrem thermodynamischen Limit arbeiten. Ein ATP/H+-Kopplungsverhältnis von 2 

(∆µH+/F = -217 mV, ∆pH = 3,7) hingegen würde der v-H+-ATPase die Arbeit weiter 

entfernt vom thermodynamischen Gleichgewicht erlauben und scheint für eine 

Regulation der Pumpaktivität günstiger zu sein (JOHANNES & FELLE 1990). 
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Die Aktivität der v-PPase senkte das pH des vakuolären Lumens  innerhalb  von 3 - 5 

h auf einen pH-Wert von 4,6 ± 0,4 (s. Abb. 4.5) und liegt damit im Bereich bisheriger 

Publikationen (MARIGO et al. 1988, LOMMEL 1996). 

Nach gleichzeitiger Zugabe von ATP und PPi konnte eine leichte Zeitverkürzung bis 

zur Einstellung des Gleichgewichts gegenüber der Kontrolle nur mit ATP beobach-

tet werden (nicht gezeigt). 

 

Die Bestimmung der protonentreibenden Kraft an Vakuolen von Z. mays L. 

Nach der chemiosmotischen Hypothese von MITCHELL (1961) wird der über dem 

Tonoplasten liegende elektrochemische Protonengradient durch die beiden tono-

plastenständigen Protonenpumpen erzeugt. Dieses auch als protonentreibende 

Kraft (pmf) bezeichnete Potential der Protonen (∆µH+) setzt sich aus dem Membran-

potential ( )∆Ψm  und dem transmembranen pH-Gradienten zwischen dem Ver-

suchsmedium (Zytoplasma) und der Vakuole zusammen: 

pm f G
F F

RT

F
pHH

m= = = − ⋅ ⋅
+∆

∆
∆Ψ ∆

µ
2 3,  

Dabei steht F für die Faradaykonstante, ∆G für die freie Energie, R für die Gaskon-

stante und T für die absolute Temperatur. Bei einer Temperatur von 25°C kann der 

Term 2,3.R.T/F gleich +59 mV gesetzt werden. Unter der Voraussetzung eines Tono-

plastenpotentials von -25 mV (Zytoplasma negativ, FELLE 1991, BERTL et al. 1992) 

sowie eines pH-Gradienten von 2,4 Einheiten zwischen Vakuole und Versuchsme-

dium, errechnet sich die protonentreibende Kraft für Vakuolen aus Z. mays L.-

Koleoptil-Protoplasten auf ∆µH+/F = -167 mV. 

 

5.2 Ca2+-Transport am Tonoplasten 
 

5.2.1 Transport des Ca2+ in die Vakuole 

H+/Ca2+-Antiport 

In bisherigen Veröffentlichungen wurde die Ca2+-Aufnahme an der pflanzlichen 

Vakuole zumeist als H+/Ca2+-Antiport interpretiert. Der pflanzliche H+/Ca2+-Antiporter 

hat wie sein tierisches Pendant eine niedrige Affinität für Ca2+. Im Vergleich zu Ca2+-

ATPasen zeichnen sich jedoch H+/Ca2+-Antiporter mit halbmaximalen Transport-

raten im Bereich von 4 - 200 µM als hochkapazitive Systeme aus (BLUMWALD & 

POOLE 1986, SCHUMAKER & SZE 1990, BLACKFORD et al. 1990, CHANSON 1991, 
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PFEIFFER & HAGER 1993). Somit stellte sich in der vorliegenden Arbeit die Frage, ob 

am Tonoplasten von Z. mays L. Koleoptilen ein entsprechender Aufnahmemecha-

nismus vorliegen könnte. 
 

Nach Applikation von 10 µM bis 1 mM Ca2+ auf den im Gleichgewicht befindlichen 

Protonengradienten, zeigten Vakuolensuspensionen von Z. mays L. einen partiellen, 

konzentrationsabhängigen Abbau desselben (s. Abb. 4.3 bis 4.5). 

Für einen hypothetischen H+/Ca2+-Antiporter kann die protonentreibende Kraft als 

Energiequelle zum Transport von Ca2+-Ionen in das vakuoläre Lumen genutzt wer-

den. Die Akkumulation von Ca2+ durch sekundär aktive Transportprozesse erfordert 

eine enge Koppelung an Primärenergie, wobei aus thermodynamischen Abwä-

gungen der Grad der tatsächlich erreichten Akkumulation nur gleich oder weniger 

sein kann als die Triebkraft, also 

( )∆G
F

E n n pH pH pCa pCaT v z z v= − + − + −2 59[ ( ) ] 

mit ET für das Tonoplastenpotential, n für die Menge an transportierten H+-Ionen, 

pCa für den negativen Logarithmus der Ca2+-Konzentration im Zytoplasma (z) und 

in der Vakuole (v). 

Unter der Voraussetzung einer zytoplasmatischen Ca2+-Konzentration von 0,1 µM 

(FELLE 1988b) und einem transmembranen pH-Gradienten von 2,4 ergibt sich, ohne 

Berücksichtigung des Tonoplastenpotentials, für einen hypothetischen H+/Ca2+-Anti-

porter mit einer Transportrate von einem Protonen pro Ca2+-Ion (n=1) im Gleichge-

wicht eine Verteilung von 

pCa pH pH pCav v z z= − + , 

d. h. eine theoretische Ca2+-Akkumulation von 25 µM in der Vakuole. Dieser Wert 

verbleibt auch bei einer Berücksichtigung von ET mit -25 mV unterhalb 100 µM und 

stimmt nicht mit der durch Digitonin durchschnittlich freigesetzten vakuolären Ca2+-

Konzentration von 270 µM überein (Kap. 4.2.1), wobei die festgestellte vakuoläre 

Ca2+-Konzentration noch um den Faktor 6 unterhalb der von FELLE (1988b) festge-

stellten Ca2+-Konzentration von ca. 2 mM liegt. Um eine Akkumulation von 0,27 mM 

Ca2+ zu ermöglichen, müßte der pH in der Vakuole auf mindestens pH 3,76 abge-

senkt werden. 

Wird die Transportrate auf n=2 erhöht, ergibt sich hingegen nach 

( )pCa pH pH pCav v z z= − +2  
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im Gleichgewicht eine theoretische Akkumulation von ca. 6 mM Ca2+ und stimmt in 

der Größenordnung mit den in Maiskoleoptilen erhaltenen Werten überein. 

Da FELLE (1988b) die vakuoläre Ca2+-Konzentration mittels ionenselektiver Mikro-

elektroden aus intakten Mais-Koleoptilen bestimmte, ist die durch Digitonin durch-

schnittlich freigesetzte verminderte vakuoläre Ca2+-Konzentration wohl durch pas-

siven Ca2+-Ausstrom während der Präparation zu erklären. 

Wurde der transmembrane Protonengradient durch die v-H+-ATPase generiert, 

zeigte sich nach der Applikation von Ca2+ im Gleichgewicht der vakuolären pH-

Absenkung ein konzentrationsabhängiger Anstieg der Acridinorange-Absorption. 

Dies war bis zu einer Konzentration von 10 µM Ca2+ nachweisbar (Abb. 4.3). Auch 

bei gleichzeitiger Applikation von ATP und Ca2+ zu Versuchsbeginn konnte eine 

konzentrationsabhängige Abnahme des aufgebauten pH-Gradienten beobachtet 

werden. Die Nachweisgrenze lag wiederum bei 10 µM Ca2+ (Abb. 4.4). 

Wurde der transmembrane Protonengradient durch die Pyrophosphatase gene-

riert, zeigte sich nach der Applikation im steady-state ebenfalls ein konzentrations-

abhängiger Anstieg der Acridinorange-Absorption (Abb. 4.5). Der Abbau des pH-

Gradienten fiel jedoch bei der Pyrophosphatase wesentlich stärker aus, bei einer 

unveränderten Nachweisgrenze von 10 µM Ca2+. Dies ist vermutlich nicht auf einen 

H+/Ca2+-Antiporter zurückzuführen, sondern nach REA et al. (1992) auf eine Modu-

lation der Aktivität der Pyrophosphatase durch zytoplasmatisches freies Ca2+ anzu-

sehen. Eine andere Hypothese (MAESHIMA 1991) sieht die Ursache der Aktivitäts-

hemmung in der Substratkonkurrenz zwischen MgPPi und CaPPi. Auch LOMMEL & 

FELLE (1997) beobachteten eine Reduzierung der Phosphatspaltung bei der v-

PPase noch bei einer Ca2+-Konzentration von 100 µM. Somit erscheint die konzen-

trationsabhängige Abnahme des aufgebauten pH-Gradienten im v-PPase-Versuch 

nicht als aussagekräftiger Beweis eines H+/Ca2+-Antiport. Vielmehr scheint [Ca2+
zyt] 

ein Regulator der v-PPase zu sein (REA & POOLE 1993). 

Leistungsfähigere Argumente für die Existenz eines H+/Ca2+-Antiporters zeigen die 

Versuche mit der v-H+-ATPase. Im Gegensatz zur v-PPase wurde hier bei verschie-

denen Pflanzen keine Beeinflussung der Substrathydrolyse bei Ca2+-Konzentratio-

nen von 100 µM (Vigna radiata L., MAESHIMA 1991), bzw. 1 mM (B. vulgaris L., REA 

et. al. 1992; Ch. album L., LOMMEL & FELLE 1997) nachgewiesen. Somit weist die 
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beobachtete Abnahme des pH-Gradienten im Konzentrationsbereich von 10 µM 

bis 1 mM (Abb. 4.3 und 4.4) auf einen H+/Ca2+-Antiporter hin. 

Die Existenz eines H+/Ca2+-Antiporters muß noch unter anderen Aspekten kritisch 

betrachtet werden. Oben ergab die Kalkulation einer von der protonentreibenden 

Kraft getriebene Ca2+-Aufnahme für einen hypothetischen H+/Ca2+-Antiporter mit 

einer Stöchiometrie von zwei Protonen pro Ca2+-Ion eine theoretische Akkumula-

tion von 6 mM Ca2+ in der Vakuole. Jedoch wurden bisher nur Stöchiometrien von 

1:1 berichtet (SCHUMAKER & SZE 1984, 1985). Dies würde bedeuten, daß das va-

kuoläre pH einen Wert von mindestens pH 3,76 erreichen müßte, um eine Akku-

mulation von 270 µM Ca2+ in der Vakuole zu ermöglichen. Die bei Vakuolen aus Z. 

mays L. erreichte Ansäuerung der v-PPase und v-H+-ATPase lag jedoch bei pH 4,6 

und pH 4,8, womit eine Stöchiometrie von 2:1 angenommen werden muß. 

Ein weiteres Problem für die physiologische Bedeutung eines H+/Ca2+-Antiporters 

liegt in den berichteten halbmaximalen Transportraten. Bei einer [Ca2+
zyt] von 0,1 - 1 

µM (FELLE 1993) würden die beschriebenen H+/Ca2+-Antiporter an ihrer unteren Ka-

pazitätsgrenze arbeiten. So berichteten BLUMWALD & POOLE (1986) von einer 

KmCa
2+ von 41,7 µM an Tonoplastenvesikeln aus B. vulgaris L., wogegen SCHUMAKER 

& SZE (1990) eine KmCa
2+ von 15 µM an Tonoplastenvesikeln aus Avena-Wurzeln fest-

stellten. Die beobachtete Abnahme des pH-Gradienten im Konzentrationsbereich 

von 10 µM bis 100 µM entspricht den festgestellten KmCa
2+. Eventuell könnte ein sol-

cher Antiporter bei durch Ca2+-Kanäle ausgelösten Erhöhungen von [Ca2+
zyt] arbei-

ten. Erst kürzlich zeigte die Veröffentlichung von HIRSCHI et al. (1996) den Nachweis 

der mutmaßlichen Gene für einen hoch- und niedrigaffinen tonoplasten-ständigen 

H+/Ca2+-Antiporter (CAX1, 2) in Arabidopsis thaliana L. 

Eine weitere Möglichkeit legten PFEIFFER & HAGER (1993) nahe. Sie wiesen am To-

noplasten von Maiswurzeln einen H+/Ca2+-Antiporter nach, welcher unter physiolo-

gischen Bedingungen als H+/Mg2+-Antiporter arbeitet. Neben der Aktivität dieses 

Antiporters konnten sie am Tonoplasten von Maiswurzeln noch die Aktivität einer 

Ca2+-ATPase dokumentieren. 

 

Ca2+-ATPase 

Vakuolensuspensionen aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L. nahmen Ca2+ aktiv 

aus dem Versuchsmedium auf (s. Abb. 4.6). Die beobachtete Ca2+-Aufnahme war 
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ATP-abhängig und konnte durch Bafilomycin, welches einem H+/Ca2+-Antiporter 

die Triebkraft entzieht (Kap. 4.1), nicht gehemmt werden. Schon bei einer ATP-

Konzentration von 20 µM (Abb. 4.7A) ging ab einer freien Ca2+-Konzentration von 

ca. 800 nM die Ca2+-Aufnahme in Sättigung über. Der durchschnittliche Fluß durch 

den Tonoplasten entsprach in diesem Bereich 152 pmol.m-2.s-1. 

Diese Ergebnisse sprechen für einen primär aktiven Transportmechanismus, eine 

tonoplastenständige Ca2+-ATPase. 

Pflanzliche Ca2+-ATPasen zeichnen sich gegenüber protonentranslozierenden 

ATPasen durch eine höhere Affinität gegenüber ATP aus. So wurden für pflanzliche 

Ca2+-ATPasen aus verschiedenen Mikrosomenpräparationen KmATP von 13 µM (ER, 

LIß & WEILER 1994), 50 µM (ER, BRAUER et al. 1990), 73 µM (ER, BUCKHOUT 1984), 370 

µM (PL, GIANNINI et al. 1987) und 410 µM (TN, PFEIFFER & HAGER 1993) ermittelt. 

