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Einleitung

1. Einleitung

Die Koleoptile ist ein spezifisches Organ der Pflanzenfamilie der StiRgraser (Poaceae).
Schon im ungekeimten Getreidekorn ist sie nachweisbar und bildet eine
zylindrische, oben stumpfe, geschlossene R6hre (Keimscheide) in der das Primar-
blatt und die Plumula véllig eingeschlossen und geschitzt ruhen. Bei einsetzender
Keimung ereignen sich in der Koleoptile zunachst zahlreiche Zellteilungen. Dadurch
schiebt sie sich aus dem gequollenen und aufgeplatzten Getreidekorn heraus.
Sobald sie eine Lange von ca. 0,5 cm erreicht hat, nimmt die Anzahl der
Zellteilungen betrachtlich ab. Zu diesem Zeitpunkt beginnt das augenfalligste
Langenwachstum 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 Langsrichtung des Organs zu strecken. Diese Zellstreckung nimmt am unteren
Ende der Koleoptile ihren Anfang und schreitet nach oben fort, bis die Koleoptile
eine Lange 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, [INO
1990).

Die pflanzliche Vakuole, die bis zu 90 % des Zellvolumens einnehmen kann, ist fur
das turgorgetriebene Zellstreckungswachstum durch eine ca. hundertfach hohere
H.O-Permeabilitdt des Tonoplasten gegeniiber dem Plasmalemma als einer der
Schlusselregulatoren anzusehen (MAUREL 1997, CHAUMONT et al. 1998). Die
gegenuber dem Plasmalemma quasi nicht limitierte Fahigkeit zum H:0-Transport
durch den Tonoplasten ermoglicht es der pflanzlichen Zelle, das vakuolare Lumen
effizient zur Pufferung osmotischer Schwankungen im Zytosol einzusetzen. Nach-
haltige Verdnderungen der osmotischen Konsistenz der Koleoptile von Z. mays L.
treten bei lichtinduzierter Wachstumsinhibition und Wachstumsforderung durch
Pflanzenwuchstoffe auf. So fuhrt lichtinduzierte Wachstumsinhibition zu einer Ab-
nahme der osmotisch wirksamen Teilchen in der Maiskoleoptile (KUTSCHERA &
FROHLICH 1992; PARVEZ et al. 1994, 1996). Hingegen fiihrt die durch den Pflanzen-

wuchstoff Indol-3-Essigsaure induzierte Wachstumsforderung der Maiskoleoptile zu
einer Aufnahme von osmotisch wirksamen K*- und Cl-lonen (HASCHKE & LUTTGE
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1973, 1975; RUBINSTEIN & LIGHT 1973), wobei die Netto-Aufname von K* der Ge-
websstreckung entspricht. Die mit der Aufnahme von lonen verbundene Wasser-
aufnahme, der Anstieg des Turgors, die VolumenvergroRerung und die damit ver-
bundene Zellstreckung kénnen hierbei nur durch die Koordination der lonentrans-
portsysteme durch das Plasmalemma und den Tonoplasten der Vakuole

verstanden werden.

Neben diesen fur 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 konnen. Neben der Zwischenspeicherung
wiederver-wertbarer Stoffe dient die Vakuole als Depot fur nicht mehr bendtigte
Stoffwechsel-produkte sowie fur Xenobiotica. Einem Teil dieser Verbindungen kommt

eine wichtige Bedeutung als Allelochemikalien bei Schutz und Abwehrreaktionen zu.

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

durch die Aktivitat zweier tonoplastenstandiger Protonenpumpen, der protonen-

translozierenden vakuolaren Adenosin-5-triphosphatase (v-H*-ATPase) und Pyro-

phosphatase (PPase), generiert. SO werden sog. sekundar aktive Transportsysteme

(H*/Antiporter) fur Kationen wie Ca®", Mg* und Na* oder fiur Stoffwechselmeta-
boliten wie Glukose und Aminosauren ermdglicht, die den transmembranen
Protonengradienten Uber 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 Ca*-
Homoostase und in die Regulation des zytoplasmatischen pH mit einbezogen

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

Zytosolisches Ca”" ist seit langem als ein wichtiger Schlusselregulator des zellularen

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

denste externe Faktoren die zytosolische Ca?'-Homoostase. So fithren Indol-3-

Essigsaure (FELLE 1988a), Abzissinsaure (GEHRING et al. 1990b) und gravitropische
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Stimuli (GEHRING et al. 1990a) zu einem Anstieg der zytosolischen Ca®*-Konzen-
tration. Auch seitlich appliziertes Licht (GEHRING et al. 1990a) fuhrt auf der
Schattenseite zu einem Ca?*-Anstieg in Epidermis und Kortex.

Setzt man voraus, dal im phosphatgepufferten Zytoplasma die Konzentration von
freiem Ca”" auf ein niedriges Niveau einreguliert wird, kann die Zelle einen Anstieg
der zytoplasmatischen Ca?'-Konzentration als Signal erkennen. Eine niedrige zyto-
plasmatische Ca**-Konzentration wird durch primér und sekundér aktive Transport-
prozesse, die Ca®" in den extrazytosolischen Raum (Apoplast, Vakuole, Endoplas-
matisches Retikulum, Golgi, Mitochondrium, Plastiden) transportieren, ermdglicht.
Somit kann in diesen extrazytosolischen Kompartimenten ein steiler Ca®*-Konzen-
trationsgradient gegenuber dem Zytoplasma generiert werden. Insbesondere das
Endoplasmatische Retikulum und die Vakuole schaffen die Voraussetzung, der
pflanzlichen Zelle einen standig verfiigbaren intrazellularen Ca?*-Speicher zu ga-
rantieren. Innerhalb dieser intrazellularen Kompartimente kann, in Verbindung mit
Ca*-bindenden Proteinen und Ca2+-AnionenkompIexen, die Konzentration an
freien Ca?' relativ konstant gehalten werden. Die pflanzliche Zelle wird somit
gegeniiber Konzentrationsschwankungen des freien Ca* im das Plasmalemma
umgebenden Apoplasten unempfindlicher. Durch eine leichte Erh6hung der
Membranpermeabilitdat oben genannter Kompartimente kann die zytoplasma-
tische Ca*-Konzentration angehoben werden und Ca?*-bindende Proteine, Ca*-
aktivierbare Proteinkinasen, Phosphatasen, lonenkanale sowie die Exozytose
regulieren (HETHERINGTON & TREWAVAS 1984, LUAN et al. 1993, THIEL et al. 1994,
KETCHUM & POOLE 1991).

Eine Erh6hung der Membranpermeabilitat fir Ca®* kann durch die Aktivierung von

agonistenabhangigen Ca®-Kanalen erfolgen. Als Agonisten gelten hierbei
sogenannte ,second messenger* wie Inositol-1,4,5-triphosphat oder zyklische
Adenosin-Diphosphat-Ribose. Agonisten kdnnen durch die Aktivierung tonoplasten-
standiger Ca*-Kanale eine kurzfristige Erhdhung der zytoplasmatischen Ca*-
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 kdnnte hierbei in der Koleoptile von Z. mays L. eine

Rolle spielen, da eine Aktivierung des Phosphoinositid-Metabolismus durch Indol-3-
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Essigsaure, Phytochrom und osmotischen Strel 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 Zelsetzung der vorliegenden Arbeit ist es, die Aktivitat der tono-
plastenstandigen Ca*'-Transporter in der Koleoptile von Z. mays L. bei der zyto-
solischen Ca*-Homéostase und Ca?*-abhangigen Signaltransduktion zu unter-
suchen. Mit Hilfe von Ca?"-selektiven Mini-Elektroden wird dazu der Ca*-Transport
durch den Tonoplasten in die Vakuole untersucht. Um zwischen priméar und
sekundéar aktiven Transportprozessen unterscheiden zu kdnnen, wird die Aktivitat
der tonoplastenstandigen Protonenpumpen, das Ausmal des von ihnen ge-
nerierten pH-Gradienten sowie der EinfluR von Ca*" auf diesen ermittelt.

Die Frage nach der Beteiligung der Vakuole bei der Ca*-abhangigen zellularen
Signaltransduktion wird anhand der Reaktion des Ca?'-Transports durch den Tono-
plasten aus der Koleoptile von Z. mays L. auf die Ca*-Kanal-Agonisten Inositol-
1,4,5-triphosphat, Ryanodin und zyklische Adenosin-Diphosphat-Ribose diskutiert.
Mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik erfolgt eine abschlielende Identifikation und
Charakterisierung der durch Ca?*-Kanal-Agonisten aktivierbaren lonenkanéle im
Tonoplasten von Z. mays L. Koleoptilzellen.

Schliellich wird die vermutliche Rolle der vorgefundenden tonoplastenstandigen
Ca®**-Transporter bei der Generierung von zytoplasmatischen Ca**-Signalen in der

pflanzlichen Zelle diskutiert.



Abkirzungen, Symbole & Definitionen

2. Abkurzungen, Symbole & Definitionen

A Ampére, Einheit der elektrischen Stromstarke

AO Acridinorange, ungeladenes lon

AO* Acridinorangekation

ATP Adenosin-5"-triphosphat

BAPTA 1,2-bis-(o-Aminophenoxy)-Ethan-N,N,N",N"-Tetraessigsaure

BSA Rinderserumalbumin

Cc Grundlinie der Darstellung von Kanalereignissen (Grundlinie des

geschlossenen Kanals)
CADPR zyklische Adenosin-Diphosphat-Ribose

Ci "cytosolic-side in"-Konfiguration

co "cytosolic-side out"-Konfiguration

Wm el. Potentialdifferenz tber einer Membran,
»Membranpotential“, [mV]

D Digitonin

DTT DL-Dithiothreitol

Erev Umkehrpotential des lons X™" [mV]

Ex+- Gleichgewichtspotential des lons X™ [mV]

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGTA Ethylenglycol-bis-(B-Aminoethylether)-N,N,N",N",-tetraessigsaure

F Faradaykonstante (96485 As-mol™)

fA Femptoampere

FV Fast-Vacuolar-lonenkanal, schnell aktivierender lonenkanal der Vakuole

AG Freie Energie (J-mol™)

g Fallbeschleunigung (m-s?)

Glu Glukonat-lon, Anion der D-Glukonsaure

HEPES N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N"-2-ethansulfonsaure

[ Stromstarke

InsP3 Inositol-1,4,5-triphosphat

InsP3R InsPs-Rezeptor-Ca**-Kanal-Komplex

kJ Kilojoule

L "Liquid-junction" -Potential

In Logarithmus zur Basis e

log Logarithmus zur Basis 10

MES 2-N-Morpholino-Ethan-Sulfonséaure

Na=L Avogadro-Konstante (6,022045-10%°-mol™)
ol..oX Erster bis xter Offenzustand eines Kanals

pPA Pikoampeére

pCa Negativer dekadischer Logarithmus der Ca**-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*- Permeabilitatskonstante des lons X*-

R Allgemeine Gaskonstante (8,314 J-mol™K™)

Rya Ryanodin

RyR Ryanodin-Rezeptor-Ca**-Kanal-Komplex

S Einheit des elektrischen Leitwertes (1/Q=A/V)

SV Slow-Vacuolar-lonenkanal, langsam aktivierender lonenkanal der Vakuole

5
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TRIS
v
wv
Xla
[X]

z

Temperatur in Kelvin
2-Amino-2-Hydroxymethyl-1,3-Propandiol
Volt, Einheit der elektrischen Spannung
"whole-vacuole"-Konfiguration
Konzentration des lons X im AuBenmedium
Konzentration des lons X im Zytoplasma
Valenz eines lons

Haufig verwendete Anglismen:

Patch

isolierter Membranfleck

second messenger intrazellularer 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 fir 3 Stunden in Leitungswasser
vorgequollen und dann auf feuchten Vermiculit in verschlieBbaren Plastikboxen

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

3.2 Haufig verwendete Chemikalien

Calbiochem, Bad Soden:

Bafilomycin, Ryanodin

Fluka Feinchemikalien GmbH, Neu-UIm:

Acridinorange, Ca*-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 fur die Medien verwendete Chemikalien stammten von unter-
schiedlichen Herstellern und entsprachen dem uUblichen Laborstandard (pro

analysi).

3.3 Verwendete Gerate

Patch-Clamp-Messungen

Auflicht-Mikroskop Zeiss ID02

DAT Recorder Biologic DTR 1202

Generator WP-Instruments (1830,1831)
Glaskapillaren Kimble Kimax 51
Patch-Clamp-Verstarker List Electronic EPC-7
PC Laser 386 mit Bildschirm Eizo Flexscan 9070S

Peristaltikpumpen: Verder Peristaltic 2000, Pharmacia P1

7



Material und Methoden

Pipetten-Poliereinheit L/M-CPZ-101, List-Electronic
Prazisions-Kreuztischkombination Spindler & Hoyer

Speicheroszillograph Gould OS 4020

Vertikal-Mikrokapillar-Ziehgerat L/M-3P-A Patch Pipette Puller, List Electronic
Wasserschittelbad Braun Thermomix 1441

Zentrifuge Hettich Universal K2S

Ca®*-selektive Mini-Elektroden
Hochimpedanzverstarker WP-Instruments KS-700
Elektrodenhalter WP-Instruments

Linienschreiber Kontron W+W 320

Trockenschrank Heraeus T 5028

Acridinorange-Messungen
Praparative Kuhlzentrifuge Beckmann J-21 B mit Rotor JA 20

Spektralphotometer Gilford Response

3.4 Praparative MalRnahmen zur Herstellung intakter Vakuolen

Zur lIsolierung 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 fuhrte bei Z. mays L. aufgrund der zu geringen Menge des verfligbaren
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 Uber 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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reilen des Protoplasten und die Freisetzung von Vakuolen aus Chenopodium
rubrum L. Suspensionszellen erreichen.

B. Mechanische Scherkrafte

Die bei der Hochgeschwindigkeitszentrifugation auftretenden externen Scherkrafte
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 Aufreilen des Plasmalemmas kann auch durch Pressen der Protoplasten-
suspension durch eine lange, dinne Kanlile erreicht werden (MARTINOIA et al.
1981). Dies fuhrte bei Z. mays L. nur zu einer geringen Ausbeute an Vakuolen,
konnte jedoch fiur Patch-Clamp-Messungen an Einzelvakuolen verwendet werden.
C. Membrandestabilisierende Agenzien

Fir 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 Osmolaritat des Mediums und der damit einhergehende
osmotische Schock fuhrt bei vielen Spezies zur Freisetzung von Vakuolen (WAGNER
1987).

E. Kombination membrandestabilisierender Agenzien, osmotischer Lyse und
externer Scherkrafte

Als Methode der Wahl zur Herstellung der Vakuolensuspension flr Z. mays L. erwies
sich die Protoplastenlyse durch eine Absenkung der Osmolaritat des Mediums und
eine weitergehende Destabilisierung des Plasmalemmas durch EDTA-Zusatz,
externen Scherkraften sowie pH- und Temperaturerhbhung (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 und4-7cm
groRen etiolierten Keimlingen verwendet. Die Protoplasten wurden durch en-
zymatischen Verdau der Zellwand gewonnen (RUCK 1994). Die apikalen 3 mm der

Koleoptile wurden entfernt und die weiteren 10 - 15 mm langen Segmente nach
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Entfernung des Primarblattes zur Praparation verwendet. 15 Segmentstiicke mit

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

nochmals in ca. 1 mm? groRe Segmente zerkleinert. Das zerkleinerte Gewebe
wurde in einem Sieb unter flieBendem Leitungswasser gespult und die Uber-
schissige Feuchtigkeit durch Auflegen des Siebes auf Papier entzogen. Dann
wurde das Gewebe in 10 ml Enzymldsung (s.u.) auf einem Rundschittler bei 30° C
far 60 min inkubiert. Der Abbau der Zellwand wurde durch mikroskopische Kon-
trolle verfolgt. Die Enzyml6sung wurde durch ein Nylonnetz (100 pm) filtriert und die
Protoplasten und Zellfragmente durch Zentrifugation (90 g fur 10 min, 4° C) abge-
trennt.