Somit ist die Beobachtung, daß der durch 20 µM ATP induzierte Ca2+-Strom durch 

den Tonoplasten durch höhere ATP-Konzentrationen nicht mehr steigerbar ist ein 

Indiz für einen primär aktiven Transportmechanismus, einer Ca2+-ATPase mit einer 

niedrigen KmATP. Auch LOMMEL & FELLE (1997) konnten an tonoplastenangereicher-

ten Mikrosomen eine Sättigung der Ca2+-Aufnahme ab 500 µM ATP und an Vakuo-

lenpräparationen unter 250 µM ATP nachweisen. Infolge einer höheren unspezifi-

schen Bindung von ATP an die Mikrosomenmembran scheinen Mikrosomenprä-

parationen eine höhere KmATP als Vakuolenpräparationen aufzuweisen. 

LOMMEL & FELLE (1997) konnten für die vom freien Ca2+ abhängige Enzymkinetik 

einen sigmoiden Kurvenverlauf nachweisen. Dieser wies im Bereich der physiologi-

schen Ca2+-Konzentration seine größte Steigung auf. Ab einer Ca2+-Konzentration 

von 600 - 700 nM konnte eine Sättigung der Aufnahme mit einem Fluß von 90 

pmol.m-2.s-1 nur mit gleichzeitigem Einsatz von Bafilomycin gemessen werden. Dies 

stimmt mit den hier vorgefundenen Daten (152 pmol.m-2.s-1 für 20 µM ATP,  

149 pmol.m-2.s-1 für 40 - 200 µM ATP) gut überein. Jedoch konnte für Vakuolen aus Z. 

mays L. auch mit Bafilomycin kein sigmoider Kurvenverlauf festgestellt werden. Dies 

mag jedoch an der zu geringen Anzahl der Versuche im submikromolaren Bereich 

liegen. 

Unter Verwendung von tonoplastenangereicherten Vesikeln konnten auch 

FUKUMOTO & VENIS (1986) an Apfelvesikeln, DUPONT et al. (1990) an Vesikeln aus  
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Wurzeln von Hordeum vulgare L. und PFEIFFER & HAGER (1993) an Vesikeln aus 

Wurzeln von Z. mays L. eine tonoplastenständige ATPase nachweisen. 

Direkte Nachweise einer Ca2+-ATPase an Vakuolenpräparationen konnten bisher 

nur ASKERLUND (1997, 45Ca2+-Aufnahme) und LOMMEL & FELLE (1997, Messung der 

Ca2+-Abnahme im Versuchsmedium mit Indo-1) vorlegen. ASKERLUND (1997) 

konnte in Vakuolenpräparationen mit Anti-Ca2+-ATPase-Antikörpern das Vorkom-

men einer 111 kD tonoplastenspezifischen Ca2+-ATPase bei Brassica oleracea L. 

nachweisen. Diese erwies sich durch Calmodulin stimulierbar. MALSTRÖM et al. 

(1997) konnten hierbei erst kürzlich das vermeintliche Gen der tonoplastenspezi-

fischen durch Calmodulin stimulierbaren Ca2+-ATPase in B. oleracea L. (BCA1) 

nachweisen. 

 

5.2.2 Ca2+-Freisetzung 
 

5.2.2.1 Inositol-1,4,5-triphosphat 

Vakuolensuspensionen von Z. mays L. setzten nach Applikation von 1 µM InsP3 in-

nerhalb von 10 - 15 min durchschnittlich 9 % des bereits aufgenommenen bzw. 

noch enthaltenen Ca2+ frei (s. Abb. 4.8). Es konnte nachgewiesen werden, daß der 

Ca2+-Strom durch den Tonoplasten durch einen InsP3-aktivierbaren hochselektiven 

Ca2+-Kanal mit 12 pS Leitfähigkeit erfolgte (s. Kap. 4.3.2). 

 

InsP3-abhängige Signaltransduktion 

In tierischen und pflanzlichen Zellen ist InsP3 eine wichtige Komponente der Signal-

transduktion für externe Stimuli (BERRIDGE & IRVINE 1989, FELLE 1993). Die Bindung 

externer Stimuli an Zelloberflächenrezeptoren aktiviert hierbei via G-Proteine die 

Phospholipase C, die wiederum im aktivierten Zustand Phosphatidylinositol-(4,5)-

bisphosphat hydrolysiert und somit InsP3 und vermutlich Diacylglycerol (DAG) frei-

setzt. InsP3  kann nun z.B. an den InsP3-Rezeptor-Kanal-Komplex des Endoplasma-

tischen Retikulums (ER) binden und Ca2+ aus diesem Organell freisetzen. Dabei ist 

das Vorkommen der drei bisher bekannten Isoformen des InsP3-Rezeptor-Kanal-

Komplexes (InsP3R) nicht nur an das ER gebunden (BERRIDGE 1993). In Pflanzen sind 

nunmehr viele Komponenten des auf InsP3 basierenden Signaltransduktionweges 

nachgewiesen worden (COTÉ & CRAIN 1993, DRØBAK 1993). So wurde Phospho-
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lipase C sowohl in mono- (PICAL et al. 1992, MELIN et al. 1992) als auch in dikotyle-

donen Pflanzen (HIRAYAMA et al. 1995, FRANKLIN-TONG et al. 1996, PICAL et al.       

    

1997) nachgewiesen. Wurde zunächst auch in pflanzlichen Zellen das ER als Ziel-

Organell zur Ca2+-Freisetzung des auf InsP3 beruhenden Signaltransduktionsweges 

angesehen, so konnte bisher kein klarer Beweis dafür angetreten werden. Jedoch 

steht das ER weiterhin zur Diskussion (MUIR & SANDERS 1997). Das Vorkommen des 

InsP3R in Pflanzen und die Rolle der Vakuole als Organell der Ca2+-Freisetzung 

wurde von DRØBAK & FERGUSON (1985) vorschlagen. RANJEVA et al. (1988) wiesen 

erstmals die InsP3-induzierte Freisetzung von Ca2+ aus intakten Vakuolen von Acer 

pseudoplatanus L.-Suspensionszellen direkt nach. Bisher wurden nur zwei weitere 

direkte Nachweise der InsP3-induzierten Freisetzung von Ca2+ aus intakten Vakuolen 

von Ch. rubrum L. (LOMMEL 1996) und Ch. album L. (LOMMEL & FELLE 1997) 

veröffentlicht. 

 

InsP3-abhängige Ca2+-Freisetzung 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daß Vakuolensuspensionen von 

Z. mays L. nach Applikation von InsP3 mit einem Ca2+-Ausstrom von durchschnittlich 

21 nM pro 10-5 Vakuolen.ml-1 reagierten (Abb. 4.8). Ca2+ wurde innerhalb von 10 - 

15 min freigesetzt. Eine erneute Aufnahme des Ca2+ aus dem Medium konnte nicht 

gemessen werden. Die Ca2+-Freisetzung war abhängig von der externen Ca2+-

Konzentration (Abb. 4.9A (!)). Im Gegensatz dazu war der Ca2+-Fluß durch den 

Tonoplasten unabhängig von der externen Ca2+-Konzentration (Abb. 4.9B (!)). 

 

Unter der Annahme, daß das Zytosol 10 % des Zellvolumens ausmacht, würde InsP3 

innerhalb dieser Zeitspanne zu einem Anstieg des [Ca2+
zyt] von 120 µM führen. Ent-

sprechende Abschätzungen wurden auch mit 200 µM von RANJEVA et al. (1988) 

und mit 63 µM von LOMMEL (1996) berichtet. Jedoch wurde in den oben genann-

ten Publikationen die gesamte Freisetzung innerhalb einer Minute erreicht. Diese 

Abschätzungen berücksichtigen jedoch nicht die zytoplasmatische Pufferkapazität 

(s. Kap. 5.2.3). Zum besseren Vergleich der Ca2+-Freisetzung dient eine Berechnung 

 des  Flusses  durch  den  Tonoplasten.  Hierbei  ergeben  sich  Werte  von     79 

pmol.m-2.min-1 für A. pseudoplatanus L. (RANJEVA et al. 1988, eigene Berechnung 
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unter Annahme eines durchschnittlichen Vakuolendurchmessers von 23,8 µm), 9,5 

nmol.m-2.min-1 für Ch. album L. (LOMMEL 1996) und 6,3 nmol.m-2.min-1 für Z. mays L. 

Für die zweite Applikation von InsP3 nach Ryanodin-Einwirkung ergab sich eine 

Steigerung des Flusses auf 17 nmol.m-2 .min-1. 

Eine InsP3-induzierbare Ca2+-Freisetzung aus der Vakuole konnte durch indirekte 

Nachweismethoden auch von anderen Arbeitsgruppen über radioaktive und 

fluorimetrische Nachweisverfahren mit Hilfe von Mikrosomen und tonoplastenan-

gereicherten Vesikeln aus verschiedenen pflanzlichen Geweben erhärtet werden 

(SCHUMAKER & SZE 1987, BROSNAN & SANDERS 1990, BELDE et al. 1993, CANUT et al. 

1994). Hierbei konnten REDDY & POOVAIAH (1987) an Mikrosomen aus Z. mays L.-

Koleoptilen einen InsP3-sensitiven Ca2+-Pool nachweisen. Es wurden jedoch keine 

aufgereinigten Mikrosomen verwendet, womit keine genaue Aussage hinsichtlich 

der Herkunft (Apoplast, ER oder Vakuole) des InsP3-sensitiven Ca2+-Pools gemacht 

werden konnte. Mit den in dieser Arbeit vorliegenden Daten erscheint die Vakuole 

als Quelle der Ca2+-Freisetzung sehr wahrscheinlich. InsP3 setzte bei den oben ge-

nannten Versuchen bei einer Konzentration von 20 µM durchschnittlich 28 % des 

aufgenommen Ca2+ frei. Hierbei lag die Km mit 8 µM InsP3 um den Faktor 10 höher 

als bei Vakuolen (0,2 µM, RANJEVA et al. 1988) bzw. Mikrosomen (0,6 µM, 

SCHUMAKER & SZE 1987; 0,54 µM, BROSNAN & SANDERS 1990). Dieser Befund kann 

durch die hohe unspezifische Bindungskapazität der Mikrosomenmembran von Z. 

mays L. gegenüber Dikotyledonen erklärt werden (MUIR et al. 1997). 

Interessanterweise wurde an Mikrosomen aus Z. mays L.-Koleoptilen eine Abnahme 

der Ca2+-Freisetzung bei ansteigender externer Ca2+-Konzentration beobachtet. 

Dies konnte auch mit Vakuolensuspensionen von Z. mays L. im Bereich von 470 nM 

bis 5,8 µM freien Ca2+ nachgewiesen werden (Abb. 4.9A (!)). Eine entsprechende 

Ca2+-Abhängigkeit der InsP3-induzierten Ca2+-Freisetzung, mit einer glockenför-

migen Dosis-Wirkungskurve, wurde in tierischen Zellen nachgewiesen (BEZPROZ-

VANNY et al. 1991, FINCH et al. 1991, IINO & ENDO 1992). In pflanzlichen Zellen 

scheint somit eine kooperative Hemmung der InsP3-Bindungsstelle durch Ca2+ 

nachweisbar zu sein, wie sie an tierischen Systemen beobachtet wurde (WORLEY et 

al. 1987, BEZPROZVANNY et al. 1991, SUÁREZ-ISLA et al. 1991). Dies ist beachtens-

würdig, da es vermutlich eine Grundvoraussetzung der InsP3-abhängigen Ca2+-in-

duzierten Ca2+-Freisetzung nach dem “one-pool”-Modell ist (s. Kap. 5.2.3). 
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Im Gegensatz dazu zeigte der InsP3-induzierte Ca2+-Fluß durch den Tonoplasten bei 

Z. mays L. Vakuolen keine signifikante Abhängigkeit von der externen Ca2+-Konzen-

tration und entsprach ab einer freien Ca2+-Konzentration von 1 µM durchschnittlich 

124 pmol.m-2.s-1 (Abb. 4.9B (!)). Übereinstimmend berichteten ALLEN & SANDERS 

(1994b) von einem durch [Ca2+
zyt] unbeeinflußten, durch InsP3 aktivierbaren Ca2+-

Differenzstrom durch den Tonoplasten von B. vulgaris L. Eine Abnahme der Ca2+-

Freisetzung bei ansteigender externer Ca2+-Konzentration und gleichbleibenden 

Ca2+-Fluß durch den Tonoplasten könnte durch eine ligandeninduzierte, zeitab-

hängige Inaktivation des InsP3R durch InsP3 erklärbar zu sein, die von HAJNÓCZKY & 

THOMAS (1994, 1997) an Hepatozyten nachgewiesen wurde. 

 

In der Gegenwart von 1 µM Ryanodin zeigte sich im Bereich von 340 nM bis 5,4 µM 

freien Ca2+ eine Steigerung der InsP3-induzierten Ca2+-Freisetzung (Abb. 4.9A, (o)). 

Diese entgegengesetzte Ca2+-Abhängigkeit wurde durch eine Verdoppelung des 

Ca2+-Flusses durch den Tonoplasten auf 279 pmol.m-2.s-1 verursacht (Abb. 4.9B, (o)) 

und spricht für eine positive Kooperation beider Ca2+-Agonisten. Im umgekehrten 

Fall trat nur eine schwache Steigerung des Ca2+-Flusses durch den Tonoplasten auf. 

Eine Sensitivität der InsP3-induzierten Ca2+-Freisetzung gegenüber Agonisten des 

Ryanodin-Rezeptor-Ca2+-Kanal-Komplexes konnte auch in tierischen Systemen ge-

zeigt werden (OSIPCHUK et al. 1990, WAKUI et al. 1990). Im Gegensatz dazu zeigte 

MUIR et al. (1997) an tonoplastenangereicherten Mikrosomen aus B. oleracea L., 

daß 100 µM Ryanodin keinen Einfluß auf die InsP3-sensitive Ca2+-Freisetzung hat. 

 

Der durch InsP3 aktivierbare hochselektive Ca2+-Kanal 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daß nach Applikation von 1 µM 

InsP3 die Vakuolen von Z. mays L. im wv-Modus einen durch InsP3 aktivierbaren Dif-

ferenzstrom durch den Tonoplasten aufwiesen (Abb. 4.25 und 4.26). Mit einer Selek-

tivität (PCa2+:PK+) von 105 - 139 : 1 war dieser Differenzstrom hochselektiv für Ca2+ ge-

genüber K+. 

Ein weiterer direkter Nachweis des tonoplastenständigen InsP3R wurde bisher nur 

an Vakuolen aus der Speicherwurzel von B. vulgaris L. erbracht (ALEXANDRE et al. 

1990, ALLEN & SANDERS 1994b). Hierbei konnte ein durch InsP3 aktivierbarer Diffe-

renzstrom durch den Tonoplasten im wv-Modus nachgewiesen werden. Mit einer 
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Selektivität (PCa2+:PK+) von 100 - 800:1 war dieser Differenzstrom hochselektiv für Ca2+ 

(ALLEN & SANDERS 1994b). Der Strom war mit einer Km von 0,2 µM für InsP3 spezifisch, 

während andere Phosphoinositide nur max. 15 % des Ausstroms induzierten 

(ALEXANDRE et al. 1990). 

Die durch InsP3 induzierte Stromdichte (Abb. 4.27) lag für Z. mays L. Vakuolen mit     

23 mA.m-2 bei -80 mV bzw. 17 mA.m-2 bei +55 mV im Bereich der bei B. vulgaris L. 

berichteten Stromdichten (50 mA.m-2 bei -80 mV, bzw. 5 mA.m-2 bei +80 mV; ALLEN 

& SANDERS 1994b). Bei höheren negativen Tonoplastenpotentialen wies der bei     

Z. mays L. im wv-Modus durch InsP3 aktivierbare Differenzstrom gegenüber B. 

vulgaris L. eine Sättigung auf (Abb. 4.26B und Abb. 4.27). Bei einer Offenwahr-

scheinlichkeit von ca. 10 % im Bereich des physiologischen Tonoplastenpotentials 

(Abb. 4.30B) errechnete sich unter den vorgegebenen Bedingungen eine InsP3R-

Dichte von ca. 1 InsP3R.7 µm-2. Eine korrespondierende Abschätzung mit 1200 InsP3R 

pro Vakuole (45 µm), d. h. ca. 1 InsP3R.5 µm-2 zeigten ALEXANDRE et al. (1990). Somit 

erscheint die Dichte des InsP3R im Vergleich zu anderen Ionen-kanälen im 

Tonoplasten, wie dem Slow-Vacuolar-Kanal in Vakuolen aus Meso-phyllzellen von 

H. vulgare L. (1 Kanal.µm-2, POTTOSIN et al. 1997), wesentlich geringer zu sein. 

In der co-Konfiguration konnten bei B. vulgaris L. auch Nachweise auf Einzelkanal-

niveau erbracht werden. Die Permeabilitätsverhältnisse von Ca2+ gegenüber K+ mit 

100 - 800:1 (ALLEN & SANDERS 1994b) legten nahe, daß der hochselektive Ca2+-

Strom durch einen InsP3-aktivierbaren Ca2+-Kanal getragen wurde. Die Leitfähigkeit 

des durch InsP3-aktivierbaren Ca2+-Kanals betrug 30 und 50 pS (ALEXANDRE et al. 

1990, ALEXANDRE & LASSALLES 1992), bzw. 11, 51 und 182 pS (ALLEN & SANDERS 

1994b). Die Anwesenheit verschiedener Leitfähigkeiten läßt auf das Vorkommen 

weiterer InsP3R-Isoformen, bzw. das Auftreten von Unterleitfähigkeiten eines InsP3R 

in B. vulgaris L. schließen. Beide Arbeitsgruppen berichteten über sehr schnelle Öff-

nungsereignisse und vielfache Öffnungsamplituden in der co-Konfiguration. Dies 

erschwerte die Festlegung auf eine diskrete Leitfähigkeit. Bisher zeigte nur die Publi-

kation von ALEXANDRE & LASSALLES (1992) diskrete Öffnungsereignisse des InsP3R 

(Unterleitfähigkeiten von 30 und 50 pS bei einer Meß-Dauer von 1 s). 

Hingegen beträgt die Leitfähigkeit des InsP3R bei Vakuolen aus Z. mays L. 12 pS mit 

5 mM Ca2+ als Ladungsträger auf der vakuolären Seite. Dies konnte sowohl in der 

co- als auch in der ci-Konfiguration (Abb. 4.28B, 4.29B) nachgewiesen werden. Die 

Selektivität von Ca2+ gegenüber K+ mit 105 - 139:1 in der co-Konfiguration und ci-
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Konfiguration legen auch hier nahe, daß der hochselektive Ca2+-Strom durch die-

sen InsP3-aktivierbaren Ca2+-Kanal mit 12 pS Leitfähigkeit getragen wurde. In der ci-

Konfiguration lassen sich Gründe für sehr schnelle Öffnungsereignisse und vielfache 

Öffnungsamplituden erkennen. Bei einer vorgegebenen moderaten physiologi-

schen Ca2+-Konzentration von 5 mM auf der vakuolären Seite zeigte sich bei zu-

nehmenden negativen Tonoplastenpotentialen eine Zunahme des Auftretens von 

Unterleitfähigkeiten und Kanalamplituden (Abb. 4.29A). Weiterhin reduzierten sich 

die Offenzeiten des InsP3R bei niedrigen Haltepotentialen von 400 ms zu Offenzei-

ten bei höheren Haltespannungen von unter 100 ms (Abb. 4.30A). Dabei war ein 

häufigeres Auftreten von Öffnungsamplituden kleinerer Leitfähigkeit klar zu erken-

nen. Insgesamt spiegelt die aus den Offenzeiten in der ci-Konfiguration abgeleitete 

spannungsabhängige Offenwahrscheinlichkeit (Abb. 4.30B) gut den im wv-Modus 

gemessenen durch InsP3 aktivierten Differenzstrom wieder. Hierbei zeigte sich, daß 

der InsP3R aus Z. mays L. gerade im physiologischen Bereich der Tonoplastenpoten-

tiale für eine Ca2+-Freisetzung aus der Vakuole geeignet war. Auch ALEXANDRE et 

al. (1990) konnten in der co-Konfiguration eine spannungsabhängige Aktivierung 

im Bereich der physiologischen Tonoplastenpotentiale für den InsP3R nachweisen. 

Im Gegensatz zur Offenwahrscheinlichkeit des InsP3R aus Z. mays L. (Abb. 4.30B) 

zeigte sich jedoch keine Abnahme der Offenwahrscheinlichkeit bei hohen 

angelegten negativen Tonoplastenpotentialen. 

Unter Berücksichtigung eines bei physiologischen Tonoplastenpotentialen durch 

InsP3 induzierbaren in das Zytoplasma gerichteten hochselektiven Ca2+-Stroms von 

ca. 20 mA.m-2 ergibt sich hinsichtlich der Ca2+-Freisetzung aus der Vakuolensus-

pension folgende Abschätzung: 

Ein induzierbarer Ca2+-Strom von 20 mA.m-2 bedeutet eine Transportrate von 

6,2.1016.m-2.s-1 Ca2+-Kationen. Hingegen bedeutet der durch die Vakuolensuspen-

sion  erreichte  maximale  Ca2+-Fluß  durch  den Tonoplasten (s. o.) von 279 pmol. 

m-2.s-1 eine Transportrate von 1,68.1014.m-2.s-1 Ca2+-Kationen. D. h. der induzierbare 

Ca2+-Strom von 20 mA.m-2 hat eine ca. 370fach höhere Transportrate und würde 

einen Ca2+-Fluß durch den Tonoplasten von ca. 103 nmol.m-2.s-1 erlauben. 

Die mit der Patch-Clamp-Techik erhaltenen Transportraten stehen somit im Wider-

spruch gegenüber an intakten Vakuolen gemessenen Transportraten für Ago-

nisten-induzierte Ca2+-Freisetzung bzw. Ca2+-ATPasen. Dies kann auf eine De-Regu-
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lierung der Ionenkanalaktivität durch fehlende vakuoläre Regulatoren hinweisen. 

Jedoch erscheint für eine weiterführende Diskussion die Einführung des Ca2+-Diffu-

sionskoeffizienten und der zytoplasmatischen Ca2+-Pufferkapazität notwendig (s. 

Kap. 5.2.3). 

 

Der Einfluß des vakuolären pH und der vakuolären Ca2+-Konzentration 
auf den InsP3R 

 

Der Befund, daß große vakuoläre pH-Schwankungen bzw. große Änderungen der 

vakuolären Ca2+-Konzentration (Kap. 4.3.2.2) kaum Einfluß auf die Offenwahr-

scheinlichkeit in der ci-Konfiguration hatten, kann auf eine durch Agonisten 

aktivier-bare Regulation hinweisen. So konnten ALLEN & SANDERS (1994a) an einem 

spannungsabhängigen Ca2+-Kanal (27 pS, PCa2+:PK+=6) von V. faba L.-

Schließzellvakuolen durch ein kontinuierliches Absenken des pH auf der vakuolären 

Seite von pH 7,3 auf pH 5,5 eine drastische Abnahme der Offenwahrscheinlichkeit 

von ca. 22 % auf ca. 1 % beobachten. Dies macht insofern Sinn, da ein nur durch 

die Spannung regulierter tonoplastenständiger Ca2+-Kanal ohne weitere 

Regulationsgrößen zu einem schnellen Verlust des in der Vakuole gespeicherten 

Ca2+ führen würde. Ein durch zytoplasmatische Agonisten gesteuerter Ca2+-Kanal 

bedarf solch einer Steuerung nicht unbedingt. Vielmehr sollte ein durch 

zytoplasmatische Agonisten gesteuerter tonoplastenständiger Ca2+-Kanal relativ 

unempfindlich gegen Änderungen des vakuolären Milieus sein, da für einen InsP3-

abhängigen Signaltransduktionsweg eine konstant verfügbares Ca2+-Depot 

erwartet werden sollte. Unter der Voraussetzung, daß sich der InsP3R gegenüber 

tierischen Zellen nicht wesentlich genetisch verändert hat, verbleiben noch weitere 

zytoplasmatische Regulationsstellen zur Feinregulierung der InsP3-Antwort (FERRIS & 

SNYDER 1992). 

Die experimentelle Erhöhung der vakuolären Ca2+-Konzentration von 5 auf 50 mM 

führte in der ci-Konfiguration zu einer vom Ca2+-Gleichgewichtspotential abhän-

gigen Verschiebung des Umkehrpotentials von +32,6 mV auf +64,9 mV (s. Abb. 

4.33). Dies stimmt mit den Ergebnissen von ALEXANDRE et al. (1990) für den InsP3R 

aus B. vulgaris L. überein und konnte auch für andere Ca2+-Kanäle nachgewiesen 

werden (z. B. ALLEN & SANDERS 1994a).  

Eine Beeinflussung der Offenwahrscheinlichkeit des InsP3R aus Z. mays L. durch die 

Erhöhung der vakuolären Ca2+-Konzentration von 5 auf 50 mM konnte nicht beob-
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achtet werden. Hingegen konnten JOHANNES & SANDERS (1995) im Konzentra-

tionsbereich von 0,03 - 5 mM vakuolären Ca2+ eine deutliche Zunahme der Offen-

wahrscheinlichkeit des spannungsabhängigen Ca2+-Kanals aus B. vulgaris L. fest-

stellen. Dies war mit einer Verschiebung der Spannungsaktivierung zu weniger ne-

gativen Tonoplastenpotentialen verbunden. Ebenso konnten ALLEN & SANDERS 

(1994a) bei einer Zunahme der vakuolären Ca2+-Konzentration von 5 auf 10 mM 

eine deutliche Zunahme der Offenwahrscheinlichkeit im Bereich der physiologi-

schen Tonoplastenpotentiale des spannungsabhängigen Ca2+-Kanals aus V. faba 

L.-Schließzellen feststellen. 

Dies könnte auf eine unterschiedliche Regulation durch vakuoläres Ca2+ zwischen 

InsP3-aktivierbaren und spannungsabhängigen Ca2+-Kanälen hinweisen. 
 

Die Selektivität für divalente Kationen des InsP3R 

Wurde Ca2+ als divalenter Ladungsträger auf der vakuolären Seite bei einer vorge-

gebenen Konzentration von 50 mM gegenüber divalenten Kationen der Beryllium-

gruppe ausgetauscht (Kap. 4.3.2.3), so zeigte die Leitfähigkeit des InsP3R folgende 

Abhängigkeit: Ba2+> Sr2+ > Mg2+ > Ca2+ = 21,1 : 17 : 15,5 : 12 pS (Abb. 4.34 bis 4.36). 

Damit konnte erstmals auf Einzelkanalniveau für pflanzliche InsP3R eine Leitfähig-

keits- und Selektivitätsreihe (s. u.) erstellt werden. Eine entgegengesetzte Leitfähig-

keitsreihe zeigten ALEXANDRE & LASSALLES (1992) am InsP3-aktivierbaren Ausstrom 

divalenter Kationen von Vakuolen aus B. vulgaris L. Bei einer vorgegebenen va-

kuolären Konzentration von 5 mM des respektiven divalenten Kations war die Leit-

fähigkeitsreihe im wv-Modus: Ca2+ > Ba2+> Sr2+. Ob die im wv-Modus aus B. vulgaris 

L. erhaltene Leitfähigkeitsreihe der Leitfähigkeit des InsP3R oder einer veränderten 

Offenwahrscheinlichkeit entspricht, bleibt ungewiß. 

Die Selektivitätsreihe des InsP3R aus Z. mays L. zeigte für divalente Kationen im we-

sentlichen die Umkehrung der Leitfähigkeitsreihe: PCa2+ >>PSr2+ > PBa2+ > PMg2+ > PK+ = 

121 : 18 : 8 : 1,7: 1 (Kap. 4.3.2.3). Für den InsP3R von B. vulgaris L. wurde bisher keine 

Selektivitätsreihe bestimmt. 