Die Aufreinigung der Protoplasten erfolgte mittels Flotation Uber einen
diskontinuierlichen Saccharose-Mannitol-Gradienten (s. Tabelle 3.1). Nach dem
Dekantieren der Enzymldsung mittels einer Wasserstrahlpumpe wurde der Rick-
stand in 5 ml L6sung | aufgenommen und mit jeweils 5 ml der Lésung Il und 2 ml
der Losung Il Uberschichtet. Nach einer 10mindtigen Zentrifugation bei 90 ¢
(4° C) konnten 2 ml einer aufgereinigten Protoplastenbande zwischen der Grenz-

schicht der Losungen Il und Il entnommen werden. Die Dichte der Protoplasten

betrug ca. 10°>mlI™. Die Protoplasten hatten einen Durchmesser von 20 - 70 um. Zur
Freisetzung der Vakuolen wurden nur frisch hergestellte, héchstens 8 h alte Proto-
plasten verwendet. Zur Vakuolenfreisetzung wurden 200 pl der Protoplasten-
suspension in eine saubere MeRklvette pipettiert. Nach ca. 15 min hatten sich die
Protoplasten auf der Glasoberflache abgesetzt. Die Freisetzung der Vakuolen
wurde gewabhrleistet durch:

a) die Absenkung der Osmolaritat der Lésung 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 Badldsung (WEISER 1991).

Die sedimentierten Protoplasten wurden mit Losung IV 5 - 10 min gespilt. Wurden
in dieser Zeitspanne genidgend Vakuolen freigesetzt, die sich am Glasboden
festsetzt hatten, wurden durch die anschlieRende Badperfusion mit den dichteren

Badmedien nochmals weitere Protoplasten aufgebrochen.
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Tabelle 3.1: Verwendete Lésungen zur Gewinnung und Aufreinigung der Proto-
plasten und Vakuolen fur die Patch-Clamp-Versuche.

Enzymldsung: Losung | Losung |l

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 KCI 1 mM DTT

1 mM KCI 1 mM CaClz 1 mM KCI

1 mM CaCl; 1 mM MgClz 1 mM CaCl;

1 mM MgClz 1 mM MgClz

10 mM L-Ascorbinsaure

2% Cellulase TC

0,5% Macerozym

0,15 % Pectolyase Y 23

0,3 % BSA

Losung Il Losung IV
0,5 mM Mes/Tris (pH 5,6) Tris (pH 7,2)
466 mM Mannitol 50 mM KCI
1 mM DTT 20 mM EDTA
1 mM KCI

1 mM CaClz

1 mM MgClz

Vakuolensuspension: Protoplastenisolation und Vakuolenisolation
Zur Herstellung der Vakuolensuspension wurden die Koleoptilen in der oben be-

schriebenen Weise prapariert. Als Ausgangsmenge diente 6 - 8 g Gewebematerial
(200 Koleopilsegmente). Diese wurden in 60 ml Enzymldsung fur 40 - 60 min inku-
biert. AnschlieRend wurde die Dichte der Enzymlésung mit 120 ml Verdinnung
heruntergesetzt. Die Enzymldsung wurde durch ein Nylonnetz (100 um) filtriert und
die Protoplasten und Zellfragmente durch Zentrifugation (90 g fur 10 min, 4° C) ab-
getrennt.

Die Aufreinigung der Protoplasten erfolgte mittels Flotation der Protoplasten Uber
einen diskontinuierlichen Ficoll-Saccharose-Mannitol-Gradienten (s. Tabelle 3.2).
Nach dem Dekantieren der Enzymldsung mittels einer Wasserstrahlpumpe wurde
der Ruckstand in 5 ml P I 10 % aufgenommen und mit jeweils 5 mI P 11 6 %, 5 ml P 11,
sowie 3 ml P Il Uberschichtet. Nach einer 10minttigen Zentrifugation bei 90 g
(4° C) konnte eine aufgereinigte Protoplastenbande zwischen der Grenzschicht
der Losungen P 11 und P 11l enthommen werden.

Die Lyse der Protoplasten wurde durch eine Reduzierung der Osmolaritat des

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

11
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Tabelle 3.2: Verwendete Loésungen zur Gewinnung
plasten fur die Herstellung der Vakuolensuspension.

und Aufreinigung der Proto-

Enzymlésung:

Verdinnung:

P 110 %

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 KCI 1 mM KCI 1 mM KCI

1 mM CaCl; 1 mM CaCl; 1 mM CaCl;
1 mM MgCl; 1 mM MgCl> 1 mM MgCl>
10 mM L-Ascorbinsaure 10 mM L-Ascorbinsaure

6 % Cellulase TC

0,5 % Macerozym

0,15 % Pectolyase Y 23

0,3 % BSA 0,3 % BSA

PIl 6% Pl PIll

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 mMKCI 1 mMKCI

1 mM KCI 1 mM CaCl; 1 mM CaCl;
1 mM CaCl; 1 mM MgCl> 1 mM MgCl>
1 mM MgCl;

Tabelle 3.3: Verwendete Losungen zur Protoplastenlyse und Aufreinigung der

Vakuolen.

Hypotone Lyse VL | 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 KClI

100 mM KCI

2 % BSA 1mM DTT 1mM DTT

1 mM DTT 4 mM MgCl2 4 mM MgCl,

4 mM MgClz 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 KClI

1mM DTT

4 mM MgCl;

450 mM Mannitol

12
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von 2 Teilen erwarmten (35° C) VL | 14 % mit 1 Teil des Protoplastenmediums er-
folgte ein gleichzeitiger pH- und Temperatursprung. Die Anwesenheit von EDTA
fuhrte zu einer weiteren Destabilisierung der Protoplasten. Zusatzlich wurde das
Medium auf einem Rundschittler (100 rpm) far 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 Uberschichtet und fur 12 min bei 4° C und 100 g zentrifugiert (Beckmann
Zentrifuge mit Rotor JA 20). Wahrend der Zentrifugation flotierten intakte Vakuolen
und lysierte Protoplasten in die oberen Medienschichten. In der obersten Schicht
befanden sich die Vakuolen mit dem héchsten Reinheitsgrad (ca. 0 - 1,5 % Konta-
mination), wahrend 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 fir AO-Versuche verwendet werden.

Fur Messungen mit Ca**-selektiven Elektroden wurden die aufgereinigten Vakuolen
nochmals konzentriert. Hierzu wurde das Vakuolenmedium im Verhaltnis 3,5 : 1 mit
Percoll versetzt und mit 1 ml VS B und 0,25 ml VS A Uberschichtet. Die anschlie-

Rende Zentrifugation (10 min, 100 g) erbrachte eine Aufkonzentrierung der Vakuo-
len auf 4-10° bis 10° pro ml. Die freie Ca*'-Konzentration des Vakuolenmediums
wurde mit BAPTA (1,2-bis-(o-Aminophenoxy)-Ethan-N,N,N",N"-Tetraessigsaure) ein-
gestellt.

P oo E
. ® 701

Abbildung 3.1: Die einzelnen Stadien der Vakuolenpraparation von Z. mays L.
Protoplasten (Balken entspricht 250 uM):

A) aufgereinigte Protoplasten

B) Protoplastenlyse

C) Vakuolenbande nach dem Ficollgradienten
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3.6 Messungen mit Ca?*-selektiven Mini-Elektroden

Zur Ermittlung der Veranderung der extravakuoldren Ca?'-Konzentration in der

aufkonzentrierten Vakuolensuspension dienten selbsgefertigte Ca**-selektive Mini-
Elektroden. Die Mini-Elektroden wurden aus handelsublichen Haematokrit-
kapillaren hergestellt. Die Kapillaren wurden auf eine Lange von 5 cm zurecht-
gesagt und anschlieRend in absolutem Methanol gewaschen. Anschliefend
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 fir 90 min im Trockenofen bei 200°C gebacken. Die
silanisierten Kapillaren wurden von vorne mit einem Sensor-Tetrahydrofuran-Poly-

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

Abb. 3.2: Linke Seite: Kalibration einer Ca*-Elektrode vor einer Messung mittels
Eichlosungen nach TSIEN & RINK (1980). Rechte Seite: Nach der Messung mit einer
Vakuolensuspension. Mittels der Applikation von 1 pM Digitonin (D) wurde das in

den Vakuolen enthaltene freie Ca®* freigesetzt. Durch die nachfolgende wieder-

holte Ca?*-Zugabe [50 pM, 10 uM] konnte die Ca*-Konzentration der Vakuolensus-
pension interpoliert werden.
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hydrofuran gel6st. 70 pl dieses Gemisches wurden anschlieRend mit 30 pl des Ca?*-

Sensors versetzt. Nach 24 Stunden war das Tetrahydrofuran verdunstet und die
Mini-Elektroden konnten mit einem Ca?*-Puffer (pCa 5) befiillt werden. Nach einer

weiteren 24stiindigen Aufbewahrung des Sensorendes in Ca?*-Puffer (pCa 4)
waren die Elektroden gebrauchsfertig. Die Elektroden hatten eine lineare Ab-
hangigkeit von 25 bis 29 mV im Bereich von pCa 3 bis pCa 8. Da die Sensorspitzen
durch den Kontakt mit den Vakuolen an Sensitivitat verloren, wurden diese

zusatzlich durch eine Dialysemembran geschiitzt. Die Eichlésungen zur Eichung der
Mini-Elektroden wurden nach TSIEN & RINK (1980) hergestellt. Die freie Ca*-Konzen-

tration in der Vakuolensuspension konnte mittels Zugabe definierter Ca®*-Mengen

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

3.7 Vakuolare 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
zunachst als Folge des Konzentrationsausgleichs eine Gleichverteilung des Molekiils
zwischen Vakuoleninnen- und -auBenraum. Im sauren Milieu der energetisierten
Vakuolen wird Acridinorange protoniert und somit membran-impermeabel.
Dadurch kommt es zu einer vom vakuolaren Lumen vorliegenden pH-Wert
abhangigen Anreicherung des Farbstoffkations (lonenfallenmechanis-mus).
Weiterhin fuhrt die weitere Anreicherung des Moleklls zu einer reversiblen
Komplexbildung. Diese pH-abhangige Akkumulation fuhrt zu einer Konzentrations-
verringerung des Farbstoffs im AuBenmedium und kann als Absorptionsabnahme
der neutralen Form bei einer Wellenlange von A = 490 nm photometrisch gemessen

werden.

Die Aktivitat der v-H*-ATPase und v-PPase wurde beim Erreichen des steady-state
als Gesamtansauerung ermittelt (Aaso). Pro Versuchsansatz wurden durch-
schnittlich 2,5-10° Vakuolen eingesetzt.

Wegen einer nicht ganz auszuschlielenden Kontamination der Praparation durch

die plasmalemmastandige H*-ATPase wurde zu deren Hemmung dem Versuchs-
ansatz 100 pM NasVOs zugesetzt (HAGER & HELMLE 1981, HAGER & BIBER 1984,
O NEILL & SPANSWICK 1984).
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3.7.1 Quantitative Auswertung

Der Farbstoff Acridinorange ermdglicht eine qualitative Verfolgung des Versuchs-
verlauf und eine quantitative Analyse der pH-Anderung in der Vakuole. Das
vakuolare pH lalkt sich nach GOGARTEN-BOEKELS et al. (1985) als Funktion der Ab-
sorptionsdnderung bei 490 nm rechnerisch ermitteln. In Abhangigkeit vom Ver-
haltnis des Vakuolenvolumens (Vi) zum Volumen des Versuchsmediums (Va) lassen
sich zur Interpretation der Versuchsergebnisse Eichkurven erstellen. Fur die
einzelnen Acridinorangeformen gilt

[AO]ges = [AO]+[AO ]+ 2.[AO*"] 1)
wobei [AO]ges die Gesamtkonzentration an Acridinorange bezeichnet. Die

Dissoziationskonstanten der einzelnen Acridinorangeformen (Ko und 10™%) wurden

ZANKER (1952) entnommen und erméglichen es, [AO] und [AO*] durch die
bekannten Terme Kp, pK und pHa zu ersetzen.
Unter der Annahme, dall zum Versuchsstart die Acridinorange-Konzentration der

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

innenraums (pH)) dem des Versuchsmediums (pHa) entspricht, gilt fir [AO]star

2
Ox +0 _ %'-FlopHa_pK% E%l-'-lopHa —pK%E [Ao]ges (2)
a‘\o = - + |0 0o +
Ehtart 4Kp B 4Kp S 2Kp

Nach dem Aufbau des Protonengradienten (pHi # pHa) ergibt sich die Verteilung
der einzelnen Acridinorangezustinde in Abhangigkeit vom Vakuolen- bzw.

Versuchsvolumen

: _ +0 2+0H~, @ +[ 2+04
[AO] oo TV + Va) ﬂAO] +EA0 Q+28A0 o+ AQ| +0 o +250 g ®3)
Die Substitution von [AO*] und [AO?] durch die Dissoziationskonstanten ergibt
0 =[A0)? tir +[AO] B{ A] (4)
wobei
— - Vi pK—pH-%2 Va pK—pH-%2D
0!—2[IKD %@0 I +m@0 al Q (5)
und
Bz CH+10P¢ " PHi g v Vo [H+10P¢ ~PHal (6)
Vi + Va Vi + Va

gesetzt wurden. Die Binomialgleichung l6st sich nach
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ol =4+ BE 2

wobei die negative Losung der Wurzel zu vernachlassigen ist, da sie zu einer

negativen Konzentration fuhren wirde.

Die Konzentration des protonierten Acridinorangemonomers im Versuchsansatz

[A0] [84*5

laRt sich mittels 10PK = (8)
$O'g
]
é&o*% 0V + éAO*Sﬁ OV,
aus [AO] berechnen é&o*m = 9)
Qges Vi +V,

Nach Festlegung der Variablen [AO]ges , pHa sowie Vi und Va kann mittels

AA =5,2E104E[%A o*0 H 10
490 Baart EA %esD (10)

eine Eichkurve fur die Absorptionsanderung bei 490 nm als Funktion des vakuolaren

pH-Wertes erstellt werden (s. Abb. 3.3).

E
c
o
1o
S
3 —0—04
Q

—=—05u
E O H
g —+—o064
Rel ——0,38
o ——1ul
@]
(%2}
o)
<

0,8 ¢ $ $ $ t
3.5 4 4,5 5 55 6 6,5 7
pH Vakuole

Abb. 3.3: Berechnung der Absorptionsdnderung als Funktion des vakuolaren pH
nach GOGARTEN-BOEKELS et al. (1985) fur die angezeigten Vakuolenvolumina. Es
gelten: Gesamtkonzentration Acridinorange 30 pM, 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 uM Nigericin, da die
isolierten Vakuolen noch einen vom Alter der Praparation abhangigen ,Rest-
gradient* besalen und Uber eine langere Zeitspanne hinweg aufrechterhalten

konnten.

3.7.2 Ermittlung des Vakuolenvolumens

Aus der Vakuolenanzahl multipliziert mit dem durchschnittichen Volumen einer
Vakuole errechnet sich das Volumen einer Vakuolensuspension. Die Vakuolendichte
wurde jeweils vor dem Versuch durch Auszahlen der Vakuolensuspension in der
Fuchs-Rosenthal-Kkammer bestimmt. Zur Ermittlung des durchschnittichen Vakuolen-
volumens wurden die Radien von 275 Vakuolen ermittelt. Die Vakuolen stammten
aus verschiedenen Praparationen, die unter den gleichen Bedingungen ge-

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

ein durchschnittiches Volumen von 17,9-10%° |.

Das Verteilungsmuster der Vakuo-
lenradien zeigt Abbildung 3.4.
Durch Farbung mit Neutralrot oder Acridinorange konnte die Homogenitat der

Vakuolenfarbung und die Qualitat der Vakuolenpraparation tberprift werden.

Anzahl der Vakuolen
60

50

40

30

20

10

5-10
11-15
16-20
21-25
26-30
31-35
36-40
41-45
51-55
56-60
61-65
71-75
76-80

46-50
66-70

Vakuolendurchmesser [uM]

Abb. 3.4: Verteilungsmuster der Vakuolendurchmesser der Vakuolensuspension aus Zea

mays L. Protoplasten.
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3.8 Darstellung der Patch-Clamp-Technik

Der Aufbau des MeRplatzes und die verwendeten Gerate entsprachen dem von

RUCK (1990, 1994) beschriebenen Versuchsaufbau.

3.8.1 Pipettenherstellung, Pipettenhalter und Elektroden

Die Pipetten fur Einzelkanalableitungen in der ci- und co-Konfiguration (s. u.) wur-
den aus Borosilikat-Glasrohrchen (Kimax 51, Kimble, Toledo, USA) in einem
zweistufigen Verfahren mit einem Vertikal-Mikrokapillar-Ziehgerat (List Electronic)
hergestellt. Der Schaft der Pipettenspitze wurde mit SYLGARD beschichtet
(SAKMANN & NEHER 1983), das im HeiRluftstrom der Pipetten-Poliereinheit (List-
Electronic) gehartet wurde. AnschlieRendes Hitzepolieren der Pipettenspitze
vervollstandigte die Pipettenherstellung. Die Offnung der Pipettenspitzen hatten
mit einer Fullung von 100 mM KCI typischerweise einen elektrischen Widerstand von
10 - 20 MQ. Fur Messungen in der wv-Konfiguration eignete sich am besten
dunnwandiges Borosilikatglas (AuRendurchmesser 1,65 mm, Wanddicke 0,16 mm,
Hilgenberg, Malsfeld). Die Offnung der Pipettenspitzen hatten mit einer Fillung von
100 mM KCI einen elektrischen Widerstand von 1 - 2 MQ.