Die Umkehrung der Selektivitätsreihe gegenüber der Leitfähigkeitsreihe steht im 
Einklang mit dem spannungsabhängigen Ca2+-Kanal aus Vakuolen von B. vulgaris 
L.-Wurzelzellen und V. faba L.-Schließzellen (ALLEN & SANDERS 1994a, JOHANNES & 
SANDERS 1995). Es deutet darauf hin, daß auch der wesentlich Ca2+-selektivere 
InsP3R aus Z. mays L. keine voneinander unabhängige Ionenpermeabilität besitzt 
und die Ionen um die Ionen-Bindungsstellen innerhalb der Kanalpore konkurrieren. 
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Mg2+ als Ladungsträger [50 mM] führte bei dem InsP3R aus Z. mays L. in dieser ho-

hen vakuolären Konzentration zu stark flickernden Öffnungsereignissen mit sehr kur-

zen Offenzeiten (Abb. 4.36A). Dies könnte auf eine sterische Blockierung des InsP3R 

durch Mg2+ hinweisen, die z.B. von Ryanodin-aktivierbaren Ca2+-Kanälen des sar-

koplasmatischen Retikulums bekannt ist (MEISSNER et al. 1986). 

 

Pharmakologie des InsP3R 

Das Lanthan-Kation gilt als Ca2+-Kanalblocker in tierischen und pflanzlichen Zellen 

(HILLE 1992, PINEROS & TESTER 1995). 

Für La3+ konnte im Konzentrationsbereich von 0,1 µM bis 1 mM auf der vakuolären 

Seite eine dosisabhängige Hemmung für den InsP3R aus Z. mays L. festgestellt wer-

den (Abb. 4.37A-C). Die halbmaximale Inhibition durch La3+ konnte auf 8 µM abge-

schätzt werden (Abb. 4.37D). 

Übereinstimmend konnten KLÜSENER et al. (1995) am ER-Ca2+-Kanal von B. dioica 

Jacq. die halbmaximale Inhibition durch La3+ auf 9 µM bestimmen. GELLI & 

BLUMWALD (1993) konnten ebenfalls eine Hemmung durch La3+ an einem span-

nungsabhängigen und InsP3-insensitiven Ca2+-Kanal aus Vakuolen von B. vulgaris L.-

Zellkulturzellen festellen. Auch an spannungsabhängigen Ca2+-Kanälen des 

Plasmalemmas von Lycopersicon esculentum L. konnten GELLI & BLUMWALD (1997) 

mit 10 µM La3+ eine Hemmung nachweisen. Die Verwendung von La3+ als 

“spezifischer” Ca2+-Kanal-Blocker erscheint somit im submillimolaren Konzentra-

tionsbereich berechtigt zu sein. Eine Ki von 8 µM für den durch InsP3 aktivierbaren 

Ca2+-Kanal aus Z. mays L. weist darauf hin. Jedoch erscheint eine Verwendung im 

millimolaren Konzentrationsbereich pharmakologisch irrelevant. So zeigten LEWIS & 

SPALDING (1998) bei einer Konzentration von 10 mM La3+ auf der apoplastischen 

Seite eine Hemmung des durch Blaulicht aktivierbaren plasmalemmaständigen 

Anionenkanals aus A. thaliana L. 

 

Das Gadolinium-Kation (Gd3+) ist ein weiteres Kation aus der Gruppe der Lantha-

noiden, welches zur spezifischen Hemmung von Ca2+-Kanälen verwendet wird. Für 

Gd3+ konnte bei einer Konzentration von 100 µM auf der vakuolären Seite eine re-

versible 13%ige Hemmung der Offenwahrscheinlichkeit für den InsP3R aus Z. mays L. 

festgestellt werden (Abb. 4.38). 
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JOHANNES et al. (1992) konnten an tonoplastenangereicherten Mikrosomen aus   

B. vulgaris L.-Speicherwurzeln mit 100 µM Gd3+ eine 34%ige Hemmung der InsP3-in-

duzierten Ca2+-Freisetzung und eine 91%ige Hemmung der spannungsabhängigen 

Ca2+-Freisetzung beobachten. Dies spricht für eine pharmakologische Relevanz für 

Gd3+ zur Unterscheidung zwischen spannungsabhängigen und InsP3-aktivierbaren 

Ca2+-Kanälen. Spannungsabhängige Ca2+-Kanäle scheinen eine höhere 

Sensitivität gegenüber Gd3+ aufzuweisen. So konnten ALLEN & SANDERS (1994a) an 

Vakuolen von Schließzellen aus Vicia faba L. eine dosisabhängige Hemmung (K½ = 

10,3 µM) auf der vakuolären Seite eines einwärtsrichtenden 27 pS Ca2+-Kanals 

zeigen. Weiterhin konnten KLÜSENER et al. (1995) am spannungsabhängigen ER-

Ca2+-Kanal von B. dioica Jacq. die halbmaximale Inhibition durch Gd3+ auf 1 µM 

bestimmen. 

 

Zn2+ ist ein Kation der II. Nebengruppe und wird ebenfalls zur Hemmung von Ca2+-

selektiven Ionenkanälen verwendet. 

Für Zn2+ konnte bei einer Konzentration 1 mM auf der vakuolären Seite eine rever-

sible 80%ige Reduzierung der Offenwahrscheinlichkeit für den InsP3R aus Z. mays L. 

festgestellt werden (Abb. 4.39). 

Im Gegensatz dazu konnten JOHANNES et al. (1992) an tonoplastenangereicher-
ten Mikrosomen aus B. vulgaris L.-Speicherwurzeln mit 1 mM Zn2+ nur eine 4%ige 
Hemmung der InsP3-induzierten Ca2+-Freisetzung und eine 80%ige Hemmung der 
spannungsabhängigen Ca2+-Freisetzung beobachten. Die wesentlich höhere Sensi-
tivität des InsP3R aus Z. mays L. für Zn2+ ist hierbei nicht durch eine höhere unspezifi-
sche Bindung von Zn2+ an die Mikrosomenmembran erklärbar. Auch die oben 
schon genannten Patch-Clamp-Publikationen wurden unter Verwendung von 100 
µM (ALEXANDRE et al. 1990) und 200 µM Zn2+ (ALLEN & SANDERS 1994b) auf der 
zytoplasmatischen Seite durchgeführt. Zn2+ wurde dort zur Reduzierung von Stör-
strömen, d. h. von in die Vakuole gerichteten Ionenströmen, verwendet. Mögli-
cherweise könnte eine unterschiedliche Sensitivität durch die Verwendung von Zn2+ 
auf der vakuolären Seite vorliegen. So konnten KLÜSENER et al. (1995) am span-
nungsabhängigen ER-Ca2+-Kanal von B. dioica Jacq. demonstrieren, daß Gd3+ den 
ER-Ca2+-Kanal nur blockierte, wenn es an der Ca2+-Eintrittsseite präsent war. Umge-
kehrt war keine Blockierung nachzuweisen. 
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5.2.2.2 Ryanodin 

Vakuolensuspensionen von Z. mays L. setzten nach Applikation von 1 µM Ryanodin 

innerhalb von 10 - 15 min durchschnittlich 22 % des bereits aufgenommenen bzw. 

noch enthaltenen Ca2+ frei (s. Abb. 4.10). Es konnte nachgewiesen werden, daß 

der Ca2+-Ausstrom durch einen Ryanodin-aktivierbaren Ca2+-Kanal mit 122 pS Leit-

fähigkeit erfolgte (s. Kap. 4.3.3). 

 

InsP3-unabhängige Signaltransduktion 

Der Ryanodin-Rezeptor-Ca2+-Kanal-Komplex (RyR) scheint eine weitere wichtige 

Komponente für eine InsP3-unabhängige Ca2+-Signaltransduktion in eukaryotischen 

Zellen zu sein. Jedoch erscheint die Benennung nach dem Pflanzenalkaloid 

Ryanodin mittlerweile problematisch, da inzwischen mit der zyklischen Adenosin-

Diphosphat-Ribose (cADPR) vermutlich ein zelltypischer Agonist des RyR bekannt 

ist. In tierischen Geweben gilt auch hier das Vorkommen von mindestens drei Iso-

formen des RyR als gesichert (BERRIDGE 1993, MEISSNER 1994). Gegenüber der 

InsP3-abhängigen Ca2+-Signaltransduktionskette (s. o.) fehlt aber in der InsP3-unab-

hängigen Ca2+-Signaltransduktion via RyR bisher der Weg von der Bindung externer 

Stimuli an Zelloberflächenrezeptoren bis zur Entstehung des vermutlichen Agonisten 

cADPR.  

Als erstes Indiz, daß cADPR als Ca2+-freisetzender Agonist in Eukaryoten fungiert, 

war die Festellung, daß ein Metabolit von Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD+) 

die Fähigkeit zur Ca2+-Freisetzung in Seeigel-Eiern besaß (CLAPPER et al. 1987, LEE et 

al. 1989) und als cADPR identifiziert wurde (LEE et al. 1989). cADPR entsteht durch die 

Synthese aus NAD+ mittels der ADP-Ribosyl-Zyklase und wird durch die cADPR-Hy-

drolase zu ADP-Ribose degradiert. Mittlerweile sind auch bifunktionale Enzyme, 

welche sowohl Zyklase- und Hydrolase-Aktivität besitzen, bekannt (HOWARD et al. 

1993, ZOCCHI et al. 1993, HIRATA et al. 1994).  

Verschiedene Untersuchungen konnten hierbei zeigen, daß die Ca2+-Freisetzung 

durch cADPR von InsP3 unabhängig ist. So wird die Ca2+-Freisetzung durch cADPR 

im Gegensatz zu InsP3 durch vorherige Applikation von Ryanodin und Koffein un-

terdrückt (GALIONE et al. 1991). Auch 8-Azido-cADPR und 8-Amino-cADPR blockie-

ren als cADPR-Antagonisten die Ca2+-Freisetzung durch cADPR, aber nicht durch 

InsP3 (LEE et al. 1993, WALSETH & LEE 1993). Weiterhin blockieren Ruthenium Rot, 

Procain und Mg2+ die Ca2+-Freisetzung durch cADPR, nicht aber durch InsP3 
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(GALIONE et al. 1991, GRAEFF et al. 1995). Gerade die letztgenannten Anta-

gonisten, welche auch als Antagonisten des RyR bekannt sind (SMITH et al. 1985, 

MEISSNER et al. 1986, XU et al. 1993), weisen darauf hin, daß die Ca2+-Freisetzung 

durch cADPR via RyR erfolgt. Diese Ansicht wird unterstützt durch die Aktivierung 

von RyR durch cADPR (MÉSZARÓS et al. 1993). Es wird vermutet, daß cADPR an eine 

Adenin-Nukleotid bindende Rezeptor-Untereinheit des RyR bindet (WALSETH et al. 

1993, SITSAPESAN et al. 1994, GALIONE & SUMMERHILL 1995). 

Durch Ryanodin-aktivierbare Ca2+-Freisetzung von tonoplastenangereicherten Mi-

krosomen aus B. vulgaris L. konnten ALLEN et al. (1995) erstmals das Vorkommen 

des RyR in Pflanzen nachweisen. Mittels der Patch-Clamp-Technik konnten ALLEN 

et al. (1995) erstmals auch einen durch cADPR aktivierbaren Ca2+-selektiven Diffe-

renzstrom durch den Tonoplasten aus Vakuolen von B. vulgaris L. feststellen. 

 

Ryanodin-aktivierbare Ca2+-Freisetzung aus der Vakuolensuspension 

In der vorliegenden Arbeit konnte an intakten Vakuolen erstmalig direkt nachge-

wiesen werden, daß pflanzliche Vakuolen eine Ryanodin-aktivierbare Ca2+-Frei-

setzung aufweisen. 

Vakuolen von Z. mays L. reagierten nach Applikation von 1 µM Ryanodin mit einem 

Ca2+-Ausstrom von durchschnittlich 14 nM pro 10-5 Vakuolen.ml-1 (Abb. 4.10). Ca2+ 

wurde innerhalb von 10 - 15 min freigesetzt. Eine erneute Ca2+-Aufnahme aus dem 

Medium konnte nicht nachgewiesen werden. Übereinstimmend zur InsP3-induzier-

ten Ca2+-Freisetzung (s. o.) würde die Ryanodin-induzierte Ca2+-Freisetzung inner-

halb dieser Zeitspanne zu einem relevanten Anstieg von [Ca2+
zyt] führen. 

Wurde die durch Ryanodin freigesetzte Ca2+-Menge in Abhängigkeit der freien 

Ca2+-Konzentration im Versuchsmedium gesetzt, so zeigte sich eine Abnahme der 

freigesetzten Ca2+-Menge bei ansteigender freier Ca2+-Konzentration im Versuchs-

medium (Abb. 4.11A, (!)). Im submikromolaren Bereich wurden durchschnittlich     

29 %, im mikromolaren Bereich durchschnittlich 14 % der enthaltenen Ca2+-Menge 

freigesetzt. Dies entspricht veröffentlichten Daten von tonoplastenangereicherten 

Mikrosomenpräparationen aus B. vulgaris L. (17 % Ca2+-Freisetzung durch 100 µM 

Ryanodin bei 10 µM externen Ca2+, ALLEN et al. 1995). ALLEN et al. (1995) konnten 

jedoch keine Abhängigkeit von der externen Ca2+-Konzentration feststellen. 
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Die Darstellung des Flusses durch den Tonoplasten in Abhängigkeit der freien Ca2+-

Konzentration im Versuchsmedium (Abb. 4.11B (!)) zeigte hingegen eine deutliche 

Zunahme bei ansteigender externer Ca2+-Konzentration und entsprach ab einer 

freien Ca2+-Konzentration von 1 µM durchschnittlich 147 pmol.m-2.s-1. Eine Steige-

rung des Ca2+-Flusses durch den Tonoplasten bei ansteigender externer Ca2+-Kon-

zentration im gezeigten Bereich steht im Einklang mit Einzelkanalmessungen, Ca2+-

Fluß- und Ryanodin-Bindungs-Studien am RyR von Skeletmuskeln (LAVER et al. 1997, 

MEISSNER et al. 1997). Als Ursache wird die Bindung von Ca2+ an RyR-aktivierende 

Hochaffinitäts-Bindungstellen (KCa2+<1 µM) angesehen. 

Wurde Ryanodin in Gegenwart von 1 µM InsP3 appliziert zeigte sich keine Steigerung 

der Ryanodin-induzierten Ca2+-Freisetzung (Abb. 4.11A, ($)). Somit scheint die 

Reihen-folge der Applikation der Agonisten von Bedeutung zu sein (s. o.). In der 

Gegenwart von 1 µM InsP3 zeigte sich jedoch eine schwache Zunahme des 

Ryanodin-induzierten Ca2+-Flusses (Abb. 4.11B, ($)). Dieser entsprach ab einer freien 

Ca2+-Konzentration von 1 µM durchschnittlich 199 pmol.m-2.s-1. 

 

 

Der Ryanodin-aktivierbare Ca2+-Kanal 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daß Vakuolen von Z. mays L. 

nach Applikation von 1 µM Ryanodin im wv-Modus einen durch Ryanodin aktivier-

baren Differenzstrom aufwiesen (Abb. 4.40 und 4.41). Dieser Differenzstrom war mit 

einem Permeabilitätsverhältnis (PCa2+:PK+) von 0,8 selektiv für Ca2+. 

Ein weiterer direkter Nachweis eines tonoplastenständigen RyR mit Hilfe der Patch-

Clamp-Technik konnte bisher nur an Vakuolen aus der Speicherwurzel von B. 

vulgaris L. erbracht werden. ALLEN et al. (1995) konnten einen durch cADPR akti-

vierbaren Differenzstrom durch den Tonoplasten im wv-Modus nachweisen. Ver-

gleichbar zu Vakuolen von Z. mays L. war der Differenzstrom mit einem Permeabili-

tätsverhältnis (PCa2+:PK+) von 9 - 27:1 selektiv für Ca2+, jedoch in höherem Ausmaße. 

Der Strom war mit einer Km von 32 µM für cADPR spezifisch. 

Eine relativ geringe Selektivität gegenüber monovalenten Kationen scheint hierbei 

ein allgemeines Merkmal der RyR zu sein. So berichten LIU et al. (1989) von einem 
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Permeabilitätsverhältnis von PCa2+:PNa+∼ 5, PCa2+:PK+∼ 6 (SMITH et al. 1988, MA et al. 

1988), PCa2+:PK+∼ 19 (HYMEL et al. 1988) und PCa2+:PK+∼ 3,8 (XU et al. 1993). 

Die durch Ryanodin induzierte Stromdichte (Abb. 4.41C) liegt für Z. mays L.-Vakuo-

len mit 7 mA.m-2 bei -80 mV und 26 mA.m-2 bei +55 mV im Bereich der bei B. vul-

garis L. berichteten durch cADPR induzierten Stromdichte (50 mA.m-2 bei -80 mV, 

bzw. 5 mA.m-2 bei +80 mV; ALLEN et al. 1995). 

Die Messungen in der co-Konfiguration legen nahe, daß der durch Ryanodin akti-

vierbare RyR im Tonoplasten von Z. mays L. unter den vorgegebenen Bedingungen 

eine Leitfähigkeit von ca. 122 pS besitzt (Abb. 4.43 und 4.44). Dies korrespondiert 

mit Leitfähigkeiten von RyR aus verschiedenen tierischen Geweben, wenn Ca2+ als 

Ladungsträger auf der trans-Seite (zytoplasmatisch) verwand wurde: 100 pS (53 mM 

Ca2+, SMITH et al. 1986, 1988; LIU et al. 1989), 100 und 125 pS (53 mM Ca2+, EHRLICH 

& WATRAS 1988) und 103 pS (50 mM Ca2+, SITSAPESAN & WILLIAMS 1996). 

Leitfähigkeiten zwischen 100 - 150 pS mit Ca2+ als Ladungsträger (MEISSNER 1994) 

scheinen somit ein allgemeines Merkmal der eukaryotischen RyR zu sein. Jedoch ist 

die Leitfähigkeit der RyR stark vom vorgegebenen Ladungsträger abhängig. Bei 

Verwendung monovalenter Kationen als Ladungsträger konnte eine Steigerung 

der Leitfähigkeit bis zu 800 pS beobachtet werden (MEISSNER 1994). 

Im Gegensatz dazu konnten ALLEN et al. (1995) bei B. vulgaris L. keinen definierten, 

durch cADPR aktivierbaren Ionenkanal nachweisen. Bei B. vulgaris L. konnte nur die 

Aktivierung eines weiteren Ionenkanals mit schnellen Öffnungsereignissen ohne klar 

erkennbare Amplitude gezeigt werden. In gleicher Weise wurde die Aktivierung des 

RyR durch Ryanodin (MUIR et al. 1997) im Tonoplasten von B. vulgaris L. dargestellt. 

Diesbezüglich konnte die Aktivierung des RyR mittels  Spannungsschritten  von  +55  

bis -100 mV aus dem Tonoplasten von Z. mays L. durch Ryanodin (Abb. 4.42) und 

cADPR (Abb. 4.45) in der co-Konfiguration auch nur als schnelle Öffnungsereignisse 

eines weiteren Ionenkanals ohne klar erkennbare Amplitude nachgewiesen werden. 

 

Als “spezifische” Antagonisten der Ryanodin- und cADPR-abhängigen Ca2+-Frei-

setzung gelten neben Mg2+ (MEISSNER et al. 1986, LAVER et al. 1997) und Procain 

(GALIONE et al. 1991) auch Ruthenium Rot (GALIONE et al. 1991). Entsprechend 

konnte mit 1 und 100 µM Ruthenium Rot auf der zytoplasmatischen Seite eine 

Hemmung der Öffnungsereignisse des durch 1 µM cADPR und Ryanodin aktivierten 

RyR von Z. mays L. nachgewiesen werden (Abb. 4.46). Übereinstimmend konnten 
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ALLEN et al. (1995) mit 100 µM Ruthenium Rot auf der zytoplasmatischen Seite eine 

Blockierung der durch cADPR induzierten Öffnungsereignisse an B. vulgaris L. in der 

co-Konfiguration nachweisen. 

Mittlerweile kann Ruthenium Rot jedoch nicht mehr als spezifischer RyR-Blocker an-

gesehen werden, womit eine diagnostische Aussage höchst fraglich erscheint. So 

konnten WHITE (1996) eine Reduzierung der Leitfähigkeit eines plasmalemmastän-

digen Kationenkanals aus Secale cereale L.-Wurzeln und PINEROS & TESTER (1998) 

eine irreversible Blockierung eines plasmalemmaständigen Ca2+-Kanals aus Avena-

Wurzeln nachweisen. 

 

5.2.2.3 Andere Kationenkanäle 
 

Der schnell aktivierbare Ionenkanal 

Der Strom durch den Tonoplasten von Vakuolen aus Z. mays L. Koleoptil-Proto-

plasten ging bei einer vorgegebenen [Ca2+
zyt] von 1 µM innerhalb von maximal 100 

ms sowohl bei negativen als auch bei positiven Haltepontialen in Sättigung über 

(Abb. 4.13A). Dabei zeigte die Übereinstimmung des Umkehrpotentials von 

Gesamtstrom- und Einzelkanalanalyse, daß der Strom durch den Tonoplasten von 

einem Kationenkanal mit ca. 19 pS Leitfähigkeit getragen wurde (Abb. 4.13B und 

4.18A). Dieser Kationenkanal vom Fast-Vacuolar-Typ (FV) dominiert den Strom 

durch den Tonoplasten bei physiologischen zytosolischen Ca2+-Konzentrationen 

und konnte bisher noch im Tonoplasten von B. vulgaris L. (HEDRICH & NEHER 1987), 

V. faba L.-Schließzellen (ALLEN & SANDERS 1996, ALLEN et al. 1998) und H. vulgare 

L.-Mesophyllzellen (TIKHONOVA et al. 1997, BRÜGGEMANN et al. 1999) nachge-

wiesen werden. 

Ein weiteres spezifisches Merkmal der bisher beschriebenen FV-Kanäle ist eine 

spannungsabhängige gleichrichtende Aktivierung bei unphysiologischen positiven 

Haltepotentialen, sowie eine reduzierte Leitfähigkeit bei Haltepotentialen zwischen 

-20 und -60 mV. Dies konnte auch für den FV-Kanal von Vakuolen aus Z. mays L. 

Koleoptil-Protoplasten in der Gesamtstromanalyse (Abb. 4.13B) und in der Ein-

zelkanalanalyse, sowohl in der co-Konfiguration (Abb. 4.16) als auch in der ci-Kon-

figuration (Abb. 4.20) gezeigt werden. 

Bezüglich der beschriebenen Leitfähigkeiten des Ionenkanals zeigte sich mit 19 pS 

eine gute Übereinstimmung mit dem FV-Kanal aus H. vulgare L.-Mesophyllzellen (20 

pS). Für B. vulgaris L. wurde eine größere Leitfähigkeit (30 - 40 pS), bei V. faba L.-

Schließzellen hingegen eine kleinere Leitfähigkeit mit 6,4 pS festgestellt. 
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Der FV-Kanal von Vakuolen aus Z. mays L. Koleoptil-Protoplasten zeigte eine Selek-

tivitätsreihe mit PK+:PCa2+:PNa+:PRb+:PCl- = 1:0,8:1,7:1,4:0,16. Mit einer Selektivität von K+ 

über Cl- von 6,2 zeigte der FV-Kanal von Vakuolen aus Z. mays L. Koleoptil-Pro-

toplasten (Abb. 4.20 und 4.21A) eine vergleichbare Selektivität wie der FV-Kanal 

von B. vulgaris L. (PK+:PCl-= 6:1). Eine höhere Selektivität für K+ wurde für die FV-Ka-

näle aus H. vulgare L.-Mesophyllzellen (PK+:PCl-= 30:1) und V. faba L.-Schließzellen 

(PK+:PCl-= 150:1) unter relativ vergleichbaren Bedingungen festgestellt. 

Für Ca2+ wurde für den FV-Kanal aus Z. mays L. (Abb. 4.13B und 4.18A) erstmals eine 

Selektivität festgestellt. Die beobachtete Selektivität für Ca2+ mag hierbei durch 

das hohe molare Ca2+/K+-Verhältnis auf der vakuolären Seite begründbar sein. 

Eventuell zeigt der hier vorgestellte schnell aktivierbare Ionenkanal vom FV-Typ die 

Charakteristik eines sogenannten Multi-Ion-Pore-Kanals (HILLE 1992). D. h., wegen 

des Selektivitätsfilters in der Kanalpore zeigt der Ionenkanal keine von einander 

unabhängige Bewegung der unterschiedlichen Ionenarten. TIKHONOVA et al. 

(1997) konnten eine voneinander abhängige Permeabilität von Ca2+ gegen-über 

K+ für den FV-Kanal aus Mesophyllzellen von H. vulgare L. zeigen. 

Der schnell aktivierbare Kationenkanal aus dem Tonoplasten von Z. mays L.-

Koleoptilzellen entspricht somit dem Typus eines FV-Kanals. Infolgedessen besitzt 

der Tonoplast von Koleoptilzellen aus Z. mays L. bei physiologischen zytosolischen 

Ca2+-Konzentrationen eine signifikante Permeabilität für K+. Der FV-Kanal kann somit 

zur zellulären Osmoregulation beitragen und das Tonoplastenpotential in der Nähe 

des K+-Gleichgewichtspotential einregulieren. 

 

Der Ionenkanal mit 37 pS Leitfähigkeit 

Im Gegensatz zum FV-Kanal, war der Ionenkanal mit 37 pS Leitfähigkeit bei einer 

vorgegebenen zytosolischen Ca2+-Konzentration von 1 µM bei Einzelkanalmessungen 

nicht nachzuweisen. Der Ionenkanal mit 37 pS Leitfähigkeit konnte nur bei einer un-

physiologisch hohen zytosolischen Ca2+-Konzentration von 1 mM in der ci-Konfigura-

tion nachgewiesen werden. Infolgedessen kann eine Aktivierung durch hohe zytoso-

lische Ca2+-Konzentrationen vermutet werden, die allerdings durch die Ca2+-Toxizität 

in diesem Konzentrationsbereich nur lokal erhöht sein könnte. 
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Die vermutete Regulation durch die hohe zytosolische Ca2+-Konzentration und eine 

spannungsabhängige Aktivierung bei positiven Tonoplastenpotentialen (Abb. 4.48, 

4.50 und 4.53) sind die typischen Merkmale für tonoplastenständige Ionenkanäle 

des Slow-Vacuolar-Typs (SV). 

Die Leitfähigkeit von 37 pS in symmetrischen 100 mM KCl (Abb. 4.47) korrespondiert 

mit veröffentlichten Leitfähigkeiten monokotyledoner Pflanzen von 30 pS und 26 pS 

im positiven Spannungsbereich bei Mesophyll- und Aleuronzellen aus H. vulgare L. 

(POTTOSIN et al. 1997, BETHKE & JONES 1994). Für andere SV-Kanäle aus Schließ-

zellen, Zellen der Aleuronschicht, Wurzelzellen und Zellkulturzellen höherer Pflanzen, 

sowie im Thallus von Farnen und Grünalgen wurden jedoch größere Leitfähigkeiten 

des Einzelkanals von 51 - 281 pS unter symmetrischen KCl-Konzentrationen berichtet 

(HEDRICH et al. 1986; HEDRICH & NEHER 1987; HEDRICH et al. 1988; MAATHUIS & 

PRINS 1991; PANTOJA et al. 1992a, b; REIFARTH et al. 1994; AMODEO et al. 1994; LINZ 

& KÖHLER 1994; WARD & SCHROEDER 1994; SCHULZ-LESSDORF & HEDRICH 1995). 