Durch Verwendung eines mit Aluminium abgeschirmten Teflon-Pipettenhalters und
der oben beschriebenen Pipetten konnte das Grundrauschen der MeRapparatur
zwischen 270 - 350 fA, bei einem Abdichtungswiderstand = 10 GQ, gehalten wer-
den. Ein mit AgCl beschichteter Silberdraht in einem Teflonschlauch diente als
Referenzelektrode. Der Schlauch wurde luftblasenfrei mit Pipettenmedium befullt
und an seinem im Badmedium befindlichen Ende mit einem Agarpfropfen (3 %

Agar im Pipettenmedium) abgedichtet.

3.8.2 MelRklvetten und Badperfusion

Als MeRRkuvetten dienten kleine Teflonschalen (0 37 mm) mit gebohrten Lochern
(0 17 mm) und abgeschragten Wanden. Die Offnung konnte durch ein
unterklebtes Deckglas (SYLGARD) verschlossen werden. Die MeRkivetten wurden
nach Gebrauch mit einem scharfen A. dest.-Strahl vorgereinigt und vergalltem
Ethanol fur 5 min dberschichtet. AnschlieBendes Abspilen mit A. dest. und

Trocknen im N2-Strahl vervollstandigte die Reinigung. Die MeRkuvetten erlaubten

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

pumpen. Ein zweiter an einem Mikromanipulator angebrachter externer Zulauf
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(Uber Druck, bzw. Schwerkraft reguliert) garantierte eine schnelle Zugriffszeit fur
externe Effektoren und Inhibitoren. Wahrend des Austausches verschiedener
Badmedien wurde darauf geachtet, das Volumen des in der MeRklvette
befindlichen Badmediums niedrig zu halten (100 ul), um einen kompletten Aus-

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

3.8.3 Membrankonfigurationen

Die Patch-Pipette wurde unter 400facher VergrolRerung an eine Vakuole heran-
gefahren. Durch Absenkung des Uberdrucks, bzw. Anlegen eines Unterdruckes,
konnte bei sauberen Vakuolen in etwa 50% aller Falle die "vacuole-attached"-
Konfiguration erreicht werden (Abdichtungswiderstand = 10 GQ, NEHER & SAK-
MANN 1992). Entsprechend der Konvention fur elektrophysiologische Messungen
an mit einer einfachen Biomembran umgebenen Endosomen (BERTL et al. 1992,
SILVERSTEIN et al. 1993) wird die Potentialdifferenz Uber dem Tonoplasten (AQm)
definiert als: APm = Vm = Vzytosol - Vvakuole. Diese Konvention betrachtet das vakuolare
Lumen gegenuber dem extrazellularen Raum funktional gleichwertig. Dies
bedeutet, dalk die in friheren 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 vakuolare lumenale Seite war dem
Badmedium exponiert.

Nach BERTL et al. (1992) folgt fur die Richtung der lonenbewegungen und der
angelegten Spannungen am Verstarker:

- Das Anlegen einer positiven Haltespannung am Verstarker bedeutet eine
positive Haltespannung am Tonoplasten.

- Ein positiver oder auswarts gerichteter Strom bedeutet einen Kationenausstrom
aus dem Zytosol (Pipette) in die Vakuole (Bad).

- Ein negativer oder einwarts gerichteter Strom bedeutet einen Kationenstrom

aus der Vakuole (Bad) in das Zytoplasma (Pipette).
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Pipette =

& |Iytoplasma \ Symbol
Symbol

Pipette
abziehen <<

vakuolares
Lumen

ci-patch
co-patch
Vacuole-attached
patch
Spannungs-
puls Pipette
abziehen
Symbol

Whole vacuole

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

Fur 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 Membrankapazitat beobachtet

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

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

3.8.4 Berechnung der Selektivitaten aus der Strom-Spannungs-Kennlinie

Die mit dem DAT-Recorder mit einer "sample rate" von 46 kHz aufgenommenen
Kanalereignisse wurden einer weiteren computerunterstitzen Analyse mit dem
Unterprogramm Fetchan des Programmpakets PCLAMP (Version 5.51, Axon Instru-
ments) unterzogen. Nach einer ersten Filterung mit 10 kHz (PC-Verstarker 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 ps auf
der Festplatte digitalisiert, was mit der gewahlten Filterung verlassliche Aussagen
hinsichtlich der Offen- und Geschlossenzeiten eines Kanales erlaubt (COLQUHOUN
& SIGWORTH 1985). Bei den Daten handelt es sich um mindestens 3 reproduzierte

Versuchsablaufe. Die auf der Festplatte digitalisierten Daten der Kanalereignisse
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wurden zur Erstellung einer Strom-Spannungs-Kennlinie folgendermalen be-
handelt:

Die ermittelten Stromamplituden wurden gegen die angelegte Spannung in ein
Koordinatensystem aufgetragen. Soweit ein Kanal eine "ohmsche" Abhangigkeit,
also eine lineare Strom-Spannungs-Kennlinie aufwies, konnte die Messung durch

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

g :ﬁ direkt abgelesen werden konnte. Mit der Regressionsgerade fur die einzelnen

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

Katz mit:

+ + -
e e ol e e, e fol,
o o]+ e e, e fol,

(11)

ermittelt werden, wobei R die allgemeine Gaskonstante, T die Temperatur in Grad
Kelvin, F die Faradaykonstante und zi die Wertigkeit des lons angibt.

Das Umkehrpotential (Erev) erlaubt aufgrund der Goldman-Hodgin-Katz Gleichung
die Berechnung der Selektivitaten o, [ und X als Verhaltnis der
Permeabilitatskoeffizienten.

P _ P .,
Mit a =PC—' und ﬁ:S—a, (12),(13)

K* Kt

-]

kann fur a = 5 o (14)
X -0 _ O
e E&I q % g
mit X:M
RLOT
und unter Beruicksichtigung von o
*O X *04qde O &0
fUrBﬁ(q %kq Wt #y as)

e* EE\IaJ’a - E\h’fa
gesetzt werden.
Treten im Medium parallel sowohl ein- als auch zweiwertige lonen auf, die das
Umkehrpotential beeinflussen, so kann Gleichung (11) wegen der verschiedenen
Ladungen der zu charakterisierenden lonen (z) nicht angewandt werden. Abhilfe
leistet die Goldman-Hodgkin-Katz-Stromgleichung (HODGKIN & KATZ 1949),

wonach fur K*
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=F2DPK+ Erev E%da _%E &X%

K RT Lo (16)

gilt. Entsprechend wurde fir Na* und CI verfahren.

Fur Ca* gilt
2+0 _Ch.2+0 2xd
| _4F2EPCa2+[ErevE%a SR e

ca?* RIT 1- e2x (17)

Der Gesamtstrom (Iges) ist

Iges=|K+ +|Na+ +|Ca2+%+ICI_% (18)
Wegen unterschiedlicher Nenner in Gleichung (16) und (17) mufl ein neuer

Permeabilitatskoeffizient fir Ca?* definiert werden. Mit

P 2+
P, =—2 (19)

2+ =
@™ 1+eX

womit Gleichung (16) zu

' Ca2+] —@ca2+ @ZX%
_4F2 [H)Ca2+ [EErev Dﬁ \ [

ca?” RT 1—e2X (20)
wird.
FUr Erev = Em wird lges = 0, bzw.

0=P, ([K+]V “[K*]e X) P ([Na*]v Na*], X) P, ([Ca2 *1,-[Ca2*], @2X) (21)

Unter der Voraussetzung, daR K*, Na*, CI' und Ca* unabhangig voneinander

permeiren und weiterhin Na* und CI" vernachlassigt werden, gilt
+0 X +[
-e
P KR HE
P. U ox fh2+0 _[ha2+00
K 4 Ee [@a il a Q,H
und mit Gleichung (19)

+0 _ X +[]
X :P(I;a2+ - ng: le:;[B< %H]DEEA-GXE (23)
S e - -1

Falls Na* und CI' mit in die Kalkulation einbezogen werden soll, gilt jedoch

(22)
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T e - ot - i1 - el - SV
X = P, 4|:|2x 2+0 _[r2+0U E%e%
K K [ga g a Q,H

als Gleichung (24).

Zur Berechnung der Selektivitat von Ba* und Sr** gegeniiber K* eines hoch-
selektiven Ca*-Kanals (s. Kap. 4.3.2.3) wurde angenommen, daR die Konzentration
von Ba?* und Sr?* auf der zytoplasmatischen Seite 1 pM nicht iiberschritt.

Die Permeabilitat von Mg®* zur Berechnung der Ca?*'-, Ba*- und Sr**-Selektivit&t

wurde mit

o B bl pel gl b, o,
2 e e B

bericksichtigt.

Die Permeabilitat von Ca** zur Berechnung der CI-Selektivitat des schnell

aktivierbaren Kationenkanals (s. Kap. 4.3.1.1) wurde mit

[K*]V —ex [PK*] . +E_4X ge“ [FCaZ*]C ~[Ca2*] V@(ﬁex)ﬁ
],

€= (26)

bericksichtigt.

3.8.5 Berechnung der Offenwahrscheinlichkeit

Bei den in der vorliegenden Arbeit gezeigten Messungen waren bis zu 5 Kanale
gleichzeitig aktiv. Dementsprechend zeigen die Kanalstrom-Amplituden-Dia-
gramme bis zu 5 Uberlagerte Kanalereignisse, bzw. bis zu 5 Spuren von Stromampli-
tuden. Das Auftreten von mehreren Kanalen bei sogenannten Einzelkanal-
messungen problematisiert die Analyse der mittleren Offenwahrscheinlichkeit und
Offenzeit, da die Kenntnis der genauen Kanalanzahl erforderlich ist (JACKSON
1985). Gleichzeitige Offnungsereignisse aller Kanale waren im Kanalstrom-Ampli-
tuden-Diagramm nicht zu beobachten, da eine geringe Offenwahrscheinlichkeit
(< 20 %) der einzelnen Kanale vorlag. Somit erschienen weniger Kanalereignisse als
Kanale 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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dall die Kanale unabhangig voneinander arbeiteten, statistisch gesehen ein
identisches Verhalten zeigten und Ereignisse derselben Qualitat vorlagen.

Um die Binomialverteilung zur Ermittlung der Offenwahrscheinlichkeit anwenden zu
kdnnen, wurde die Ereigniswahrscheinlichkeit fur das Auftreten einer Spur aus den
Offnungsereignissen der jeweiligen Spur errechnet.

Binomialverteilung:
| St1_p)\C-S
si{c -9
mit P(S)= Ereigniswahrscheinlichkeit fur 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 Kanale

Die in Fetchan ermittelten Offnungsereignisse der Spuren entsprachen den nicht
normierten Ereigniswahrscheinlichkeiten (P"(S)):

P*(0) = Alle Offnungsereignisse von Spur 1 mit Uberlagerungen (entspricht ungefahr
den Geschlossenereignissen)

P*(1) = Offnungsereignisse von Spur 1 ohne Uberlagerungen, usw. bis

P*(N) = Offnungsereignisse der letzten Spur N

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

mulfite:

A=)

N
(

(28)

S
2P(S

nw T
O =

Die erhaltenen Werte fir P(S) ergaben eine Binomialverteilung, die einer
bestimmten Kanalanzahl (C) am besten entsprach. Aul’er den P(S)-Werten wurde
fur die Naherung der wahrscheinlichsten Kanalanzahl noch die durchschnittliche
Ereigniswahrscheinlichkeit (Pe) bendtigt und wie folgt berechnet:

R =1-KP(0) mit K = vermuteter Kanalzahl (29)
Die mittlere Offenwahrscheinlichkeit eines Kanals R,  berechnete sich nunmehr

aus

(%1+%2+EBQ@)
m: K

B (30)

wobei Foq Offenwahrscheinlichkeit der S Spuren bedeutet
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(toS ENS) _log

(31)
tges tges

Rog =

mit tog = Gesamtoffenzeit, tyes= Gesamtmelldauer und N = Anzahl der Ereignisse.

Fur die Auswertung der mittleren Offenwahrscheinlichkeit wurden MefRabschnitte

mit 30 Sekunden Dauer verwendet, die keine Aktivitat anderer Kanale zeigten.

3.8.6 ,Liquid-Junction“-Potentiale

Bei Patch-Clamp-Messungen mit Medien unterschiedlicher lonenzusammen-
setzung treten sogenannte ,Liquid-Junction“-Potentiale (L) auf (BARRY & LYNCH
1991), die uUberwiegend durch die unterschiedlichen Beweglichkeiten (u) der
beteiligten lonen entstehen. Diese kbnnen durch eine abgewandelte ,Liquid-

Junction“-Potential-Gleichung nach Henderson als Differenz der Potentiale des
Badmediums (ES) und des Pipettenmediums (EP) berechnet werden:

Z gzl % g % gzizm‘i Ealp

ES-g° = =1 Enni=1 (32)

mit: z= Valenz des lons i, u= Beweglichkeit des lons i [cm?s*-mol], a’= Aktivitat des

lons i [molI"'] im Pipettenmedium, a°= Aktivitat des lons i [mol-I*] im Badmedium.
Eine weitere Moglichkeit zur Abschatzung des ,Liquid-Junction*“-Potentials besteht
durch die direkte Messung nach NEHER (1992). Das Potential einer weit gedffneten
Referenzelektrode (3 M KCI) wird hierbei gegenuber den mit den Testmedien
befiullten Bad und Patch-Pipette gemessen. Zur Korrektur wurde die direkte
Messung nach NEHER (1992) verwendet (s. Tab. 3.4).

Die verwendeten Losungen wurden bei Messungen im ci-Modus mit Mannitol auf
eine Osmolaritdt von 400 mOsm eingestellt. Fur Messungen im wv- und co-Modus
wurden Losungen mit einer Osmolaritat von 600 mOsm genommen. Zur Korrektur

der Lj-Potentiale wurden fir die Losungen folgende Werte festgestellt:
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Tabelle 3.4: lonen-Zusammensetzung und Liquid-junction-Potentiale (L) der ver-
wendeten Losungen (Angaben der lonenkonzentrationen 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 (m) wurde gegeniber dem im
Experiment gemessenen Potential (Pexperiment) in folgender Weise korrigiert:

co- und wv-Konfiguration: Ym = Wexperiment - Lj

ci-Konfiguration: WUm = Wexperiment + Lj

Fur alle anderen verwendeten Losungen wurden keine Lj-Potentiale bestimmt, da
diese aufgrund der lonen-Zusammensetzung vernachlassigbar waren.

Pipette Bad
Kap. K+ |Caz* |Mgz| CI- | Glu | pH ] K* | Cazt |Mg2*| CI- | Glu- | pH | Li[mV]
jg; 10 5 1 - 22 5,2 ] 100 | 0,001 1 - 202 | 7,4 +229 +
4.3.3 0.1
4321 100 0,1 1 2 102 | 7,2 ] 10 5 1 2 20 7.2 -18,4
43.2.2 5,6
0,3
7,2
4.3.2.2 100 0,1 1 2 102 | 7,2 ] 10 50 1 2 20 -11,8
5.6 0,4
Kap. Kt |Caz*|Mg?| CI- |Glu | pH] K* | Caz* |Mg?*| CI- | Glu- | pH | Li[mV]
4.3.4.2
4352 100 1 2 106 - 7,2 1 50 2 106 - 72 1-69+0,2

Kap. Kt |Caz*|Mg?| CI- |Glu | pH] K* | Caz* |Mg?*| CI- | Glu- | pH | Li[mV]

4.3.2.3 100 0,1 1 100 4 7,2 ] 10 50 1 100 | 12 (72 | -7,2+0,1

Kap. Kt [Ca? |Mg?*| CI- | Glu- | pH ] K+ | Ba?* | Mg?* | CI- | Glu- | pH | Lj[mV]

4.3.2.3 100 0,1 1 100 4 7,21 10 50 1 100 12 72 | -71+0,2

Kap. Kt |Caz*|Mg?| CI- |[Glu | pH] K* | Srz*+ | Mg2*| CI- | Glu- | pH | Li[mV]

4.3.2.3 100 0,1 1 100 4 7,2 ] 10 50 1 100 12 7,2 -7,6
Kap. K+ |Caz*|Mg?*| CI- [ Glu | pH ] K* Mg?* | CI- | Glu- | pH | Li[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 Uber dem Tonoplasten

Der Aufbau des elektrochemischen Protonengradienten Apxt/F (protonentreibende
Kraft) iUber 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 (AUm) als auch ein pH-Gradient (ApH) Uber der betreffen-
den Membran generiert, die sich entsprechend der chemiosmotischen Hypothese

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

[ApH .

Ay,
tonengradienten addieren: FH =AWn —2’3+m

Wéahrend 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 (vakuolares Lumen sauer, SZE 1985, REA & SANDERS 1987).
Den eben genannten priméar aktiven Transportprozessen, die am Aufbau des elek-
trochemischen Protonengradienten beteiligt sind, werden die sekundéar aktiven

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

benutzen (z. B. H'/Ca?**-Antiport).

In Kapitel 4.1 erfolgt mit Hilfe des Indikatorfarbstoffes Acridinorange (AO) eine
Charakterisierung der hergestellten Vakuolensuspension, hinsichtlich der fur die

Energetisierung der Vakuole spezifischen Protonenpumpen. Hierbei wurde der
Schwerpunkt auf die Aktivitat der tonoplastenstandigen vakuolaren H'-ATPase
(v-H*-ATPase) und Pyrophosphatase (v-PPase), die GroRe des von ihnen

generierten transmembranen pH-Gradienten sowie der EinfluB von Ca?" auf diesen

gelegt.
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Die vakuolaren pH-Werte wurden in Abhangigkeit von der erhaltenen Absorptions-
anderung bei 490 nm (AA490) gemal 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 gegenuber dem Versuchsmedium

aufrecht erhalten.

4.1.1 Die vakuolare v-H"-ATPase

In pflanzlichen Zellen kann die zytosolische ATP-Konzentration von 200 uM 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
Abhéangigkeit von der applizierten ATP-Konzentrationen beschreiben zu kénnen,
wurde die Aktivitat 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
MM ATP wurde das ,,steady state” der maximalen Ansauerung der Vakuole zu 94 %
erreicht. Nach Zugabe von sattigenden ATP-Konzentrationen wurden die Vakuolen
innerhalb von 15 - 35 Minuten durch die v-H*-ATPase auf einen internen pH von 4,8
*+ 0,2 angesauert. Geringe ATP-Konzentrationen (20 - 40 uM) fuhrten noch zu einer
Absenkung des vakuolaren pH um 0,2 pH Einheiten. Die halbmaximale ATP-
Konzentration zur Etablierung des durch die v-H'-ATPase generierten pH-

Gradienten wurde auf 125 pM 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 ermdglicht die Unterscheidung von direkt abhangigen gegenuber
sekundéar aktiven, ATP-abhangigen Transportprozessen. An Vakuolenpraparationen
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 vollstandige 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 abgeschatzt.
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Abb. 4.1: Die vakuolare 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
UM, 40 uM, 200 puM, 500 uM und 1 mM ATP zugegeben (Pfeil links). Der generierte
Protonengradient wurde anschlieBend mit 2,3 uM Nigericin zerstort (Pfeil rechts).

B: Maximale Absorptionsanderung bei A = 490 nm als Funktion der applizierten ATP-
Konzentration.

30



Ergebnisse

IATP + Bafilomycin|

1,2
l [ | 5 [Baf]
— —~
E 1 nM
| G
o
,%, ] 100 pM
-
e,
o —
a
| .
O
L7
0 -
<
7 10 pM
KON
0,5 | l. . | I
0 Leit [Minuten] 100
B
%0, o
120 -
100 - |
0 N
60 4
40 4 [Bafl (% der Kontrollg
20 n 5nM 0,0
1nM 0,3
o+ 100 pM 29,1
10nM 1M ~ 100pm 10pM| ['50 pm 84,9
[Bafilomyain] 10 pM 95.2

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 pM Nigericin zerstort (Pfeil rechts). KON: Kontrolle
ohne Bafilomycin.

B: Maximale Absorptionséanderung bei A = 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).
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4.1.2 Der Ca**-EinfluR auf den pH-Gradienten tiber dem Tonoplasten

Da an der pflanzlichen Vakuole ein Ca*/H*-Antiport-Mechanismus vermutet wird

(MARTINOIA 1992, BARKLA & PANTOJA 1996), stellte sich die Frage, inwiefern die
Applikation von Ca?" den durch ATP und PPi generierten Protonengradienten be-

einfluBt. Aus diesem Grunde wurde die Einwirkung verschiedener Ca*-Konzentra-
tionen auf den Protonengradienten nach Erreichen des ,steady states” der An-

sauerung untersucht. Abbildung 4.3 zeigt den partiellen und konzentrationsab-
hangigen Abbau des durch die v-H'-ATPase generierten Protonengradienten
durch Ca*. Der Protonengradient wurde in Gegenwart von 1 mM, 100 pM, 50 uM

und 10 uM CacCl. verringert. Geringere Ca*'-Konzentrationen hatten keinen beob-

achtbaren EinfluR auf den Versuchsverlauf.

Ca”
1,15 | T i
3
[
-
o
.
-
9
2 1 .
S [Ca™]
0 S
< 1 mM
i é
10 uM
0,45 u T - KON
0 Zeit [Minuten] 115

Abb. 4.3: Ca®*-EinfluR auf den pH-Gradienten tiber dem Tonoplasten.
Der EinfluR verschiedener CaCl-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 pM, 50 uM und 10 pM

CacCl: zugegeben (Pfeil rechts). KON: Kontrolle ohne CaClz-Applikation.
Wurde CacCl: gleichzeitig mit ATP zu Versuchsbeginn appliziert, zeigte sich im
Vergleich zur Kontrolle eine analoge, partielle und konzentrationsabhangige
Behinderung des durch die v-H*-ATPase generierten Protonengradienten durch

Ca®" (s. Abb. 4.4).
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Abb. 4.4: Ca®*-EinfluR auf den pH-Gradienten iiber dem Tonoplasten.

Der EinfluR verschiedener CaClzx-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 uM, 50 uM sowie 10 uM CacCl: zuge-
geben (Pfeil). KON: Kontrolle ohne CaClz-Applikation.

Der EinfluR von Ca®" auf die Protonentranslokation der v-Pyrphosphatase wurde in
entsprechender Weise untersucht (s. Abb. 4.5). Die v-PPase bewirkte nach Zugabe
sattigender PPi-Konzentrationen (0,2 mM PPi) eine Ansduerung des vakuolaren 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 Ansauerung erst nach
3 - 5 Stunden erreicht. Der durch die v-PPase generierte Protonengradient zeigte
einen partiellen und konzentrationsabhangigen Abbau nach der Applikation von
CaClz. Der Protonengradient wurde in Gegenwart von 1 mM, 100 pM, 50 pM und 10
UM CaCl, verringert. Wiederum hatten geringere Ca?*-Konzentrationen keinen

mefRbaren Einflull auf die Absorptionskinetik.
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Abb. 4.5: Ca®*-EinfluR auf den pH-Gradienten iiber dem Tonoplasten.

Der EinfluR verschiedener CacClz-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 uM,
50 uM und 10 pM CaClz zugegeben (Pfeil rechts). KON: Kontrolle ohne CaCl-Appli-
kation.

4.2 Der Ca**-Gradient Uber dem Tonoplasten

Die Aufrechterhaltung einer niedrigen zytoplasmatischen Ca*-Konzentration wird
durch primér und sekundér aktive Transportprozesse, die Ca? gegen einen
Gradienten in den extrazytosolischen Raum (Apoplast, Vakuole, Endoplasmatisches
Retikulum, Mitochondrium, Plastiden) transportieren, erméglicht.

Neben einem, noch hypothetischen, aber in Abb. 4.3 - 4.5 angedeuteten sekundar
aktiven Transportmechansimus fir Ca*, einem H'/Ca’*"-Antiporter (s. Kap 4.1.2),
wird ein tonoplastenstandiger primér aktiver Transportmechansimus fir Ca?*
vermutet, eine Ca**-ATPase.

Mittels Ca®'-selektiver Mini-Elektroden wurde dazu die Ca*-Aufnahme in die
Vakuole untersucht, wobei mittels Bafilomycin (Kap. 4.1.1) zwischen priméar und

sekundar aktiven Transportmechanismus unterschieden werden konnte. Wie in
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Kapitel 3.5 und 3.6 beschrieben, wurden die Versuche mit BAPTA, einem ca*-
Puffer zur Einstellung der freien Ca*-Konzentration und einer aufkonzentrierten
Vakuolensuspension durchgefiihrt. Die Ca**-Aufnahme bzw -abgabe von Z. mays

L. Vakuolen wurde als Ca?*-Abnahme bzw. -anstieg im Versuchsmedium bestimmt.

4.2.1 ATP-abh&ngiger Ca®*-Transport in die Vakuole
von Z. mays L. Koleoptil-Protoplasten

Eine ATP-abhangige Ca®-Aufnahme der Z. mays L. Vakuolen wurde in einem

Bereich von 16 nM bis 5,1 uM freies Ca?" untersucht. Zur Kontrolle der Aufnahme
wurde dem Versuchsmedium zu Versuchsende der Porenbildner Digitonin (1 pM)

zugegeben. Wie in Abbildung 4.6 dargestellt, fihrte die Applikation von ATP in
diesem Versuch zu einer Abnahme der freien Ca*-Konzentration im Versuchs-
medium. Diese Ca*-Aufnahme war jedoch nicht stabil nachzuweisen. Es wurden

Versuche mit Vakuolendichten von 4-10° Vakuolen-ml? bis zu 1,2-10° Vakuolen-ml*

unternommen. Die Aufkonzentrierung der Vakuolen fuhrte jedoch zu keiner Stabili-
sierung der Ca**-Aufnahme.
In ca. 25 % aller Versuche zeigte sich eine Ca*-Aufnahme im Bereich der hier ver-

wendeten ATP-Konzentrationen von 20 - 500 pM. Die Aufnahme von Ca*" erwies

sich als unabhangig von sekundar aktiven Transportmechanismen, da parallele
Kon-trollen mit 1 nM Bafilomycin auch zu einer Abnahme des freien Ca?" im
Versuchs-medium fiihrte (s. Abb. 4.7A). Der Ca*-FluR durch den Tonoplasten zeigte
eine Abh&ngigkeit von der freien Ca*-Konzentration im Medium. Wie aus
Abbildung 4.7B ersichtlich ist, erreichte die Ca®*-Transportrate bei einer ATP-
Konzentration von 20 pM ab einer freien Ca?-Konzentration von ca. 800 nM eine
Sattigung. Der durchschnittiche Ca*-FluR durch den Tonoplasten entsprach in
diesem Bereich 152 pmol-m?s™.

Eine weitere Erh6hung der ATP-Konzentration im Versuchsmedium fuhrte zu keiner
weiteren Erhdhung der Ca*-Transportrate (s. Abb. 4.7B). Wiederum erreichte die
Ca?-Transportrate bei ATP-Konzentrationen von 40 bzw. 200 pM ab einer freien
Ca’*-Konzentration von ca. 400 nM eine Sattigung. Der durchschnittiche Ca**-FluR

durch den Tonoplasten entsprach in diesem Bereich 149 pmol-m?s™.
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Abb. 4.6: Versuchsablauf zum Ca®*-Transport an einer Vakuolensuspension: Nach der Kalibrierung der Ca*-Elektroden (s. Abb. 3.2)
wurde eine Vakuolensuspension mit 890000 Vakuolen-ml™* mit 50 pM BAPTA auf eine Ca?*-Konzentration von 4,6 uM gepuffert. Durch
Zugabe von ATP (linke Reihe der Pfeile, Konzentration in pM) ist eine Abnahme des freien Ca?" in der Vakuolensuspension zu
erkennen. Nach der ATP-Zugabe erfolgte eine Korrektur des Linienschreibers. Im Anschlul3 an ca. 60 min der ATP-Einwirkung erfolgte
die Zugabe der Effektoren. Nacheinander wurden jeweils 1 pM InsPs und Ryanodin (Rya) appliziert (obere Reihe der Pfeile). Es
erfolgte die Freisetzung von 0,4 und 0 pM Ca*. Nach der Zugabe der Effektoren wurde das freie Ca®" der gesamten Vakuolen-
suspension durch Zugabe von 1 uM Digitonin (D) bestimmt.
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Abb. 4.7: ATP-abhangiger Ca?*-Transport in die Vakuole.
A: Die Abh&ngigkeit des Ca®*-Flusses durch den Tonoplasten von der freien Ca?*-
Konzentration im Versuchsmedium. In den Versuchsansatzen befanden sich 20 uM
ATP (®) bzw. 20 uM ATP und 1 nM Bafilomycin (O].
B: Die Abhangigkeit des Ca®'-Flusses durch den Tonoplasten von der freien Ca*-
Konzentration im Versuchsmedium. In den Versuchsansatzen befanden sich 40 uM
ATP (m); 40 uM ATP und 1 nM Bafilomycin (O); 200 uM ATP (®); 200 uM ATP und 1 nM

Bafilomycin (O).

Durch die Berechnung der durch Digitonin bzw. Ca?*-Kanal-Agonisten freigesetzten

Ca*-Menge auf das im Versuch verwendete Vakuolenvolumen zeigte sich, daR

die Vakuolen auch ohne eine erkennbare Aufnahme von Ca? freies Ca®" in der

Konzentration von mindestens 0,27 mM enthielten.

4.2.2 Ca**-Freisetzung durch Ca?*-Kanal-Agonisten

Die in Kapitel 4.2.1 dargestellte Ca**-Aufnahme der Vakuole von Z. mays L. wirft die

Frage auf, ob die pflanzliche Vakuole nur als passives intrazellulares Ca*-Depot

fungiert, in das Ca*" unter Energieaufwand aus dem Zytoplasma transportiert wird,
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oder ob die pflanzliche Vakuole aktiv und steuernd, durch Ca?**-Aufnahme und

-Freisetzung, in die zytoplasmatische Ca*-Homéostase eingreifen kann.

Dies schien angemessen, da langjahrige Untersuchungen an Mais-Koleoptilen
zeigten, dal externe Stimuli wie Indol-3-Essigsaure (FELLE 1988a), Abzissinsaure
(GEHRING et al. 1990b), gravitropische Stimuli (GEHRING et al. 1990a) und seitlich
appliziertes Licht (GEHRING et al. 1990a) zu einem Anstieg der zytosolischen Ca*'-
Konzentration fuhren. Da an Mais-Koleoptilen bisher noch keine plasmalemma-
standigen Ca?'-Kandle nachgewiesen wurden, die zu einem Anstieg der zyto-
solischen Ca?*'-Konzentration fihren konnten, erschien es naheliegend die Ca’**-
Freisetzung aus der Vakuole zu untersuchen.

Nach dem bisherigen Kenntnisstand wird die Ca?*-Freisetzung aus intrazellularen
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 (InsPs) auf die Ca*'-
Freisetzung der Vakuolensuspension untersucht.

Weiterhin wurde die Einwirkung von Ryanodin, ein Agonist der Ca**-Freisetzung aus
intrazellularen Endoorganellen in pflanzlichen und tierischen Zellen untersucht

(MEISSNER 1994, ALLEN et al. 1995).

Inositol-1,4,5-triphosphat-indudzierte Ca**-Freisetzung

Einen typischen Versuch mit InsPs-induzierten Ca?-FluR zeigt Abbildung 4.8. Die
durch mind. 500 uM MgATP energetisierten Vakuolenpraparationen von Z. mays L.

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

schnittlich 9 % des bereits aufgenommenen bzw. noch enthaltenen Ca* frei. Die

freigesetzte Menge betrug 10 - 400 nM, in Abh&ngigkeit der eingesetzten Vakuo-
lenmenge. Die durchschnittlich freigesetzte Menge betrug 21 nM pro 10° Vakuo-

len. Eine Aufnahme des freigesetzten Ca** innerhalb der nachsten 15 Minuten war

nicht beobachtbar.

Wurde die durch InsP; freigesetzte Ca*-Menge in Abhangigkeit der freien Ca*-

Konzentration im Versuchsmedium gesetzt, so zeigte sich im Bereich von 470 nM bis
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Abb. 4.8: InsPs-induzierte Ca?*-Freisetzung.

Anderung der freien Ca®-Konzentration im Versuchsmedium von Z. mays L.
Vakuolen nach Zugabe von 1 pM InsP3, 1 puM Ryanodin und 1 pM Digitonin. Eine

Vakuolensuspension mit 435000 Vakuolen'-ml™ wurde mit 40 uM BAPTA auf eine

Ca**-Konzentration von 1,7 uM gepuffert. Die Zugabe der Effektoren erfolgte im
AnschluB an eine ca. 60 minitige ATP-Einwirkung (500 uM).