Die Selektivitätsreihe mit PK+:PCa2+:PNa+:PRb+:PCl- = 1:0,7:1:1,3:0,14 für den Ionenkanal 

mit 37 pS Leitfähigkeit liegt im Bereich der für SV-Kanäle veröffentlichten Daten. Der 

SV-Kanal aus Aleuronzellen von H. vulgare L. (BETHKE & JONES 1994) wies jedoch mit 

PK+:PCl-= 23 eine höhere Selektivität für K+ gegenüber Cl- auf. 

Aufgrund der hier und in anderen Arbeiten festgestellten Permeabilität für Ca2+ 

(PCa2+:PK+= 5, WARD & SCHROEDER 1994; PCa2+:PK+<0,5, ALLEN & SANDERS 1995, 1996; 

SCHULZ-LESSDORF & HEDRICH 1995) und der Aktivierbarkeit durch ansteigende 

zytosolische Ca2+-Konzentrationen (HEDRICH & NEHER 1987, REIFARTH et al. 1994) 

wurde für den SV-Kanal eine Rolle für eine Ca2+-induzierte Ca2+-Freisetzung aus der 

Vakuole vermutet (WARD & SCHROEDER 1994, WARD et al. 1995, ALLEN & SANDERS 

1996, BARKLA & PANTOJA 1996). Jedoch zeigte die detaillierte Untersuchung von 

POTTOSIN et al. (1997), daß die Spannungs- und Ca2+-Abhängigkeit des SV-Kanals 

eine Rolle bei der Ca2+-Freisetzung aus der Vakuole unwahrscheinlich machen (s. 

Kap. 5.2.3). Somit verbleibt die physiologische Funktion des SV-Kanals im Unklaren, 

obwohl er ubiquitär im pflanzlichen Tonoplasten vorkommt. 

 

Der Ionenkanal mit 7 pS Leitfähigkeit 

Die relativ unspezifische Selektivität gegenüber mono- und divalenten Kationen 

und Anionen, mit der Selektivitätsreihe von PK+:PCa2+:PNa+:PRb+:PCl- = 1 : 0,5 : 0,9 : 0,4 : 

0,4 (Kap. 4.3.5) für den Ionenkanal mit 7 pS Leitfähigkeit korrespondiert mit dem 
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oben beschriebenen SV-Typ. Durch die geringe Leitfähigkeit konnte der Ionenka-

nal jedoch erst bei unphysiologisch hohen Tonoplastenpotentialen beobachtet 

werden, wobei aber keine spannungsabhängige Aktivierung festgestellt werden 

konnte. Aufgrund der relativ unspezifischen Selektivität gegenüber mono- und di-

valenten Kationen und Anionen könnte der Ionenkanal mit 7 pS Leitfähigkeit für 

den Transport organischer Säuren zuständig sein. 

 

5.2.3 Die Bedeutung der Ca2+-selektiven Ionenkanäle für die zytoplas-   
     matische Ca2+-Regulation und die zelluläre Signalübertragung 

 

Entstehungsorte von Ca2+-Signalen 

Pflanzliche und tierische Zellen können prinzipiell zwei verschiedene Entstehungsorte 

für zytoplasmatische Ca2+-Signale benutzen: Ca2+-Eintritt durch das Plasmalemma 

und Ca2+-Freisetzung durch intrazelluläre Ca2+-Depots. 

Die Erzeugung von Ca2+-Wellen und -Oszillationen mittels Ca2+-Eintritt durch das 

Plasmalemma konnte für Schließzellen (MCAINSH et al. 1995) und Fucus-Rhizoide 

(TAYLOR et al. 1996) nahegelegt werden. 

Als intrazellulärer Entstehungsort von Ca2+-Wellen in pflanzlichen und tierischen 

Zellen wird mittlerweile auch das Nukleoplasma angesehen, wobei das 

Nukleoplasma durchaus als intrazelluäres Ca2+-Depot betrachtet werden kann 

(GERASIMENKO et al.  1995,  STEHNO-BITTEL  et al.  1995).  Es wurde festgestellt, daß 

zytoplasmatische  

Ca2+-Erhöhungen im Nukleoplasma Ca2+-Oszillationen auslösen können (LIPP et al. 

1997), die vermutlich durch Aktivierung von InsP3R und RyR der Kernhülle entstehen 

(HUMBERT et al. 1996, LIPP et al. 1997). Auch in pflanzlichen Zellen wird die Ent-

stehung  von  zytoplasmatischen,  bzw.  nukleoplasmatischen  Ca2+-Wellen  und    "-

Spikes" am Nukleus-ER Komplex angenommen (GILROY et al. 1991, EHRHARDT et al. 

1996, FRANKLIN-TONG et al. 1996, MALHÓ & TREWAVAS 1996). 

Die pflanzliche Vakuole wird ebenfalls als intrazellulärer Entstehungsort von Ca2+-Wel-

len betrachtet. So konnten GILROY et al. (1991) in Schließzellen von Commelina 

communis nach Herabsetzung der extrazellulären K+-Konzentration die Entstehung 

von Ca2+-Wellen am Tonoplasten beobachten. 

Die Entstehung von Ca2+-Wellen am ER konnte im Gegensatz zu tierischen Zellen in 

pflanzlichen Zellen bisher nicht nachgewiesen werden. 
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Abb. 5.1: Übersichtsschema der in der vorliegenden Arbeit charakterisierten primär 
und sekundär aktiven Ionen-Transport-Mechanismen am Tonoplasten aus Vakuo-
len von Z. mays L.-Koleoptil-Protoplasten. 
Abkürzungen: cADPR: zyklische ADP-Ribose, CAM: Calmodulin, FV: Fast-Vacuolar-
Kanal, InsP3: Inositol-1,4,5-triphosphat, Rya: Ryanodin, RuR: Ruthenium Rot, SV: Slow-
Vacuolar-Kanal. 
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Die Entstehung von zytosolischen Ca2+-“Spikes” am Chloroplasten konnte an der 

einzelligen Grünalge Eremosphaera viridis demonstriert werden, wobei eine Betei-

ligung anderer intrazellulärer Ca2+-Depots vermutet wird (BAUER et al. 1997). 

Zum Verständnis der Entstehung intrazellulärer Ca2+-Signale, der Bedeutung von 

intrazellulären Ca2+-Depots und zur Funktion verschiedener intrazellulärer second 

messenger (Ca2+, InsP3, cADPR) ist eine Betrachtung der “Signal”-Reichweite der 

verschiedenen second messenger notwendig. 

 

Ca2+-Diffusionskoeffizient und -Pufferkapazität 

Die Diffusion von Ca2+ ist im Zytoplasma gegenüber einer wäßrigen Lösung wesent-

lich verlangsamt. In verschiedenen tierischen Zellen wurden für Ca2+ Diffusions-

koeffizienten im Zytoplasma festgestellt, die 20 - 1000fach geringer als in Wasser 

waren (VON TSCHARNER et al. 1986, ALLBRITTON et al. 1992, CONNOR 1993). Die 

Verzögerung der Diffusion wird hierbei durch die Bindung von Ca2+ an zytoplasma-

tische Phosphatverbindungen wie ATP [200 µM - 2 mM] und PPi ([50 - 390 µM], 

EDWARDS et al. 1984, SMYTH & BLACK 1984), sowie Ca2+-bindende Proteine, wie 

Calmodulin verusacht. Für pflanzliche Zellen wurde die zytoplasmatische Kon-

zentration von Calmodulin auf ca. 5 - 20 µM abgeschätzt (LING & ASSMANN 1992, 

FISHER et al. 1996), die zytoplasmatische Gesamtkonzentration an Ca2+-bindenden 

Proteinbindungsstellen wurde hingegen in tierischen Zellen auf ca. 0,8 mM taxiert 

(VON TSCHARNER et al. 1986). Neben diesen mehr oder weniger passiven Diffu-

sionsbarrieren für Ca2+, trägt noch der aktive Transport von Ca2+ in die pflanzlichen 

Endoorganelle, durch die in dieser Arbeit vorgestellten primär aktiven Ca2+-

ATPasen und sekundär aktiven H+/Ca2+-Antiporter, maßgeblich zur Aufrechterhal-

tung einer submikromolaren zytosolischen Ca2+-Konzentration und eines niedrigen 

Ca2+-Diffusionskoeffizienten bei. Hierbei ist der Ca2+-Diffusionskoeffizient nicht als 

statischer Wert aufzufassen, da Veränderungen der Bindungsstrenge der 

zytoplasmatischen Ca2+-Proteinbindungsstellen sowie die Regulation der Aktivität 

der Ca2+-ATPasen (z. B. durch Calmodulin, ASKERLUND (1997)) diesen höchst 

dynamisch gestalten können. 

Nennenswert ist hierbei, daß der eben beschriebene niedrige zytoplasmatische 

Ca2+-Diffusionskoeffizient zum Verständnis der in pflanzlichen und tierischen Zellen 

beobachtbaren Phänome der Ca2+-Gradienten, -Wellen und -Oszillationen, bzw. 
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für die Funktion der “second-messenger”, wie InsP3 und cADPR beiträgt. 

ALLBRITTON et al. (1992) kalkulierten für eine punktförmige Freisetzung von InsP3 

([1,5 µM]), bei einer von der InsP3-Konzentration unabhängigen zytoplasmatischen 

Diffusionskonstante von 268 µm2.s-1, eine Diffusions-Reichweite von 24 µm.s-1. Hin-

gegen kalkulierten sie für eine punktförmige Freisetzung von Ca2+ ([5 µM]), bei einer 

von der Ca2+-Konzentration abhängigen zytoplasmatischen Diffusionskonstante 

von 13 µm2.s-1, eine Diffusions-Reichweite von 5 µm.s-1. Diese Abschätzung stimmt 

mit den bisher festgestellten Reichweiten von Ca2+ bei lokalen Ca2+-Freisetzungen 

gut überein (0,5 - 5 µM, BOOTHAM & BERRIDGE 1995). D. h. die relativ immobilen 

zytoplasmatischen Ca2+-Puffer begrenzen die punktförmige Ca2+-Freisetzung eines 

Ca2+-Kanals auf einen lokalen Bezirk, wenn dieses Ca2+-Signal nicht auf eine an-

dere Weise weitergeleitet wird. Andererseits eignet sich InsP3 mit einer kalkulierten 

Diffusions-Reichweite von 24 µm als globaler Informationsträger in Zellen. 

ALLBRITTON et al. (1992) führten auch Versuche zur zytoplasmatischen Ca2+-Puffer-

kapazität durch. Hierbei wurde festgestellt, daß die Applikation von 13 µM oder 100 

µM Ca2+ zu einem Anstieg der freien Ca2+-Konzentration von ca. 100 nM auf 1 µM 

oder 20 µM erfolgte. 

Unter Verwendung dieser Hintergrunddaten ergibt sich folgende Abschätzung für 

die  physiologische  Relevanz  des  Ca2+-Transports  durch  den  Tonoplasten  von  

Z. mays L. Bei einer abgeschätzten InsP3R-Dichte von einem InsP3R.7 µm-2 (s. Kap. 

5.2.2) und einer Leitfähigkeit von ca. 1 pA im Bereich der physiologischen Tono-

plastenpotentiale (s. Abb. 4.28B), ergibt sich für einen InsP3R eine Transportrate von 

ca. 3.106.m-2.s-1 Ca2+-Kationen pro 7 µm2 Tonoplastenoberfläche. Für eine Erhöhung 

der [Ca2+
zyt] von 100 nM auf 1 µM (durch Freisetzung von 13 µM Ca2+, s. o.) in einem 

Volumen von 7 µm3 müßte bei einer Transportrate von 3.106.m-2.s-1 Ca2+-Kationen der 

Ca2+-Kanal ca. 0,3 ms öffnen. Bei einer Volumenhöhe von 5 µM (35 µm3) würde die 

Erhöhung der [Ca2+
zyt] von 100 nM auf 1 µM eine Öffnung von 10 ms Dauer bean-

spruchen. Unter Verwendung einer 370fach geringeren Transportrate (Vakuolen-

suspension) ergeben sich Öffnungszeiten von 130 ms und 2,5 s. D. h. die mit der 

Vakuolensuspension erhaltenen Transportraten liegen an der Grenze der physiolo-

gischen Relevanz, da im physiologischen Bereich der Tonoplastenpotentiale die 

Offenzeiten des InsP3R weitgehend unter 50 ms lagen (Abb. 4.30A). 
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Da der Ca2+-Diffusionskoeffizient und die Ca2+-Pufferkapazität nicht als statische 

Werte aufzufassen sind, wurden Kalkulationen mit höheren Ca2+-Pufferkapazitäten 

vorgenommen. Bei einer 80fachen Erhöhung der Ca2+-Pufferkapazität (d. h. 1000 

µM Ca2+-Freisetzung resultieren in 1 µM freies zytosolisches Ca2+) würde eine 

Öffnungszeit von 30 ms (7 µm3) und 560 ms (35 µm3) benötigt. Eine 1000fache Er-

höhung der Ca2+-Pufferkapazität (d. h. 13000 µM Ca2+-Freisetzung resultieren in 1 

µM freies zytosolisches Ca2+) bedarf hingegen einer Offenzeit von 360 ms (7 µm3) 

und 7,2 s (35 µm3). Somit wären auch hier die Grenzen der physiologischen Rele-

vanz für die mit der Patch-Clamp-Technik erhaltenen Transportraten erreicht. Dies 

aber nur unter dem Vorbehalt, daß kein lokal gehäuftes Auftreten des InsP3R vor-

liegt. 

Die Abschätzungen zeigen somit, daß der InsP3-aktivierbare Ca2+-Strom durch den 

Tonoplasten von Z. mays L. zur Generierung eines zytoplasmatischen Ca2+-Signals 

geeignet ist. Ähnliche Abschätzungen ergeben sich für den Ryanodin-

aktivierbaren Ca2+-Strom. Da die mit der Vakuolensuspension gemessenen 

Transportraten für die Ca2+-ATPase, InsP3R und RyR gerade im untersten Bereich der 

physiologischen Relevanz liegen, ist anzunehmen, daß präparations- oder 

systembedingte Schädigungen der Ca2+-Transporter vorliegen. Jedoch zeigte 

auch der Einsatz von Protease-Inhibitoren keine Steigerung der Transportraten. 