5,8 uM eine Abnahme der freigesetzten Ca?’-Menge bei ansteigender freier Ca*-

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

Die Darstellung des Flusses durch den Tonoplasten in Abhangigkeit der freien Ca**-
Konzentration im Versuchsmedium zeigt Abbildung 4.9B (m). Der Ca?*"-FluB zeigte
keine signifikante Abh&angigkeit von der externen Ca®-Konzentration und
entsprach ab einer freien Ca®-Konzentration von 1 pM durchschnittich 124
pmol-m?s™.

Wurde 1 pM InsPs nach der Applikation von 1 uM Ryanodin zugesetzt (s. Abb. 4.10),

so fuhrte die zusatzliche Applikation von 1 pyM InsPs in 73 % der Versuche (n = 11) zu
einer weiteren Freisetzung von durchschnittlich 22 % (56 nM pro 10° Vakuolen) des
bereits aufgenommenen bzw. noch enthaltenen Ca®*. Die Freisetzung des Ca*
war unabhangig von dem durch die v-H*-ATPase generierten Protonengradienten.
Wurde die durch InsP; freigesetzte Ca**-Menge nach vorheriger Ryanodinzugabe
in Abh&ngigkeit der freien Ca?'-Konzentration im Versuchsmedium gesetzt, so
zeigte sich im Bereich von 340 nM bis 5,4 uM eine Zunahme der freigesetzten Ca*'-

Menge bei ansteigender freier Ca*-Konzentration im Versuchsmedium (s. Abb.
4.9A (O)).
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Abb. 4.9: InsPs-induzierte Ca**-Freisetzung.

A: Der Effekt der freien Ca?*-Konzentration im Versuchsmedium auf die durch 1 pM
InsPs induzierte Ca**-Freisetzung von Z. mays L. Vakuolen:

InsPs: Zugabe von 1 puM InsPs vor Zugabe von 1 pM Ryanodin (®; Mittelwert:
durchgezogene Linie).

InsPs + Rya: Zugabe von 1 pM InsP3 nach Zugabe von 1 uM Ryanodin (O; Mittel-
wert: unterbrochene Linie).

B: Der Effekt der freien Ca®*-Konzentration im Versuchsmedium auf den durch 1 pM
InsPs induzierten Ca**-FluR durch den Tonoplasten von Z. mays L. Vakuolen:

InsPs: Zugabe von 1 puM InsPs vor Zugabe von 1 pM Ryanodin (m; Mittelwert:
durchgezogene Linie)

InsPs + Rya: Zugabe von 1 pM InsP3 nach Zugabe von 1 uM Ryanodin (O; Mittel-
wert: unterbrochene Linie).

Die Darstellung des Flusses durch den Tonoplasten in Abhangigkeit der freien Ca?*-
Konzentration im Versuchsmedium zeigt Abbildung 4.9B (O). Der Ca*-FluR zeigte

eine deutliche Zunahme bei ansteigender externer Ca**-Konzentration.
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Ryanodin-induzierte Ca* -Freisetzung

Neben InsPs wird mittlerweile auch Ryanodin als weiterer Agonist der Ca*-Frei-
setzung aus intrazellularen Endoorganellen in pflanzlichen und tierischen Zellen

angesehen (MEISSNER 1994, ALLEN et al. 1995). In Versuchen zur Ryanodin-indu-
zierten Ca**-Freisetzung mit tierischen Zell-Mikrosomen zeigte sich, daf Ryanodin in
submikro- bis mikromolarer Konzentration als Agonist zur Ca® -Freisetzung, hingegen
in hoher mikromolarer Konzentration zur Hemmung der Ca*-Freisetzung fiihrte
(GALIONE & SUMMERHILL 1995).

Einen typischen Versuch mit Ryanodin-induzierten Ca*'-FluR zeigt Abbildung 4.10.
Die durch mindestens 500 uM ATP energetisierten Vakuolenpraparationen von
Z. mays L. setzten in 73 % der Versuche nach der Applikation von 1 uM Ryanodin
durchschnittich 22 % (14 nM pro 10° Vakuolen (n = 15)) des bereits aufge-
nommenen bzw. noch enthaltenen Ca* frei. Die freigesetzte Menge betrug 10 nM
bis 1 uM, in Abhangigkeit der eingesetzten Vakuolenmenge. Eine Aufnahme des

freigesetzten Ca* war innerhalb der nachsten 15 Minuten nicht zu erkennen.

TV T T 310 M

Abb. 4.10: Ryanodin-induzierte Ca**-Freisetzung.

Anderung der freien Ca®*-Konzentration im Versuchsmedium von Z. mays L.
Vakuolen nach Zugabe von 1 uM Ryanodin, 1 pM InsPz und 1 pM Digitonin. Eine

Vakuolensuspension mit 690000 Vakuolen'ml* wurde mit 60 pM BAPTA auf eine

Ca*-Konzentration von 310 nM gepuffert. Die Zugabe der Effektoren erfolgte im
Anschlu an eine ca. 60 minutige ATP-Einwirkung (500 pM).
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Wurde die durch Ryanodin freigesetzte Ca**-Menge in Abh&ngigkeit der freien
Ca®'-Konzentration im Versuchsmedium gesetzt, so zeigte sich im Bereich von 105
nM bis 5,9 uM eine Abnahme der freigesetzten Ca**-Menge bei ansteigender freier
Ca®*-Konzentration im Versuchsmedium (s. Abb. 4.11A (m)).

Die Darstellung des Flusses iilber dem Tonoplasten in Abhangigkeit der freien Ca**-

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

deutliche Zunahme bei ansteigender externer Ca?*-Konzentration.

Wurde 1 uM Ryanodin nach der Applikation von 1 uM InsPz zugesetzt (s. Abb. 4.8),

so fuhrte die zusatzliche Applikation von 1 uM Ryanodin in 73 % der Versuche (n =
11) zu einer weiteren Freisetzung von durchschnittlich 14 nM pro 10° Vakuolen des
bereits aufgenommenen bzw. noch enthaltenen Ca*. Die Freisetzung des Ca**

war unabhangig von dem durch die v-H*-ATPase generierten Protonengradienten.

Wurde die durch Ryanodin freigesetzte Ca*-Menge nach vorheriger InsPs-Zugabe

in Abhangigkeit der freien Ca*-Konzentration im Versuchsmedium gesetzt, so

zeigte sich im Bereich von 430 nM bis 4,4 uM wiederum eine Abnahme der
freigesetzten Ca?’-Menge bei ansteigender freier Ca**-Konzentration im Versuchs-

medium (s. Abb. 4.11A (0)). Der Ca**-FluR durch den Tonoplasten (s. Abb. 4.11B (0))

zeigte hingegen abermals eine deutliche Zunahme bei ansteigender externer
Ca®"-Konzentration und entsprach ab einer freien Ca®’-Konzentration von 1 pM

durchschnittlich 133 pmol-m?s™.
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Abb. 4.11: Ryanodin-induzierte Ca**-Freisetzung.

A: Der Effekt der freien Ca?*-Konzentration im Versuchsmedium auf die durch 1 uM
Ryanodin induzierte Ca**-Freisetzung von Z. mays L. Vakuolen:

Rya: Zugabe von 1 pM Ryanodin vor Zugabe von 1 pM InsP: (M, Mittelwert:
durchgezogene Linie).

Rya + InsPs: Zugabe von 1 uM Ryanodin nach Zugabe von 1 pM InsPs (O, Mittel-
wert: unterbrochene Linie).

B: Der Effekt der freien Ca®*-Konzentration im Versuchsmedium auf den durch 1 uM
Ryanodin induzierten Ca**-FluR durch den Tonoplasten von Z. mays L. Vakuolen:
Rya: Zugabe von 1 pM Ryanodin vor Zugabe von 1 pM InsP: (M, Mittelwert:
durchgezogene Linie).

Rya + InsPs: Zugabe von 1 uM Ryanodin nach Zugabe von 1 pM InsPs (O, Mittel-
wert: unterbrochene Linie).
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4.3 Ca**-selektive und nichtselektive lonenkanéale im Tonoplasten
von Z. mays L.

Vakuolensuspensionen aus Koleoptilprotoplasten von Z. mays L. setzten nach Appli-
kation der Ca®*-Kanal-Agonisten InsP; und Ryanodin Ca** frei (s. Kap. 4.2.2).

Zur Identifizierung und Charakterisierung der fir die Ca’*-Freisetzung verant-
wortlichen lonenkanale 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 lonenkanéle die cytosolic-side out-Konfiguration (co, d.h. die zyto-
solische Seite war dem Badmedium exponiert) verwendet. Um gleichzeitig einen
durch Ca?*"-Agonisten aktivierbaren Ca?'-Strom aus der Vakuole in das Zytoplasma
sowie einen K*-Strom aus dem Zytoplasma in die Vakuole untersuchen zu kdnnen,
wurde iiber dem Tonoplasten ein asymmetrischer Ca?'/K*-Gradient vorgegeben.
Dabei wurde das vermutlich nicht permierende Glukonat-lon (Glu) gegentber CI
bevorzugt, um das Signal-Rausch-Verhéltnis zu verbessern. Die zytosolische Ca?*-
Konzentration wurde mit 1 uM vorgegeben.

Unter den vorgebenen Bedingungen konnte in der co-Konfiguration ein schnell
aktivierbarer lonenkanal mit 19 pS Leitfahigkeit (Symbol [0, s. Kap. 4.3.1), ein durch
InsP3 aktivierbarer lonenkanal mit 12 pS Leitfahigkeit (Symbol B, s. Kap. 4.3.2), sowie
ein durch Ryanodin aktivierbarer lonenkanal mit 122 pS Leitfahigkeit (Symbol [, s.

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

Zur weiteren Charakterisierung dieser lonenkandle wurden anschlieBend
Messungen in der cytosolic-side in-Konfiguration (ci, d.h. die vakuolare lumenale
Seite war dem Badmedium exponiert) unternommen.

Wurde die vorgegebene zytosolische Ca*-Konzentration von 1 uM auf 1 mM
erhéht, so konnten in der ci-Konfiguration auer dem schon erwahnten schnell
aktivierbaren lonenkanal mit 19 pS Leitfahigkeit zwei weitere lonenkanéle mit 37 pS
Leitfahigkeit (Symbol ®, s. Kap. 4.3.4) und 7 pS Leitfahigkeit (Symbol A, s. Kap. 4.3.5)

nachgewiesen werden (s. Abb. 4.12B).
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Abb. 4.12: Ca®*-selektive und nichtselektive lonenkanéle.
A: Die Strom-Spannungs-Kennlinien der bei einer vorgegebenen zytoplasma-

tischen Ca?"-Konzentration von 1 pM am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten
von Z. mays L. auftretenden lonenkanalen in der co-Konfiguration (Mittelwerte und
Standardabweichungen):

Schnell aktivierbarer lonenkanal (19 pS, [0), Ryanodin-aktivierbarer lonenkanal

(122 ps, O), InsPs-aktivierbarer lonenkanal (12 pS, m).

Die lonenkonzentrationen waren:

Pipette: 10 mM KGlu, 5 mM CaGluz, pH 5,2;

Bad: 100 mM KGlu, 1 uM CaGluz, pH 7,4.

B: Die Strom-Spannungs-Kennlinien der bei einer vorgegebenen zytoplasma-tischen
Ca*-Konzentration von 1 mM am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von Z.
mays L. auftretenden lonenkanalen in der ci-Konfiguration:

Schnell aktivierbarer lonenkanal (19 pS, ), lonenkanal mit 37 pS Leitfahigkeit (®),
lonenkanal mit 7 pS Leitfahigkeit (A).

Die lonenkonzentrationen waren 100 mM KCI, 1 mM CacClz und 2 mM MgCl: in der
Pipette (pH 7,2) und im Bad (pH 7,2).
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4.3.1 Ein schnell aktivierbarer lonenkanal

Wurde bei Z. mays L.-Vakuolen nach dem Erreichen der whole-vacuole-Konfi-
guration (wv) die Pipettenldsung mit der vakuolar luminalen Losung fur 10 min
ausgetauscht, so zeigte sich bei einer vorgegebenen zytoplasmatischen Ca?*-Kon-
zentration von 1 uM 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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Abb. 4.13: Der schnell aktivierbare lonenkanal.

A: Strom durch den Tonoplasten einer Z. mays L.-Vakuole (32 um) aus Koleoptil-
Protoplasten bei Spannungsschritten von +55 bis -100 mV. Messung in der wv-
Konfiguration. Die lonenkonzentrationen waren:

Pipette: 10 mM KGlu, 5 mM CaGluz, pH 5,2;

Bad: 100 mM KGlu, 1 uM CaGluz, pH 7,4

B: Die Strom-Spannungs-Kennlnie aus oben gezeigter Messung.

Das Gleichgewichts-Potential® fir K* (Ex") lag bei -59 mV und fiir Ca** (Eca™) bei

+109 mV. Der Schnittpunkt mit der Abszisse, welche das Umkehrpotential (Erev)
indiziert, lag bei -38 mV.
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Strom ging innerhalb von 0 bis 100 ms sowohl bei negativen als auch bei positiven
Haltepontialen in Sattigung Uber. 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 Selektivitat des schnell aktivierbaren Gesamtstroms fiir Ca** gegeniiber K*

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

plasmatischer Raum) asymmetrische Ca*- 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 (x 3,8 mV) lag (s. Abb. 4.13B). Unter der
Annahme, dall der schnell aktivierbare Gesamtstrom fiir Glukonat-lonen keine
Permeabilitat besal, errechnete sich unter Verwendung von Gleichung (23) fur
den schnell aktivierbaren Gesamtstrom eine Selektivitat von K* tiber Ca®* von 1,3.
Dies bedeutet, dall der schnell aktivierbare Strom durch den Tonoplasten unter
diesen Bedingungen keine besondere Diskriminierung zwischen dem einwertigen
K*-Kation und dem zweiwertigen Ca**-Kation zeigte.

Somit wies der schnell aktivierbare Strom unter diesen Bedingungen einen nach

350 T mA.m>2
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Abb. 4.14: Der schnell aktivierbare lonenkanal.

Die durchschnittiche Stromdichte (mA'-m®) des schnell aktivierbaren Stromes
durch den Tonoplasten von Vakuolen aus Z. mays L.-Koleoptil-Protoplasten.
Messungen in der wv-Konfiguration. lonenkonzentrationen wie in Abb. 4.13 an-
gegeben. n = 24.

47



Ergebnisse

aullen (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=.

Wurde der schnell aktivierbare lonenkanal durch einen Potentialsprung von 0 mV
auf +55 mV aktiviert und anschlieRend durch eine Absenkung des Haltepotentials
in Spannungsschritten auf -100 mV deaktiviert, so zeigten auch die Deaktivierungs-

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

5s

Abb. 4.15: Der schnell aktivierbare lonenkanal.

Deaktivierungstrome durch den Tonoplasten einer Z. mays L.-Vakuole (36 pm) 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.
lonenkonzentrationen wie in Abb. 4.13 angegeben.

Um nachzuweisen, daR der schnell aktivierbare Strom durch den Tonoplasten von
einem spezifischen lonenkanal verursacht wird, wurden Versuche im co-Modus
unternommen.

Wurde im co-Modus das Haltepotential in Spannungsschritten von +55 bis -100 mV
verandert, zeigten sich sofort einsetzende Kanalereignisse eines lonenkanals mit
ca. 19 pS Leitfahigkeit (s. Abb. 4.16). Sofort einsetzende Kanalereignisse des schnell

aktivierbaren lonenkanals aus Z. mays L. sprechen wiederum fir einen lonenkanal
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Abb. 4.16: Der schnell aktivierbare lonenkanal.

Kanalereignisse des schnell aktivierbaren lonenkanals bei Spannungsschritten von
+55 bis -100 mV einer co-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von
Z. mays L. lonenkonzentrationen wie in Abb. 4.13 angegeben. - = Grundlinie.

49



Ergebnisse

des FV-Typs in monokotyledonen Pflanzen (TIKHONOVA et al. 1997). Dagegen
wiesen die Einzelkanalereignisse des SV-Kanals aus Mesophylizellen von Hordeum
vulgare L. innerhalb einer Sekunde eine deutliche Zunahme gleichzeitig 6ffnender

lonenkanale auf (POTTOSIN et al. 1997).

Wurde das Haltepotential in der co-Konfiguration stufenweise verandert, konnten
die Offnungsamplituden der Kanalereignisse des schnell aktivierbaren lonenkanals
besser beobachtet werden (s. Abb. 4.17A). Mitunter konnten in der co-Konfi-
guration Kanalereignisse kleinerer Offnungsamplituden festgestellt werden (s. Abb.
4.16A (-100 mV) und 4.17A (-3 mV)). Da die kleineren Amplituden ein Verhaltnis von
Y% und ¥ gegeniiber der Offnungsamplitude des schnell aktivierbaren lonenkanals
hatten, kann vermutet werden, dal} es sich um Unterleitfahigkeiten handelte.
Wurden die Amplituden der Offnungsereignisse (s. Abb. 4.17B) gegen das an-
gelegte Haltepotential aufgetragen, erhielt man eine Strom-Spannungs-Kennlinie
des untersuchten lonenkanals (s. Abb. 4.18A).

Die Zunahme der Stromamplituden zeigte im positiven Bereich der Halte-
spannungen eine leichte Gleichrichtung mit einer Leitfahigkeit von 22 pS. Im nega-
tiven Spannungsbereich sank die Leitfahigkeit auf 14 pS. Im mittleren Teil betrug die
Leitfahigkeit 19 pS. Das Umkehrpotential des schnell aktivierbaren lonenkanals
betrug unter den vorgegebenen Bedingungen -37,8 mV (x 0,9 mV). Somit stimmte
das Umkehrpotential der Einzelkanalanalyse des schnell aktivierbaren lonenkanals
mit dem Umkehrpotential des schnell aktivierbaren Stroms durch den Tonoplasten
uberein. Unter der Annahme, dafl der schnell aktivierbare lonenkanal fur Glukonat-
lonen keine Permeabilitat besall, errechnete sich unter Verwendung von

Gleichung (23) fur den schnell aktivierbaren lonenkanal wiederum eine Selektivitat
von K* iiber Ca?" von 1,3. Unter den vorgegebenen Bedingungen konnte somit am

schnell aktivierbaren lonenkanal aus Z. mays L. erstmals eine Selektivitat fir Ca*

bei lonenkanalen des FV-Typs nachgewiesen werden.
Die Offenzeiten des schnell aktivierbaren lonenkanals lagen bei Einzelkanal-

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

Verkirzung der Offenzeit bei negativen Haltepotentialen.
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Abb. 4.17: Der schnell aktivierbare lonenkanal.

A: Kanalereignisse des schnell aktivierbaren lonenkanals bei kontinuierlicher Ver-
anderung des Haltepotentials einer co-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-
Protoplasten von Z. mays L. lonenkonzentrationen wie in Abb. 4.13 angegeben.

c- = Grundlinie, o- = Offnungsebene , ol1- bis 02- = Offnungsebenen parallel auf-
tretender lonenkanéale.

B: Amplitudenhistogramm der oben dargestellten Kanalereignisse des schnell akti-
vierbaren lonenkanals bei einer Haltespannung von -13 mV. Das gezeigte zweite
Maximum entsteht durch die Addition der Stromamplituden zweier offener Kanale.
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Abb. 4.18: Der schnell aktivierbare lonenkanal.

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 lonenkanals wurden gegen die Haltepotentiale aufgetragen.
Mittelwert und Standardabweichung aus 8 Messungen. lonenkonzentrationen wie
in Abb. 4.13 angegeben.

B: Die Offenzeiten des schnell aktivierbaren lonenkanals wéahrend einer Einzel-
kanalmessung mit zwei sichtbaren lonenkanélen bei den indizierten Halte-
spannungen (s. Abb. 4.17A). Zur anschaulichen Darstellung wurde die maximale
Offnungszeit auf 50 ms normiert, da langere Ereignisse nicht mehr als Ereigniswerte
darzustellen waren.
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4.3.1.1 Symmetrische und asymmetrische KCI-Konzentration

Um eine Ubersicht tiber das Auftreten weiterer lonenkanaltypen und ihrer Leitfahig-
keit zu gewinnen, wurden Messungen bei gleichen KCI-Konzentrationen (100 mM)
auf zytoplasmatischer (Pipette) und lumenal vakuolarer Seite (Bad) in der ci-Konfi-
guration unternommen. AuRer dem schnell aktivierbaren lonenkanal konnten noch
zwei weitere lonenkanale aufgrund der Leitfahigkeiten 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 CacCl. und 2 mM MgCl: in Bad und Pipette zugesetzt. Der

schnell aktivierbare lonenkanal war auch bei dieser unphysiologisch hohen Ca*'-
Konzentrationen auf der zytoplasmatischen Seite in der Einzelkanalanalyse
nachweisbar. Im Bereich von +100 mV bis -40 mV zeigte der schnell aktivierbare
lonenkanal 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 Leitfahigkeit von ca. 19 pS, wobei das Umkehrpotential er-

wartungsgemal bei 0 mV lag, da die Gleichgewichts-Potentiale von K" und CI

wegen der identischen Verteilung ebenso bei einer Spannung von Null liegen.

€19pS O37pS A7 pS
3,5 PA
3 o °
25 °
100 mM KCI 100 mM KCI 2 8
6
15 o ° .
(o] ’ ’ ’
1 o ¢ L 2 A A
0§ §o s
mV 0.5 A A
-100 -75 50 A 2% 25 50 75 100
A § a ‘ % (?
A o O -1
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-1,5

Abb. 4.19: Symmetrische KCI-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 lonenkanals (19 pS, O0) wurden gegen die Haltepotentiale
aufgetragen. Zum Vergleich sind die Strom-Spannungs-Kennlinien der lonenka-
nale mit 37 pS (O) und 7 pS (A) dargestellt. Die lonenkonzentrationen waren 100
mM KCI, 1 mM CacClz und 2 mM MgClz 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 Selektivitat des schnell aktivierbaren lonenkanals unter-nommen.
Die Strom-Spannungs-Kennlinie in Abbildung 4.21A zeigte wiederum ein lineares
ohmsches Verhalten des lonenkanals mit einer Leitfahigkeit von ca. 19 pS. Das

Umkehrpotential wies mit -34,2 mV eine deutliche Verschiebung in Richtung des
Gleichgewichts-Potentials fur K auf. Nach Gleichung (14) ergab sich somit fur den
schnell aktivierbaren lonenkanal eine Selektivitat von K™ tber CI von 6,2. Diese

Berechnung gilt jedoch nur unter der Voraussetzung, daR Ca®" und Mg®* keinen

Einflul auf das Umkehrpotential haben. Wurde bei der Berechnung der Selektivitat
nach Gleichung (26) die relative Permeabilitét von K* gegeniiber Ca?* (s. 0.) mit 0,7

fur den lonenkanal bertcksichtigt, ergab sich eine Selektivitat von K tiber CI' 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 lonenkanals. Bei negativen Haltepotentialen zeigten sich mitunter
sehr lange Offnungszeiten von iiber 1 Sekunde Dauer (s. Abb. 4.21B), welche nur
von sehr kurzen Geschlossenzustanden unterbrochen wurden. Dieses
Offnungsverhalten konnte jedoch auch durch gehaufte kurze Offenzustande
abgelost werden. Im positiven Spannungsbereich anderte sich das
Offnungsverhalten des lonenkanals. Eine Spannungserhéhung im positiven Bereich
zeigte eine deutliche Aktivierung des lonenkanals, was sich durch die Ausbildung
des zwei- bis funffachen Amplitudenmaximums als Summe der Einzelmaxima
darstellte. Es zeigten sich diskrete Offnungen, die eine Dauer von 500 ms
Uberschreiten konnten. Der schnell aktivierbare lonenkanal zeigte somit im ci-Patch
die Eigenschaften eines spannungsabhangigen lonenkanals, welcher durch die
Erhohung der Offenwahrscheinlichkeit vornehmlich im positiven Spannungsbereich

offnet.
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Abb. 4.20: Asymmetrische KCIl-Konzentration.

Kanalereignisse des schnell aktivierbaren lonenkanals bei den indizierten
Spannungen von ci-Messungen am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von
Z. mays L. Die lonenkonzentrationen waren 100 mM KCI|, 1 mM CaCl: und 2 mM
MgCl. in der Pipette (pH 7,2), sowie 10 mM KCI, 1 mM CacClz und 2 mM MgClz im
Bad (pH 7,2).
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Abb. 4.21: Asymmetrische KCIl-Konzentration.
A: Die Strom-Spannungs-Kennlinie des schnell aktivierbaren

lonenkanals von

Messungen am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L. in der ci-
Konfiguration. Das Gleichgewichts-Potential fur K™ (Ex") lag bei -59 mV, fir CI" bei

+49 mV. lonenkonzentrationen wie in Legende Abb. 4.20 angegeben.

B: Offenzeiten des schnell aktivierbaren lonenkanals bei den indizierten Halte-
spannungen einer ci-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von
Z. mays L. Zur anschaulichen Darstellung wurde die maximale Offnungszeit des
unteren Diagramms auf 100 ms normiert, da langere Ereignisse nicht mehr als

Ereigniswerte darzustellen waren.
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4.3.1.2 Selektivitat fir Na* und Rb*
Zur Uberprifung der Permeabilitat fur Na® wurden Versuche mit asymmetrischen

Na'/K*-Konzentrationen in Bad und Pipette unternommen. Die lonenkonzentra-
tionen betrugen 100 mM NaCl und 1 mM KCl im Bad sowie 1 mM NaCl und 100 mM
KCI in der Pipette. Die Strom-Spannungs-Kennlinie (s. Abb. 4.22) zeigte, dal} der

schnell aktivierbare lonenkanal mit einer Leitfahigkeit von 19 pS neben K" auch Na*

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

relative Permeabilitat von K* gegeniiber CI' (s.0.) mit 6,2 fur den lonenkanal

bertcksichtigt. Bei einem Umkehrpotential von -7,2 mV ergab sich eine Selektivitat
von K" gegeniiber Na* von 1,7. Die Offenzeiten wurden durch die asymmetrischen

Na'/K*-Konzentrationen nicht beeinflullt (nicht gezeigt).
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Abb.: 4.22: Selektivitat fur Na®.

Die Strom-Spannungs-Kennlinie des schnell aktivierbaren Ilonenkanals von
Messungen am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays in der ci-
Konfiguration. Die lonenkonzentrationen waren:

Pipette: 100 mM KCI, 1 mM NacCl, 1 mM CaCl: und 2 mM MgCl2 (pH 7,2).

Bad: 1 mM KCI, 100 mM NacCl, 1 mM CacClz und 2 mM MgClz (pH 7,2).

Die Gleichgewichts-Potentiale fur 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 Uberprifung ihrer Permeabilitat eingesetzt (HEDRICH &
DIETRICH 1996). Fur den schnell aktivierbaren lonenkanal ergab sich eine
Permeabilitat fur Rb*. Wie Abbildung 4.23 zeigt, waren auch im negativen
Spannungsbereich diskrete Offnungsereignisse erkennbar. Jedoch tendierte der
lonenkanal zu tubergangslosen Abschnitten mit kurzen geh&auften Offenzustanden,

was sich bei den Offenzeiten durch die starke Zunahme der kiirzeren Offnungs-
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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 lonenkanéale zu erkennen. Bei der Strom-Spannungs-Kennlinie (s. Abb.
4.24A) zeigte sich die Leitfahigkeit mit 19 pS weiterhin unverandert. Fir das

erhaltene Umkehrpotential von -4,3 mV ergab sich somit fir den schnell
aktivierbaren lonenkanal, unter Einbeziehung der relativen Permeabilitat von K*

gegeniuber CI' mit 6,2, eine Selektivitat von K* gegentuber Rb* von 1,4.
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Abb. 4.23: Selektivitat fur Rb™.

Kanalereignisse des schnell aktivierbaren lonenkanals bei den indizierten
Spannungen einer ci-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von
Z. mays L. Die lonenkonzentrationen waren:

Pipette: 100 mM KCI, 1 mM RbCI, 1 mM CacClz und 2 mM MgClz (pH 7,2).

Bad: 1 mM KCI, 100 mM RbCI, 1 mM CacClz und 2 mM MgClz (pH 7,2).
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Abb. 4.24: Selektivitat fur Rb™.
A: Die Strom-Spannungs-Kennlinie des schnell aktivierbaren lonenkanals von Mes-
sungen am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L. in der ci-Konfi-
guration. lonenkonzentrationen wie in Legende Abb. 4.23 angegeben.

Die Gleichgewichts-Potentiale lagen bei +118 mV (Rb™) und -118 mV (K.

B: Offenzeiten des schnell aktivierbaren lonenkanals bei den indizierten Halte-
potentialen wahrend einer ci-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten
von Z. mays L.
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4.3.2 Ein durch Inositol-1,4,5-triphosphat aktivierbarer
hochselektiver Ca®*-Kanal

Vakuolensuspensionen von Z. mays L. setzten nach der Applikation von 1 uM InsP3
Ca* frei (Abb. 4.8). Um den fiir die Ca**-Freisetzung verantwortlichen lonenkanal
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 Ca?-Konzentration von 1 uM auf der zytoplasmatischen Seite von einem
schnell aktivierbaren lonenkanal mit einer Leitfahigkeit 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 pM InsPs 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).

+55mv 700 pA

r— b

- e

-~ e

+ 1 UM InsPk,

e

Abb. 4.25: Der InsPs-induzierbare Strom.

Der EinfluR von 1 pM InsP3 auf den Strom durch den Tonoplasten einer Vakuole (45
um) aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L. bei Spannungsschritten von +55 bis -
100 mV. Messung in der wv-Konfiguration.

Die lonenkonzentrationen waren:

Pipette: 10 mM KGlu, 5 mM CaGluz, pH 5,2; Bad: 100 mM KGlu, 1 uM CaGluz, pH 7,4

60



Ergebnisse

Wurde der Strom durch den Tonoplasten vor und nach Applikation von 1 uM InsP3
gegeniuber 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 fur Ca*. Wurde der Strom durch den Tonoplasten vor der Appli-
kation von 1 pM InsPs vom Strom durch den Tonoplasten nach der Applikation von
1 uM InsPsz substrahiert, so wies der daraus resultierende Differenzstrom ein Um-

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

von Gleichung (23) ergab sich fur den lonenstrom eine hohe Selektivitat von Ca**
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Abb. 4.26: Der InsPs-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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Uber K* von 106:1. Der durch 1 pM InsPs induzierte lonenstrom durch den Tonoplas-
ten betrug hierbei bei -80 mV durchschnittlich -23 mA-m?, bzw. +17 mA-m? bei +55
mV (s. Abb. 4.27) und wies ein entsprechendes Umkehrpotential von +36,3 mV auf.

Dies kénnte der Aktivierung eines hochselektiven Ca**-Kanals entsprechen.

30 + mA'm?

s

Abb. 4.27: Der InsPz-induzierbare Differenzstrom.

Die Stromdichte (mA-m) des InsPs-aktivierbaren Stromes durch den Tonoplasten
aus Vakuolen (n = 4) von Z. mays L.-Koleoptil-Protoplasten. Messungen in der wv-
Konfiguration. lonenkonzentrationen wie in Abb. 4.25 angegeben.

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

plasten durch einen sperzifischen Ca?*-Kanal verursacht wird, wurden Versuche in
der co-Konfiguration unternommen. Die Einzelkanalanalyse in der co-Konfiguration

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

selektiven Ca**-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 lonenkanals hin. Der vakuoléare Ca*-Kanal besaR eine
Leitfahigkeit von ca. 12 pS. Unter Verwendung von Regressionsgeraden wurde ein
Umkehrpotential von +38,1 mV (x 2,6 mV, n = 4) ermittelt. Somit stimmte das

Umkehrpotential der Einzelkanalanalyse mit dem Umkehrpotential der Gesamt-

stromanalyse Uberein. Unter der Annahme, daR der Ca*-Kanal fiir Glu-lonen keine

Permeabilitat besall, errechnete sich unter Verwendung von Gleichung (23) fur
den durch InsP; aktivierbaren Ca**-Kanal wiederum eine hohe Selektivitat von Ca**
tber K" von 117. Ubereinstimmend konnten ALEXANDRE et al. (1990) und ALLEN &

SANDERS (1994b) einen durch InsPs aktivierbaren, hochselektiven Ca®*-Strom mit

62



Ergebnisse

einer Selektivitat von Ca®" tiber K" von 100 - 800 an Vakuolen von Beta vulgaris L.

demonstrieren.
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Abb. 4.28: Der InsPs-aktivierbare hochselektive Ca?*-Kanal.

A: Kanalereignisse des hochselektiven Ca?-Kanals mit einer Leitfahigkeit von 12 pS
bei den indizierten Spannungen einer co-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-

Protoplasten von Z. mays L. lonenkonzentrationen wie in Abb. 4.25 angegeben.