 

Aspekte zur räumlichen Organisation der Ca2+-Transporter 

Grundlegender Unterschied bei der Verteilung von RyR und InsP3R zwischen tieri-

schen und pflanzlichen Zellen ist die räumliche Verteilung der Rezeptoren durch das 

Vorkommen der RyR und InsP3R im pflanzlichen Tonoplasten. Dies ist bemerkenswert, 

da bei der Forschung an tierischen Zellen sich mittlerweile die Meinung durchgesetzt 

hat, daß in verschiedenen Systemen die Merkmale der komplexen Ca2+-Wellen und  

 -Oszillationen letztendlich nicht durch Zufall, sondern durch die Proportionen der 

Verteilung der Ca2+-Transporter innerhalb einer individuellen Zelle entstehen, wel-

ches “Ca2+-Fingerabdruck” benannt wurde (PRENTKI et al. 1988). Daß im Grunde 

genommen die räumliche Organisation der Ca2+-Transporter die Antwortcharak-

teristik bestimmen kann, beinhaltet die oben angesprochene Limitation der Ca2+-, 

RyR-Agonisten- und InsP3-Diffusion im Zytoplasma. Die limitierte Reichweite der 

Ca2+-, RyR-Agonisten- und InsP3-Diffusion bedingt eine strategische Verteilung von 
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intrazellulären Ca2+-Depots innerhalb der Zellregionen, wo eine Ca2+-Freisetzung 

benötigt wird (THOMAS et al. 1996). Eine strategische Verteilung von Ca2+-Depots ist 

auch dann notwendig, wenn eine diffusionsunabhängige Form der Ca2+-Weiterlei-

tung, wie die sogenannte Ca2+-induzierte Ca2+-Freisetzung an Vakuolen ange-

nommen wird (WARD et al. 1995). 

 

InsP3R und RyR als Entstehungsorte komplexer Ca2+-Signale 

Als kleinste Elementar-Einheit der zytosolischen Ca2+-Freisetzung wird das Öffnen 

eines individuellen Ca2+-permeablen Ionenkanals betrachtet, wobei aufgrund der 

freigesetzten, “gequantelten” Ca2+-Menge bei tierischen Zellen zwischen RyR (sog. 

“quarks”) und InsP3R (sog. “blibs”) unterschieden wurde (BOOTMAN & BERRIDGE 

1995, CLAPHAM 1995, BERRIDGE 1997). Diese scheinen in tierischen Zellen in lokalen 

Kanal-verbänden als nächsthöhere Organisationstufe vereinigt zu sein, die 

wiederum eine “gequantelte” Ca2+-Menge (sog. “puffs”) freisetzen können. Solche 

intrazellulären, lokal begrenzten Orte der Ca2+-Freisetzung wurden auch in 

Pollenschläuchen, Protoplasten und Schließzellen bei Aufnahmen mit Ca2+-

sensitiven Fluoreszenzfarbstoffen vorgefunden, und könnten das pflanzliche 

Pendant der oben aufgeführten tierischen Strukturen sein (GILROY et al. 1991; 

SHACKLOCK et al. 1992; MALHÓ et al. 1994, 1995). Die elementaren Einheiten für 

agonistenabhängige Ca2+-Freisetzung in tierischen Zellen werden als 

Initiationspunkte bei der Entstehung von zytoplasmatischen Ca2+-Wellen angesehen 

(s. u.), wobei diese abhängig vom Zelltyp aus RyR oder InsP3R bestehen können 

(BOOTMAN & BERRIDGE 1995). Hierbei konnte an Oozyten von Xenopus laevis 

festgestellt werden, daß niedrige zytoplasmatische InsP3-Dosen die keine Ca2+-

Wellen generieren, dosisabhängig die Frequenz der Ca2+-“Puffs” regulieren 

(THOMAS et al. 1996). Solch kleine Fluktuationen von [Ca2+
zyt] in der Nähe der 

“Ruhekonzentration” von [Ca2+
zyt] scheinen hierbei nicht einfach ein “weißes 

Rauschen” ohne Informationsinhalt darzustellen, sondern können für biologische 

Systeme mittels des Prinzips der stochastischen Resonanz Information beinhalten 

(BEZRUKOV & VODYANOY 1995). 
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Neben den oben schon erwähnten lokal begrenzten Ca2+-Freisetzungen wurden in 

pflanzlichen Zellen Ca2+-“Spikes”, Ca2+-Wellen und Ca2+-Oszillationen beobachtet 

(KNIGHT et al. 1991, MALHÓ & TREWAVAS 1996, FELLE 1988a). 

Ca2+-“Spikes”, d. h. vorübergehende lokale Erhöhungen von [Ca2+
zyt], konnten in 

transgenischen Tabakkeimlingen durch verschiedenste externe Stimuli (Licht, Tem-

peratur u. a.) ausgelöst werden (KNIGHT et al. 1991, MALHÓ et al. 1998). Hierbei 

zeigte jeder externe Stimulus ein spezifisches Muster des Ca2+-“Spikes” hinsichtlich 

der Zeit bis zum Anstieg der Ca2+-Konzentration, der Dauer bis zum Erreichen der 

maximalen Ca2+-Konzentration, der Amplitude und der Dauer der Abklingzeit. Be-

merkenswert ist hierbei, daß in individuellen tierischen Zellen verschiedene Ca2+-

Kanal-Agonisten zur charakteristischen Veränderung des Musters der Ca2+-“Spikes”, 

insbesondere der Abklingzeit, führen können (ROONEY et al. 1989, PETERSEN et al. 

1991). Durch das Vorkommen von RyR und InsP3R im Tonoplasten scheint die Va-

kuole auch zur Generierung solcher Signale geeignet. Die Verdoppelung des InsP3-

induzierbaren Ca2+-Flusses in Gegenwart von Ryanodin (Abb. 4.9B (o)) weist darauf 

hin, daß die Vakuole durch die differenzierte Aktivierung beider Rezeptorsysteme ein 

beträchtliches Potential zur Variation von Ca2+-Signalen besitzt. 

Diese spezifischen Muster eines Ca2+-Signals scheinen hierbei grundlegende Infor-

mationselemente der Ca2+-abhängigen Signaltransduktion zu sein. DOLMETSCH et 

al. (1997) konnten anhand der Proteintranslokation, Proteinphosphorylation und 

Genexpression verschiedener Transkriptionsfaktoren in B-Lymphozyten zeigen, daß 

die Amplitude und Dauer eines Ca2+-Signals, aufgrund differenzierter Ca2+-Sensitivi-

tät und kinetischen Verhaltens, zu einer unterschiedlichen Aktivierung verschiede-

ner physiologischer Prozesse führen kann. Somit scheinen bei der Ca2+-abhängigen 

Signaltransduktion Amplituden- und Frequenzmodulation des zytoplasmatischen 

Ca2+-Signals eine wichtige Rolle bei der zellulären “Informationsverarbeitung” zu 

spielen (BERRIDGE 1997, ITO et al. 1997). Eine Frequenzmodulation des zytoplasma-

tischen Ca2+-Signals konnten MCAINSH et al. (1995) durch Veränderung der exter-

nen Ca2+-Konzentration an Schließzellen von C. communis zeigen. Die Dekodierung 

frequenzmodulierter Ca2+-Signale scheint hierbei durch die frequenzabhängige 

Aktivierung Ca2+- und Calmodulin-abhängiger Proteinkinasen möglich zu sein 

(BRAUN & SCHULMAN 1995, DE KONINCK & SCHULMAN 1998). 
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Neben diesen einfachen lokalen Erhöhungen von [Ca2+
zyt] stellt sich die Frage nach 

dem Entstehungs-Mechanismus der in Maiskoleoptilen vorgefundenen zytoplasma-

tischen Ca2+-Oszillationen und der Einbindung der Vakuole in diese. Kann die Va-

kuole als Initiator von komplexen Ca2+-Signalen fungieren? Nehmen wir als Gedan-

kenbeispiel die Reaktion von Auxin auf die Koleoptile von Z. mays L. (FELLE 1988a) 

und setzen einfach voraus, daß Auxin nach Bindung an einem Oberflächenrezep-

tor zur vermuteten Freisetzung von InsP3 durch Phospholipase C in Maiskoleoptilen 

führt (POLEVOI et al. 1996). 

 

Ist das Plasmalemma-Signal der InsP3-abhängigen Signaltransduktionskette klein, 

werden nur geringe Konzentrationen an InsP3 gebildet. InsP3 kann nun als “globa-

ler” Informationsbote durch das Zytoplasma diffundieren, wobei jedoch nur wenige 

InsP3R aktiviert werden, was vermutlich zur oben beschriebenen lokal begrenzten 

“gequantelten” Ca2+-Freisetzung führen würde. Die Generation von intrazellulären 

Ca2+-Wellen oder -Oszillationen aus Endoorganellen, mit InsP3R als Initiationspunkt 

kann nach dem “one-pool”-Modell (LECHLEITER & CLAPHAM 1992, DELISLE & WELSH 

1992) folgendermaßen begründet werden. Durch die glocken-förmige [Ca2+
zyt]-

Abhängigkeit des InsP3R, mit einer Aktivation im niedrigen [Ca2+
zyt]-Bereich und einer 

Inhibition im hohen [Ca2+
zyt]-Bereich (Abb. 4.9A (!)) könnte der InsP3R als 

selbstregulierter, InsP3-abhängiger Ca2+-induzierter Ca2+-Freisetzungs-Kanal funk-

tionieren. In der Gegenwart einer konstant niedrigen InsP3-Konzentration würde der 

InsP3R mit einer langsamen Rate Ca2+ freisetzen, bis die lokale [Ca2+
zyt] einen Punkt er-

reicht, wo die InsP3R-Sensibilisierung zu greifen beginnt. Dieser Punkt könnte aber 

auch durch eine höhere zytoplasmatische InsP3-Konzentration und eine damit 

verbundene vermehrte Ca2+-Freisetzung, sowie durch eine Erhöhung von [Ca2+
zyt] 

durch plasmalemmaständige Ca2+-Kanäle erreicht werden. An diesem Punkt führt 

der positive Rückkopplungseffekt des freigesetzten Ca2+ am InsP3R zu einer 

beschleunigten Ca2+-Freisetzung, die ein Ca2+-“Spike” zum Resultat haben könnte. 

Das extern appliziertes Auxin zu einem Ca2+-“Spike” führen kann, zeigen Messungen 

an transgenischen Tabak (MALHÓ et al. 1998). Daß FELLE (1988a) mittels Ca2+-

selektiven Mikroelektroden an Z. mays L.-Koleoptilen keine Ca2+-“Spikes” 

beobachten konnte, mag eventuell an der zu geringen zeitlichen Auflösung und 

Sensitivität der Mikroelektroden gegenüber hoch auflösenden Messungen mit Ca2+-
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sensitiven Fluoreszenzfarbstoffen liegen (BAUER et al. 1997, SCHÖNKNECHT et al. 

1998). Die lokale Diffusion des freigesetzten Ca2+ kann nun wiederum andere nahe 

gelegene InsP3R sensibilisieren und zum gleichen autokatalytischen Prozeß der 

Ca2+-Freisetzung führen. In dieser Weise könnte durch die räumliche Verteilung der 

InsP3R eine zytoplasmatische Ca2+-Welle über dem Tonoplasten durch InsP3-

abhängige Ca2+-induzierte Ca2+-Freisetzung entstehen. Hierbei können bei einer 

konstanten InsP3-Konzentration durch negative Rückkopplung des InsP3R durch 

[Ca2+
zyt], bzw. durch die eigene Inaktivierung des InsP3R auch Oszillationen von 

[Ca2+
zyt] erklärt werden (HAJNÓCZKY & THOMAS 1994, 1997).  

Wegen der pH-Abhängigkeit der InsP3-Bindung am InsP3R (WORLEY et al. 1987, 

BROSNAN & SANDERS 1993) ist auch an eine mögliche Interaktion mit zytosolischen 

pH-Oszillationen zu denken, die in Z. mays L. nach Auxineinwirkung beobachtet 

wurden (FELLE et al. 1986, 1992; FELLE 1988a). Unter Berücksichtigung der tono-

plastenständigen Ca2+-ATPasen und deren Steuerung durch Calmodulin, ergibt 

sich mit den tonoplastenständigen Ca2+-Kanälen ein weiteres oszillationsfähiges 

System. Hiebei führt Ca2+-Freisetzung durch Ca2+-Kanäle zur einer Aktivierung der 

Ca2+-ATPasen, die nun wiederum das freigesetzte Ca2+ verstärkt in den Tonoplasten 

transportieren. Wird die Öffnungswahrscheinlichkeit der Ca2+-Kanäle durch den 

ansteigenden transmembranen Ca2+-Gradienten positiv rückgekoppelt, wie es am 

ER-Ca2+-Kanal von B. dioica Jacq. demonstriert wurde (KLÜSENER et al. 1995), er-

gibt sich ein oszillationsfähiges System. Gerade ein solcher oszillierender Mem-

brankreislauf könnte für tonoplastengebundene Ca2+-sensitive Proteine ein Signal 

darstellen (RASMUSSEN 1989). 
 

Interaktion von InsP3R und RyR mit weiteren Ca2+-permeablen Ionenkanälen? 

Eine Ca2+-Freisetzung aus der Vakuole mit InsP3R und RyR als Entstehungspunkt ist 

auch durch die direkte und indirekte Aktivierung anderer tonoplastenständiger 

Ionenkanäle denkbar. 

Die Aktivierung des InsP3R und RyR könnte aufgrund des Ca2+-Ausstroms zu einer 

Depolarisation des Tonoplastenpotentials führen. Im Falle des RyR, der eine wesent-

lich geringere Selektivität für Ca2+ gegenüber K+ hat, würde sich jedoch das Tono-

plastenpotential mehr in Richtung EK+ bewegen. Durch die Depolarisation des To-

noplastenpotentials könnten nun spannungsabhängige Ca2+-Kanäle geöffnet wer-
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den, die eine Ca2+-Freisetzung aus der Vakuole erlauben. JOHANNES et al. (1992) 

konnten an tonoplastenangereicherten Vesikeln aus B. vulgaris L. nach künstlich 

eingeleiteter Depolarisation eine Ca2+-Freisetzung durch spannungsabhängige 

Ca2+-Kanäle demonstrieren. 