B: Die Strom-Spannungs-Kennlinie des hochselektiven Ca* -Kanals.
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4.3.2.1 Die Offenwahrscheinlichkeit des InsPz-aktivierbaren
hochselektiven Ca?*-Kanals in der ci-Konfiguration

Um das Offnungsverhalten des Ca®-Kanals beziiglich physiologischer Regula-

tionsmechanismen auf der vakuolaren Seite zu testen, wurden Versuche in der ci-
Konfiguration unternommen. In den Losungen wurde die Cl-Konzentration auf 2

mM in Bad und Pipette erhoht, um einen eventuellen Einflud von CI auf die
Offenwahrscheinlichkeit untersuchen zu kdnnen, da auch die Anwesenheit von
Anionen Ca**-Kanale beeinflussen kann (HASSELBACH & MIGALA 1992). Die Ca*-
Konzentration auf der zytoplasmatischen Seite wurde auf 0,1 mM erhdht und

zusatzlich 1 pM InsPs zugesetzt. Unter diesen Voraussetzungen konnten in ca. 5 %

der Versuche die Offnungsereignisse des Ca?**-Kanals beobachtet werden.

Abbildung 4.29A zeigt die typischen Offnungsereignisse des Ca?*-Kanals wéhrend
einer Messung unter oben genannten Bedingungen. Der Ca**-Kanal zeigte ein
spannungsabhangiges Offnungsverhalten, wobei nur bei schwach positiven und
negativen Haltepotentialen Offnungsereignisse zu beobachten waren. Fir den
Ca®"-Kanal war eine lineare Zunahme der Amplitude mit einer Leitfahigkeit 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 Selektivitat von Ca?" gegeniiber
K* von 105. Eine Zunahme des Haltepotentials im negativen Spannungsbereich
filhrte zu einer Aktivierung des Ca*-Kanals in der ci-Konfiguration. Dies war durch
das parallele Offnen mehrerer Ca*-Kanale zu erkennen. Ein Anstieg des Haltepo-
tentials Uber -70 mV hinaus flhrte jedoch wieder zu einer Reduzierung der Kanal-
aktivierung und dem charakteristischen Auftreten von Offenzustinden geringerer
Leitfahigkeit. Auch die Offenzeiten des Ca®*-Kanals verhielten sich spannungs-
abhangig. Abbildung 4.30A zeigt die Offenzeiten der oberen Spur bei einer
Messung mit bis zu zwei sichtbaren Ca**-Kanalen. Wahrend bei niedrigen Haltepo-
tentialen der Ca*-Kanal Offenzeiten bis zu 400 ms aufwies, verkirzten sich die
Offenzeiten bei héheren Haltespannungen. Sie verblieben relativ konstant unter
100 ms. Zur Berechnung der Offenwahrscheinlichkeit des Ca®**-Kanals muRten
durch das Auftreten von mehreren Ca**-Kanalen wahrend der Messung die wahr-
scheinlichste Kanalanzahl pro Versuch berechnet werden (s. Kap. 3.8.5). Fur den
Ca®"-Kanal ergab sich ein Maximum der Offenwahrscheinlichkeit bei -75 mV (s.

Abb. 4.30B).
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Abb. 4.29: Der InsPz-aktivierbare hochselektive Ca?*-Kanal in der ci-Konfiguration.

A: Kanalereignisse des Ca*'-Kanals bei den indizierten Haltepotentialen wéahrend
einer ci-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L.

Die lonenkonzentrationen waren:

Pipette: 100 mM KGlu; 0,1 mM CaGluz und 1 mM MgCl: (pH 7,2).

Bad: 10 mM KGlu, 5 mM CaGluz und 1 mM MgClz (pH 7,2).

B: Strom-Spannungs-Kennlinie des hochselektiven Ca?*-Kanals.
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Abb. 4.30: Der InsPs-aktivierbare hochselektive Ca**-Kanal in der ci-Konfiguration.

A: Die Offenzeiten der oberen Spur (P(1)) des Ca**-Kanals bei Haltespannungen von
-18 mV bis -118 mV wéhrend einer ci-Messung mit zwei sichtbaren Ca*-Kanalen am
Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L. lonenkonzen-trationen wie in
Abb. 4.29 angegeben. Im oberen Diagramm (-28 mV) sind Offnungen von bis zu 400
ms Dauer erkenntlich. Im unteren Diagramm wurde zur anschaulichen Darstellung
die maximale Offnungszeit auf 50 ms normiert, da langere Ereignisse nicht mehr als
Ereigniswerte darzustellen waren.

B: Die Offenwahrscheinlichkeit des Ca?*-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 EinfluR der pH-Absenkung und der Erhéhung der Ca**-Konzentration
auf der vakuolaren 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
vakuolaren Seite unternommen. Dies schien angemessen, da insbesondere ALLEN
& SANDERS (1994a) durch ein Absenken des pH auf der vakuolaren Seite von pH
7,3 auf pH 55 eine drastische Abnahme der Offenwahrscheinlichkeit eines
spannungsabhangigen Ca*-Kanals von Vicia faba L.-SchlieRzellvakuolen fest-
stellten. Abbildung 4.31A zeigt die Kanalereignisse eines der wenigen Falle der
sichtbaren Einwirkung einer pH-Absenkung auf der vakuolaren Seite von pH 7,2 auf
pH 5,6 auf den Ca®-Kanal wahrend einer Messung. Nach dem Austausch des
Bades war eine Abnahme der Kanalaktivitat 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
Verkiirzung der Offenzeiten des Ca*-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 Kanalaktivitat beob-
achteten. In der Mehrzahl der Versuche (n = 5) konnte jedoch uberhaupt 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 Selektivitat von Ca®" gegeniiber K von 126 auf, bei einer

Leitfahigkeit von 12 pS.

Erhéhung der Ca®*-Konzentration

Um den EinfluB einer Anhebung der Ca*-Konzentration auf der vakuoléren Seite
auf den Ca?*-Kanal zu untersuchen, wurde im AnschluR an die Messungen mit 5
mM Ca?*" das Bad durch eine 50 milimolare Ca*-Glu-Lésung ausgetauscht. Dies
schien angebracht, da JOHANNES et al. (1992) bei einem vakuolaren Ca*-Kanal

aus Beta vulgaris L. eine von der Ca?*-Konzentration auf der vakuolédren Seite

abhangige Sattigung des lonenkanalstroms zeigen konnten. Die Erhdhung der
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Abb. 4.31: pH-Absenkung auf der vakuolaren Seite.

A: Kanalereignisse des hochselektiven Ca?'-Kanals wéahrend einer ci-Messung am
Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L. bei einem Haltepotential von
-28 mV. Die lonenkonzentrationen waren:

Pipette: 100 mM KGlu, 0,1 mM CaGluz und 1 mM MgClz (pH 7,2).

Bad: 10 mM KGlu, 5 mM CaGluz und 1 mM MgClz (pH 7,2; pH 5,6).

B: Die Einwirkung der pH-Absenkung auf der vakuolaren Seite auf die Offenzeiten
(erste Spur (P(1)).
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Abb. 4.32: pH-Absenkung auf der vakuolaren Seite.

A: Amplituden-Histogramm des hochselektiven Ca*-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. lonenkonzentrationen wie in
Abb. 4.31 angegeben.

Ca*-Konzentration auf der vakuoléaren Seite fiihrte zu einer vom Ca®**-Gleich-
gewichtspotential abhangigen Verschiebung des Umkehrpotentials von +32,6 auf
+64,9 mV (s. Abb. 4.33A). Mit dem Umkehrpotential von +64,9 mV ergab sich eine
Selektivitat von Ca* gegeniuber K* von 121. Auffallend bei den Messungen mit
erhdhten Ca®*-Konzentrationen war das vermehrte Auftreten von Offenzustanden
geringerer Leitfahigkeit (nicht gezeigt). Auch nach einer Absenkung des pH-Wertes

auf der vakuolaren Seite von pH 7,2 auf pH 5,6 zeigte sich keine Anderung der
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Verhéaltnisse. Bei einer Leitfahigkeit von 12 pS (s. Abb. 4.33B) ergab sich mit dem

Umkehrpotential von +66,1 mV eine Selektivitat von Ca** gegeniiber K* von 139.
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Abb. 4.33: EinfluR des Ca®" und des pH auf der vakuolaren Seite.

A: Ca**

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
Ca*" (x) gegeniiber den Messungen mit 50 mM Ca?* (®) aufgetragen.
Die lonenkonzentrationen waren:
Pipette: 100 mM KGlu; 0,1 mM CaGluz und 1 mM MgClz (pH 7,2).

Bad: 10 mM KGlu, 5 mM (x) oder 50 mM CaGlu. (®) und 1 mM MgCl: (pH 7,2).

Die Gleichgewichts-Potentiale fiir K* und Ca®* lagen bei -59 und +50, bzw. +79,5 mV.

B: pH

Strom-Spannungs-Kennlinie des Ca®*-Kanals von Messungen in der ci-Konfiguration
am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L.
Die lonenkonzentrationen waren:
Pipette: 100 mM KGlu; 0,1 mM CaGluz und 1 mM MgClz (pH 7,2).
Bad: 10 mM KGlu, 50 mM CaGluz und 1 mM MgCl: (pH 5,6).

70



Ergebnisse

4.3.2.3 Selektivitat fur lonen der Berylliumgruppe
Magnesium (Mg®")
Zur weiteren Charakterisierung des InsPs-aktivierbaren hochselektiven Ca**-Kanals

wurde die Leitfahigkeit und Selektivitat fur zweiwertige Kationen der Beryllium-

gruppe untersucht. Diese Untersuchung kann Aufschluf? Gber den Selektivitatsfilter

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

besonderem Interesse, da bis zu diesem Zeitpunkt fir tonoplastenstandige InsPs-
aktivierbare Ca*-Kanéale nur eine Leitfahigkeitsreihe in der wv-Konfiguration nach-

gewiesen werden konnte (Ca** > Ba*" > Sr**, ALEXANDRE & LASALLES 1992).

Zur Feststellung des Offnungsverhaltens und der Offenzeiten wurden die Versuche
mit 50 mM Ca*, Ba?**, Sr** bzw. Mg®" und 10 mM K* auf der vakuolaren Seite, sowie
0,1 mM Ca* und 100 mM K" auf der zytoplasmatischen Seite durchgefiihrt (s.
Legende Abb. 4.34). Fur die Ca**-Kontrolle (50 mM) resultierte aus dem Umkeht-
potential von +64,8 mV eine Selektivitat von Ca** gegeniiber K* von 121. Die Leit-
fahigkeit betrug 12 pS. Da sich die Selektivitat von Ca?" gegeniber K* unter Ver-

wendung von 100 mM CI" auf zytoplasmatischer und vakuolarer Seite nicht merk-

lich verringerte, kann vermutet werden, dall der durch InsPs aktivierbare, hoch-
selektive Ca?*-Kanal keine nennenswerte Permeabilitat fur CI besitzt.
Wurde das Ca*-Bad durch das Mg*-Bad ausgetauscht, wies der Ca**-Kanal keine

diskreten Offnungen mehr auf (Abb. 4.34A). Mg?* als Ladungstrager fuhrte in dieser

hohen vakuolaren Konzentration zu stark flickernden Offnungsereignissen mit sehr
kurzen Offenzeiten. Dies kénnte auf eine sterische Blockierung des Ca®*-Kanals

durch Mg? hinweisen, die z.B. von ryanodinabhangigen Ca*'-Kanalen des sarko-
plasmatischen Retikulums bekannt ist (MEISSNER et al. 1986). Das Umkehrpotential
verschob sich bei einer Leitfahigkeit von 15,5 pS deutlich in Richtung des Gleichge-

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

Gleichung (23) eine Reduzierung der Selektivitat fir Mg®* gegeniiber K* von 1,7 zur

Folge.
Unter Einbeziehung der relativen Permeabilitat von Mg* gegeniiber K* mit 1,7,
ergab sich mit Gleichung (26) fiir die Ca**-Kontrolle (50 mM) eine Steigerung der

Selektivitat von Ca* gegeniber K* von 129.
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Abb. 4.34: Mg®* als Ladungstrager.

A: Kanalereignisse des hochselektiven Ca?"-Kanals wéahrend einer ci-Messung am
Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L. bei den indizierten Halte-

potentialen.

B: Strom-Spannungs-Kurve des hochselektiven Ca?*-Kanals.
Die lonenkonzentrationen waren:
Pipette: 100 mM KCI; 0,1 mM CaGluz und 1 mM MgGluz (pH 7,2).
Bad (x): 10 mM KGlu, 50 mM CaClz und 1 mM MgGiluz (pH 7,2).

Bad (E): 10 mM KGlu, 50 mM MgCl: (pH 7,2).

Die Gleichgewichts-Potentiale fir K* , Mg?* und Ca®" waren -59, +50 und +79,5 mV.

72

500 ms

0.5 pA



Ergebnisse

Barium (Ba*")
Wurde Ca*" auf der vakuolaren Seite durch Ba?* ersetzt (Abb. 4.35B), verschob der
nun durch Ba** getragene einwértsgegerichtete Kationenstrom das Umkehr-

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

erh6hten Leitfahigkeit von 21,1 pS ergab sich mit Gleichung (23) eine Selektivitat
von Ba* gegeniber K* von 8. Unter Einbeziehung der relativen Permeabilitat von
Mg? gegeniiber K" mit 1,7, ergab sich mit Gleichung (26) eine Selektivitat von Ba®*
gegenuber K* von 8. Die hier vorgefundene Erhohung der Leitfahigkeit von 12 auf
21,1 pS mit Ba** als Ladungstrager steht somit im Widerspruch gegeniiber der von
ALEXANDRE & LASALLES (1992) nachgewiesenen Leitfahigkeitsreihe (Ca®* > Ba* >
Sr#h.

Die Offenzeiten blieben gegeniiber Messungen mit Ca* als Ladungstrager

unbeeinflult, wobei aber wiederum bei hoheren negativen Haltepotentialen

vermehrt Offenzust&nde geringerer Leitfahigkeit auftraten (s. Abb. 4.35A).

Strontium (Sr*")

Auch fur Sr** als Ladungstrager zeigte sich eine Verschiebung des Umkehrpotentials
in Richtung des Gleichgewicht-Potentials fur K*. Jedoch fiel die Selektivitatsver-
schiebung im Vergleich mit Ba®* schwacher aus. Aus dem Umkehrpotential von

+44,1 mV ergab sich mit Gleichung (23) eine Selektivitat von Sr** gegeniiber K* von

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

Erhéhung der Leitfahigkeit von 12 auf 17 pS mit Sr** als Ladungstrager steht somit
abermals im Widerspruch gegentber der von ALEXANDRE & LASALLES (1992)

nachgewiesenen Leitfahigkeitsreihe (Ca?* > Ba** > Sr*").

Unter Einbeziehung der relativen Permeabilitat von Mg* gegeniiber K* mit 1,7,
ergab sich mit Gleichung (26) eine Erh6hung der Selektivitéat von Sr** gegeniiber K*
von 20. Die Offenzeiten und das Offnungsverhalten des Ca**-Kanals &nderten sich

mit Sr** als Ladungstrager nicht sichtbar (s. Abb. 4.36A).
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Abb. 4.35: Ba®" als Ladungstrager.
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A: Kanalereignisse des hochselektiven Ca**-Kanals wéahrend einer ci-Messung am
Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L.

B: Strom-Spannungs-Kennlinie des hochselektiven Ca?*-Kanals.

Die lonenkonzentrationen waren:

Pipette: 100 mM KCI; 0,1 mM CaGluz und 1 mM MgGlu: (pH 7,2).

Bad (x): 10 mM KGlu, 50 mM CaCl; und 1 mM MgGiluz (pH 7,2).

Bad (E): 10 mM KGlu, 50 mM BaClz und 1 mM MgGlu:z (pH 7,2).

Die Gleichgewichts-Potentiale fiir K* und Ca?* lagen bei -59 und +79,5 mvE,

2 Fur Ba%* und Sr2* konnten keine Gleichgewichts-Potentiale bestimmt werden, da die Kationen nur
auf der vakuolaren Seite vorlagen (s. Kap. 3.8.4).
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Abb. 4.36: Sr** als Ladungstrager.

A: Kanalereignisse des hochselektiven Ca?'-Kanals wahrend einer ci-Messung am
Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L.

B: Strom-Spannungs-Kennlinie des hochselektiven Ca?*-Kanals.

Die lonenkonzentrationen waren:

Pipette: 100 mM KCI; 0,1 mM CaGluz und 1 mM MgGluz (pH 7,2).

Bad (x): 10 mM KGlu, 50 mM CaClz und 1 mM MgGiluz (pH 7,2).

Bad (m): 10 mM KGlu, 50 mM SrCl2 und 1 mM MgGlu:z (pH 7,2).