Weiterhin ist an eine Ca2+-induzierte Ca2+-Freisetzung durch den SV-Kanal, bzw. de-

polarisationsinduzierte Ca2+-Freisetzung durch den FV-Kanal zu denken (s. Kap. 

5.2.3). Beide Ionenkanaltypen sind im Tonoplasten von Z. mays L. vorhanden, be-

sitzen unter den in dieser Arbeit vorgegebenen Bedingungen eine Permeabilität für 

Ca2+ und werden durch positive Tonoplastenpotentiale aktiviert. Durch die gegen-

über InsP3R wesentlich höhere Kanaldichte von mind. einen FV- oder SV-Kanal.µm-2 

(TIKHONOVA et al. 1997, POTTOSIN et al. 1997) könnten diese Kationenkanäle, auch 

bei einer unter physiologischen Bedingungen scheinbar zu vernachlässigenden 

Ca2+-Transportrate in das Zytoplasma (POTTOSIN et al. 1997), bei der Generierung 

von Ca2+-Wellen, z. B. durch Sensibilisierung von RyR und InsP3R, eine wichtige Rolle 

spielen. 

 

Die pflanzliche Vakuole scheint somit ein wichtiger Bestandteil der zytoplasmati-

schen Ca2+-Regulation und zellulären Signalübertragung zu sein. Obwohl der To-

noplast mit InsP3R und RyR, Ca2+-ATPasen und H+/Ca2+-Antiporter im Prinzip zur Erzeu-

gung komplexer zytoplasmatischer Ca2+-Signale befähigt ist, kann der Tonoplast 

aber nur als ein Glied in der Kette der zytoplasmatischen Ca2+-Regulation und zel-

lulären Signalübertragung betrachtet werden. So zeigten BAUER et al. (1997), daß 

der RyR-Agonist Koffein in E. viridis repetetive Ca2+-“Spikes” aus intrazellulären De-

pots generiert, diese Ca2+-“Spikes” vermutlich aber wiederum abhängig von der 

Aktivität plasmalemmaständiger Ca2+-Kanäle sind. Allerdings scheinen nicht nur 

intra- und extrazelluläre Ca2+-Depots einer einzigen Zelle, sondern verschiedene 

pflanzliche Zellen miteinander “kommunizieren” zu können (ROBARDS & LUCAS 

1990, TUCKER & BOSS 1996, STAEHELIN 1997). 

 
Aussicht 

Mit den hier vorgelegten Resultaten des Ca2+-Transports durch  den  Tonoplasten  

von Z. mays L. sind die bisher bekannten Transportmechanismen für Ca2+ an der 

pflanz-lichen Vakuole aufgezeigt worden. Sie weisen darauf hin, daß mit der 
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isolierten Vakuole von Z. mays L. in einem zellfreien System weitere Untersuchungen 

zum Ca2+-Transport möglich sind. 

 

 

Für die weitere grundlegende Erforschung  des  InsP3R  und  RyR  im  Tonoplasten  von 

Z. mays L. bietet sich natürlich die Patch-Clamp-Technik an. Hier ist u. a. an das Öff-

nungsverhalten der Ca2+-Kanäle gegenüber physiologischer K+-Gradienten, [Ca2+
zyt]-

Regulierung, pHzyt-Regulierung und Dosis-Wirkungskurven der Agonisten zu denken. 

Um diese Messungen im wv-Modus bei physiologischen [Ca2+
zyt] zu erleichtern, sollte 

jedoch ein “spezifischer” Inhibitor des FV-Kanals gefunden werden. Weiterhin ist an 

die Regulierung des InsP3R durch Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinasen, ATP u. 

a. zu denken (FERRIS et al. 1990, 1991). Ähnliches gilt für die Regulation des RyR 

(MEISSNER 1994). 

Für Messungen des Ca2+-Transports in die Vakuole via Ca2+-ATPase scheint jedoch 

die Patch-Clamp nicht geeignet zu sein. Die hier und in anderen Arbeiten mit 

Vakuolen-suspensionen gemessenen Flußraten des Ca2+-Transports durch den 

Tonoplasten er-geben einen Strom, der im Bereich von einem pA pro Vakuole liegt. 

Dies ist im wv-Modus nicht auflösbar. Der scheinbar limitierte Ca2+-Transport der 

Vakuolensuspension (s. o.) könnte jedoch mittels neuer Meßmethoden, die 

Messungen an Einzel-Vakuolen erlauben, optimiert werden. Die Freisetzung von 

einzelnen Vakuolen mittels EDTA befüllten Mikropipetten erlaubt hierbei eine 

wesentlich schonendere und schnellere Präparation der Vakuolen. Für Messungen 

des Ca2+-Transports in die Vakuole bzw. agonistenabhängige Ca2+-Freisetzung, sei 

unter elektrophysiologischen Gesichtspunkten die “microelectrode ion-flux 

estimation”-Technik erwähnt (NEWMAN et al. 1987), die schon bei Messungen zum 

H+- und Ca2+-Transport durch das Plasmalemma  von Z. mays L.-Protoplasten 

erfolgreich angewand wurde (SHABALA et al. 1998). Gegenüber Messungen mit 

tonoplastenangereicherten Vesikeln erscheint hier die Aufrechterhaltung der 

natürlichen Membrantopologie des Tonoplasten von großem Wert. 

Die Verwendung immunozytochemischer und fluoreszenzoptischer Methoden 

könnte auch wertvoll zur Etablierung des zellfreien Systems Vakuole sein. So würde 

die Verwendung von Antikörper-gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffen zur Darstellung 

der räumlichen Verteilung von RyR, InsP3R und Ca2+-ATPasen am Tonoplasten beitra-

gen (THEODOULOU et al. 1994). In gleicher Weise könnte durch die verbesserten Dar-
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stellungsmöglichkeiten der digitalen, bildgebenden Fluoreszenzmikroskopie, mittels 

neuer Ca2+-Fluoreszenzfarbstoffe und Mn2+-“Quenching” die Rolle und das Vorkom-

men von RyR, InsP3R und Ca2+-ATPasen am Tonoplasten der pflanzlichen Zelle aufge-

klärt werden. Gerade hier böte sich die Möglichkeit des Vergleiches zwischen in vitro 

Untersuchungen an der Vakuole, und in vivo Untersuchungen am Protoplasten bzw. 

an der ganzen Koleoptile an (GEHRING et al. 1990a, b; HAJNÓCZKY & THOMAS 1997). 
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6. Zusammenfassung 
 

An isolierten Einzel-Vakuolen und Vakuolensuspensionen aus Z. mays L.-Koleoptilen 

konnte erstmals gleichzeitig an einem Objekt mittels Patch-Clamp-Technik (Ganz-

vakuolenableitung: wv-Konfiguration, Einzelkanalanalyse: co-und ci-Konfiguration), 

extravakuolärer Ca2+-Bestimmung (Ca2+-selektive Mini-Elektroden) und 

intravakuolärer pH-Bestimmung (Acridinorangeabsorption) direkte Nachweise zum 

Ca2+-Transport in die Vakuole (Ca2+-ATPase und H+/Ca2+-Antiporter), sowie zur Ca2+-

Freisetzung aus der Vakuole (InsP3-Rezeptor-Kanal-Komplex (InsP3R) und Ryanodin-

Rezeptor-Kanal-Komplex (RyR)) erbracht werden. 

 

Ι. Ca2+-Transport in die Vakuole durch primär aktive Ca2+-ATPase und sekundär 

aktiven H+/Ca2+-Antiporter: 

Mit Vakuolensuspensionen wurden Versuche zur Aktivität der zur Energetisierung des 

sekundär aktiven H+/Ca2+-Antiporters verantwortlichen Protonenpumpen, der 

vakuo-lären H+-ATPase (v-H+-ATPase) und Pyrophosphatase (PPase), durchgeführt. 

Die Vakuolen von Z. mays L. wiesen nach der Präparation zum Versuchsmedium 

einen pH-Gradienten von 1,5 Einheiten auf. Die Aktivität der v-H+-ATPase und PPase 

resultierte in einer weiteren Absenkung des vakuolären pH um 0,9 Einheiten auf pH 

4,8 ± 0,2 in einem Zeitraum von 30 min bzw. 4 - 6 h. Die halbmaximale Aktivierung der 

Protonentranslokation der v-H+-ATPase durch ATP wurde auf 125 µM bestimmt. Die 

halbmaximale Inhibition der Protonentranslokation der v-H+-ATPase durch 

Bafilomycin wurde auf 120 pM bestimmt. 

An Vakuolensuspensionen konnte ein ATP-abhängiger Ca2+-Transport in die Vakuole 

beobachtet werden, der durch Bafilomycin nicht hemmbar war. Der ATP-abhängige 

Ca2+-Fluß hatte eine maximale Transportrate von 152 pmol.m-2.s-1. 

Die Auswirkung von 10 µM bis 1 mM Ca2+ auf den im Gleichgewicht befindlichen Pro-

tonengradienten zeigte einen partiellen, konzentrationsabhängigen Abbau 

desselben. Die Ergebnisse sprechen für die Existenz einer tonoplastenständigen Ca2+-

ATPase und H+/Ca2+-Antiporters. 
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ΙΙ . Ca2+-Freisetzung aus der Vakuole durch InsP3R und RyR: 

Vakuolensuspensionen von Z. mays L. reagierten auf den Zusatz von Inositol-1,4,5-

triphosphat (InsP3) und Ryanodin mit einer von [Ca2+
zyt] abhängigen Ca2+-

Freisetzung. 

Der InsP3-aktivierbare Ca2+-Fluß hatte eine Transportrate von 124 pmol.m-2.s-1 und war 

in Gegenwart von Ryanodin auf 279 pmol.m-2.s-1 steigerbar. 

Mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik konnte in der wv-Konfiguration und Einzelkanal-

analysen (co- und ci-Konfiguration) nachgewiesen werden, daß die durch InsP3 

induzierte Ca2+-Freisetzung der Vakuolensuspension von einem InsP3-aktivierbaren 

und hochselektiven Ca2+-Kanal (InsP3R) mit 12 pS Leitfähigkeit verursacht wurde. Die 

InsP3R-Dichte wurde zu 1 InsP3R.7 µm-2, bei einer Transportrate von 103 nmol.m-2.s-1 

be-stimmt. Der InsP3R hatte die relative Selektivitätsreihe von PCa2+: PSr2+: PBa2+: PMg2+: 

PK+ = 105 - 139 : 18 : 8 : 1,7 : 1. Die Leitfähigkeitsreihe des InsP3R war ([50 mM X2+] auf 

der vakuolären Seite): Ba2+> Sr2+ > Mg2+ ≈ Ca2+ = 21,1 : 17 : 15,5 : 12 pS. Dies spricht für 

eine voneinander abhängige Permeation divalenter Kationen durch die 

Kanalpore. 

Der InsP3R war durch La3+ (halbmaximale Inhibition 8 µM), 100 µM Gd3+ und 1 mM Zn2+ 

auf der vakuolären Seite reversibel hemmbar. 

 

Der Ryanodin-aktivierbare Ca2+-Fluß durch den Tonoplasten hatte eine Transportrate 

von 147 pmol.m-2.s-1 und war in Gegenwart von InsP3 auf 199 pmol.m-2.s-1 steigerbar. 

Durch Analysen in der wv- und co-Konfiguration konnte nachgewiesen werden, 

daß die durch Ryanodin induzierte Ca2+-Freisetzung der Vakuolensuspension von ei-

nem tonoplastenständigen, Ryanodin-aktivierbaren Ca2+-Kanal (RyR) mit 122 pS Leit-

fähigkeit verursacht wurde. Der RyR hatte die relative Permeabilität von PCa2+:PK+= 

0,8:1. Der RyR war durch 1 µM zyklische Adenosin-Diphosphat-Ribose aktivierbar und 

durch 1 - 100 µM Ruthenium Rot hemmbar.  

Eine Abschätzung der gemessenen Agonisten-induzierten Ca2+-Transportraten 

ergab, unter Berücksichtigung der zytoplasmatischen Ca2+-Diffusionskonstante und -

Pufferkapazität, daß InsP3R und RyR ein Potential zur Generierung zytoplasmatischer 

Ca2+-Signale besitzen. 
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ΙΙΙ . Am Tonoplasten aus Z. mays L. Koleoptil-Protoplasten konnten drei weitere 

Kationenkanäle nachgewiesen werden: 

1. In der wv-, co- und ci-Konfiguration konnte ein spannungsabhängiger Kationen-

kanal vom Fast-Vacuolar-Typ (FV) mit einer Leitfähigkeit von 19 pS nachgewiesen 

werden. Der FV-Kanal hatte die relativen Permeabilitäten von PK+:PCa2+:PNa+:PRb+:PCl- = 

1:0,8:1,7:1,4:0,16. Bei einer normalen zytosolischen Ca2+-Konzentration besitzt der FV-

Kanal ein Potential zur Einregulierung der zytoplasmatischen K+-Homöostase. 

2. In der ci-Konfiguration konnte ein spannungsabhängiger Kationenkanal vom 

Slow-Vacuolar-Typ (SV) mit einer Leitfähigkeit von 37 pS nachgewiesen werden. Der 

SV-Kanal hatte die relativen Permeabilitäten von PK+:PCa2+:PNa+:PRb+:PCl- = 

1:0,7:1:1,3:0,14. 

3. In der ci-Konfiguration konnte ein spannungunabhängiger Kationenkanal mit 

einer Leitfähigkeit von 7 pS nachgewiesen werden. Der Kationenkanal hatte die 

relativen Permeabilitäten von PK+:PCa2+:PNa+:PRb+:PCl- = 1 : 0,5 : 0,9 : 0,4 : 0,4. 
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