Die Gleichgewichts-Potentiale fiir K* und Ca?* lagen bei -59 und +79,5 mV.
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4.3.2.4 Hemmung durch lonenkanalblocker auf der vakuolaren Seite
Lanthan (La*")

Zur weiteren Charakterisierung des hochselektiven Ca?'-Kanals wurde die Per-
meabilitat fur dreiwertige Kationen aus der Gruppe der Lanthanoiden untersucht.
Das La**-Kation gilt als Ca®*-Kanalblocker in tierischen und pflanzlichen Zellen (HILLE
1992, PINEROS & TESTER 1995). Im Bereich von 0,1 pM bis 1 mM konnte fiir La®*" eine
dosisabhangige Hemmung festgestellt werden (s. Abb. 4.37B), wenn es auf der
vakuolaren Seite appliziert wurde. Die Konzentration von 1 mM fuhrte zum voll-
kommenen Ausfall der Offnungsereignisse. Niedrigere Konzentrationen fithrten zum

teilweisen Ausfall der Offnungsereignisse und dem vermehrten Auftreten von

Offenzustanden geringerer Leitfahigkeit. Die Hemmung durch La®*" war reversibel,
so dak nach dem Auswaschen wieder fast normale Offnungsereignisse beob-

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

Hemmung der Offenwahrscheinlichkeit des Ca?-Kanals wurde unter den vorge-

gebenen Bedingungen auf 8 uM abgeschatzt (s. Abb. 4.37D).

Gadolinium (Gd*")
Gd* ist ein weiteres Kation aus der Gruppe der Lanthanoiden, welches zur

spezifischen Hemmung von Ca*-Kanalen verwendet wird. So konnten ALLEN &
SANDERS (1994) an Vakuolen von Schlielzellen an Vicia faba L. eine

dosisabhangige Hemmung (K« = 10,3 pM) auf der vakuolaren Seite eines einwarts-
richtenden 27 pS Ca?-Kanals zeigen. Bei Z. mays L. Vakuolen wurden 100 pM Gd**
auf vakuolarer Seite getestet. Abbildung 4.38 zeigt die Einwirkung des Gd*>* auf das

Offnungsverhalten des Ca*-Kanals. Gd** bewirkt eine leichte Reduzierung der
Offenwahrscheinlichkeit (13 %) durch eine Abnahme der Offenzeiten. Auch konnte
ein vermehrtes Auftreten von Offenzustinden geringerer Leitfahigkeit beobachtet

werden.

Zink (Zn*")
Zn*" ist ein Kation der Il. Nebengruppe und wird zur Hemmung von lonenkanélen
verwendet. JOHANNES et al. (1992) konnten an tonoplastenangereicherten

Mikrosomen von Beta vulgaris L. eine dosisabhangige Hemmung (K». = 327 uM) des

spannungssensitiven Ca**-Ausstroms auf der zytoplasmatischen Seite feststellen. An
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Abb. 4.37: Hemmung des hochselektiven Ca**-Kanals durch La*".

A) Kanalereignisse einer ci-Messung bei -28 mV als Kontrolle vor der Zugabe von
La®*".

B) Zugabe von 1 mM La*' in das Bad (vakuolare Seite) blockierte den Ca**-Kanal
vollkommen.

C) Kanalereignisse nach dem Auswaschen des La*".

Die lonenkonzentrationen waren:

Pipette: 100 mM KGlu; 0,1 mM CaGluz und 1 mM MgCl: (pH 7,2).

Bad: 10 mM KGlu, 50 mM CaGluz und 1 mM MgClz (pH 5,6).

D) Dosis-Wirkungskurve der Hemmung der Offenwahrscheinlichkeit (Po) des hoch-
selektiven Ca*-Kanals durch La*" auf der vakuolaren Seite.

77



Ergebnisse

Z. mays L. Vakuolen wurde die Konzentration von 1 mM Zn** auf der vakuoléaren
Seite getestet. Abbildung 4.39 zeigt eine deutliche Hemmung von 80 % der Offen-

wabhrscheinlichkeit des Ca?*-Kanals. Die Hemmung war reversibel.

A

0.2 pA

Abb. 4.38: Hemmung des hochselektiven Ca?*-Kanals durch Gd*".
A) Kanalereignisse einer ci-Messung bei -28 mV als Kontrolle vor der Zugabe von Gd**.
B) Die Zugabe von 0,1 mM Gd*' in das Bad blockierte den Ca*-Kanal. Die Offen-

wahrscheinlichkeit des Kanals wurde durch Gd®*" um 13% + 12% reduziert.
Die lonenkonzentrationen waren:

Pipette: 100 mM KGlu; 0,1 mM CaGluz und 1 mM MgClz (pH 7,2).

Bad: 10 mM KGlu, 50 mM CaGluz und 1 mM MgCl: (pH 7,2).

A

Lo 1o,

L0 ms

0.3 pA

Abb. 4.39: Hemmung des hochselektiven Ca**-Kanals durch Zn*".

A) Kanalereignisse einer ci-Messung bei -28 mV als Kontrolle vor der Zugabe von Zn*".
B) Zugabe von 1 mM Zn*" in das Bad blockierte den Ca**-Kanal.

C) Kanalereignisse nach dem Auswaschen von Zn?*.

Die lonenkonzentrationen waren:

Pipette: 100 mM KGlu; 0,1 mM CaGluz und 1 mM MgClz (pH 7,2).

Bad: 10 mM KGlu, 50 mM CaGluz und 1 mM MgCl: (pH 5,6).
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4.3.3 Ein durch Ryanodin aktivierbarer lonenkanal

Vakuolensuspensionen von Z. mays L. setzten nach der Applikation von 1 uM Rya-

nodin Ca* frei (Abb. 4.10). Um den firr die Ca*'-Freisetzung verantwortlichen lonen-
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 Ca*-Konzentration von 1 uM auf der zytoplasmatischen Seite von einem
schnell aktivierbaren lonenkanal mit einer Leitfahigkeit von 19 pS getragen (s. Kap.
4.3.1 und Abb. 4.40 oben). Wurden unter diesen Bedingungen dem Bad (sprich
zytoplasmatische Seite) 1 uM 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).

+55mvy ‘400 pPA
%.] 00 mVv

500 ms

- Ryanodin

+ TuM Ryanodin

Ay
ARSI oy AN IASA DA AN AT

Abb. 4.40: Der Ryanodin-induzierbare Strom.

Der Einflu von 1 uM Ryanodin auf den Strom durch den Tonoplasten einer Vakuole
(45 um) aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L. bei Spannungsschritten von +55 bis
-100 mV. Messung in der wv-Konfiguration.

Die lonenkonzentrationen waren:

Pipette: 10 mM KGlu, 5 mM CaGluz, pH 5,2.

Bad: 100 mM KGlu, 1 pM CaGluz, pH 7,4.
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Abb. 4.41: Der Ryanodin-induzierbare Differenzstrom.
A: Die Strom-Spannungs-Kennlinien der Messung aus Abb. 4.40.

B: Die Differenz der Strom-Spannungs-Kennlinien der Messung aus Abb. 4.40.

C: Die Stromdichte (mA-m?) des Ryanodin-aktivierbaren Stromes durch den Tono-
plasten von Vakuolen aus Z. mays L. Koleoptil-Protoplasten. Messungen in der wv-

Konfiguration (n = 4). lonenkonzentrationen wie in Abb. 4.40 angegeben.
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Wurde der Strom durch den Tonoplasten vor und nach Applikation von 1 uM Rya-
nodin gegenuber 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 uM Ryanodin vom Strom durch
den Tonoplasten nach der Applikation von 1 uM Ryanodin substrahiert, so zeigte
der daraus resultierende Differenzstrom ein Umkehrpotential von -38 mV (£ 4 mV, s.
Abb. 4.41B). Unter der Annahme, dal der durch Ryanodin aktivierbare lonenstrom

fur Glukonat-lonen keine Permeabilitat besitzt, ergab sich unter Ver-wendung von

Gleichung (23) fiir den lonenstrom eine Selektivitat von Ca*" tiber K* von 0,8. Der

durch 1 uM Ryanodin induzierte Strom betrug hierbei bei -80 mV durchschnittlich -

10 mA'm?, bzw. +26 mA-m? bei +55 mV (s. Abb. 4.41C). Da das Umkehrpotential
des durch Ryanodin aktivierbaren Ilonenstroms unter den vorgegebenen
Bedingungen sich nicht signifikant vom Umkehrpotential des schnell aktivierbaren
lonenkanals (-37,8 mV, £0,9 mV, s. Kap. 4.3.1) unterschied, kdnnte es sich somit um
eine durch Ryanodin verursachte Aktivierung des schnell aktivierbaren lonenkanals
oder um die Aktivierung eines weiteren lonenkanals mit gleichen Umkehrpotential
handeln.

Um nachzuweisen, dall der durch Ryanodin aktivierbare Differenzstrom durch den
Tonoplasten durch einen spezifischen lonenkanal verursacht wurde, wurden Ver-
suche in der co-Konfiguration unternommen. Um eine spannungsabhangige Akti-
vierung des durch Ryanodin aktivierbaren lonenkanals darstellen zu kbnnen wurde
das Haltepotential in Spannungsschritten von +55 bis -100 mV verandert. Ab-
bildung 4.42 zeigt neben der Aktivierung des schnell aktivierbaren lonenkanals mit
der Leitfahigkeit von 19 pS im Kontrollversuch (s. Abb. 4.42, linke Seite) nach Appli-
kation von 1 uM Ryanodin die Aktivierung eines weiteren lonenkanals mit groRerer
Leitfahigkeit, sowohl bei positiven als auch bei negativen Haltepotentialen (s. Abb.
4.42, rechte Seite). Ubereinstimmende Ergebnisse unter Verwendung von
Pulsprotokollen, d. h. schnelle Offnungsereignisse 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 Veranderung
des Haltepotentials diskrete Offnungsereignisse des durch Ryanodin aktivierbaren
lonenkanals beobachtet werden (s. Abb. 4.43). Der durch Ryanodin aktivierbare

lonenkanal hatte unter den vorgegebenen Bedingungen eine Leitfahigkeit von
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Abb. 4.42: Der Ryanodin-aktivierbare lonenkanal.

Die Aktivierung des lonenkanals durch 1 uM Ryanodin bei Spannungsschritten von
+55 bis -100 mV einer co-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von
Z. mays L. lonenkonzentrationen wie in Abb. 4.40 angegeben.
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Abb. 4.43: Der Ryanodin-aktivierbare lonenkanal.

Kanalereignisse des durch Ryanodin aktivierbaren lonenkanals bei kontinuierlicher
Veranderung des Haltepotentials aus co-Messungen am Tonoplasten aus Koleoptil-
Protoplasten von Z. mays L. lonenkonzentrationen 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 Uberein. Unter der Annahme, dafl der
durch Ryanodin aktivierbare lonenkanal fur Glukonat-lonen keine Permeabilitat
besitzt, errechnete sich unter Verwendung von Gleichung (23) eine Selektivitat von
Ca* uber K* von 0,8. Trotz der nicht bedeutenden Selektivitat von Ca** iber K,
ermoglichte der Ryanodin-aktivierbare lonenkanal bei einem Uber dem
Tonoplasten vorhandenen Ca*-Gradienten (Vakuole [mM], Zytoplasma [pM], s.

Abb. 4. 10) einen Ca?*-Transport durch den Tonoplasten.
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Abb. 4.44; Der Ryanodin-aktivierbare lonenkanal.

Die Strom-Spannungs-Kennlinie des durch Ryanodin aktivierbaren lonenkanals 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 lonenkanal (19 pS, 0) gegenuber der Strom-Spannungs-
Kennlinie des Ryanodin-aktivierbaren lonenkanal (122 pS, O) aufgetragen.
Mittelwerte und Standardabweichungen aus 8 (00) und 5 (O) Messungen.
lonenkonzentrationen wie in Abb. 4.40 angegeben.

4.3.3.1 Aktivierung durch zyklische ADP-Ribose
Zyklische Adenosin-Diphosphat-Ribose (cADPR) gilt neben InsP: mittlerweile als

weiterer intrazellularer Botenstoff der Ca?*-abhangigen Signaltransduktion. So

konnten CLAPPER et al. (1987) und GALIONE et al. (1991) an Seeigel-Eier-Homo-
genat eine durch cADPR induzierte Ca*-Freisetzung nachweisen. Eine cADPR-ab-

hangige Ca*'-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 Ca**-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 lonenkanals mit der
Leitfahigkeit von 19 pS im Kontrolliversuch nach Applikation von 1 uM cADPR die
Aktivierung eines weiteren lonenkanals mit groBerer Leitfahigkeit sowohl bei
positiven als auch bei negativen Haltepotentialen. Die Analogie der schnellen
Offnungsereignisse ohne klar erkennbare Amplitude und die vom Haltepotential
abhangige Umkehr der Amplituden liel3 die Vermutung zu, daf} es sich hier um eine
cADPR-abhangige Aktivierung des durch Ryanodin aktivierbaren lonenkanals

handelte (s. Abb. 4.45).

4.3.3.2 Hemmung durch Ruthenium Rot
Ruthenium Rot gilt neben Mg* und Procain als sperzifischer Antagonist der

Ryanodin- und cADPR-abhéngigen Ca?*'-Freisetzung (MEISSNER et al. 1986,
GALIONE et al. 1991). ALLEN et al. (1995) konnten mit 100 uM Ruthenium Rot auf der
zytoplasmatischen Seite in der co-Konfiguration an pflanzlichen Vakuolen von B.
vulgaris L. eine Hemmung der durch cADPR aktivierten Offnungsereignisse
demonstrieren.

Bei Z. mays L. Vakuolen wurden die Konzentrationen von 1 und 100 uM Ruthenium
Rot auf der zytoplasmatischen Seite getestet. Abbildung 4.46 zeigt die Einwirkung

von 100 pM Ruthenium Rot auf das Offnungsverhalten des durch Ryanodin

aktivierten Ca®*-Kanals in der Gegenwart von 1 pM Ryanodin. Ruthenium Rot

bewirkte einen kompletten Ausfall der Offnungsereignisse.
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Abb. 4.45: Aktivierung des Ryanodin-aktivierbaren lonenkanals durch cADPR.

Die Aktivierung eines lonenkanals durch 1 uM cADP-Ribose bei Spannungsschritten
von +55 bis -100 mV einer co-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten
von Z. mays L. lonenkonzentrationen wie in Abb. 4.40 angegeben.
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Abb. 4.46: Hemmung des Ryanodin-aktivierbaren lonenkanals.

Die Hemmung des durch Ryanodin (1 uM) aktivierten lonenkanals durch 100 pM
Ruthenium-Rot bei Spannungsschritten von +55 bis -100 mV einer co-Messung am
Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L. lonenkonzentrationen wie in

Abb. 4.40 angegeben.
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4.3.4 Ein lonenkanal mit 37 pS Leitfahigkeit

4.3.4.1 Symmetrische und asymmetrische KCI-Konzentration

Bei Messungen mit symmetrischen KCl-Konzentrationen (100 mM KCI) auf zytoplas-
matischer (Pipette) und vakuolarer Seite (Bad) zeigte sich ein weiterer lonenkanal
mit einer Leitfahigkeit von 37 pS (Symbol: ®, Abb. 4.47). Der lonenkanal wies ein
ohmsches Verhalten auf, wobei das Umkehrpotential erwartungsgeman bei 0 mV

lag. Die Offnungsereignisse (s. Abb. 4.48) zeigen ein typisches Merkmal des lonen-

®37pS A7 pS ©19 pS

3,5 PA
3 o ®
2,5 L
100 mM KCI @ 100 mM KCl 9 :
1,5 ' ® o
° o
o <o
05+ @ % A, °

Abb. 4.47: Symmetrische KCIl-Konzentration.

Die Strom-Spannungs-Kennlinien von Messungen am Tonoplasten aus Koleoptil-
Protoplasten von Z. mays L. in der ci-Konfiguration. Die Stromamplituden des
lonenkanals mit 37 pS Leitfahigkeit (®) wurden gegen die Haltepotentiale
aufgetragen. Zum Vergleich sind die Strom-Spannungs-Kennlinien der lonenkanale
mit 7 pS (A) und 19 pS (<) dargestellt. Die lonenkonzentrationen waren 100 mM
KCI, 1 mM CacClz: und 2 mM MgCl: 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 lonenkanal durch gehaufte Offenzustande innerhalb
langer Geschlossenzustande aus (s. Abb. 4.48). Es zeigten sich keine diskreten Off-
nungen des lonenkanals. Vielmehr waren die Offnungszeiten durch schnelle An-
und Ausschaltereignisse unterbrochen. Auch sehr kurze Offnungen, welche sich
den gehauften Offenzustanden anschlossen (sog. Nachereignisse) waren zu erken-
nen. Dieses Verhalten spiegelte sich in den Offenzeiten des lonenkanals deutlich

wieder (s. Abb. 4.49). Im positiven Spannungsbereich anderte sich das Offnungs-
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Abb. 4.48: Symmetrische KCIl-Konzentration.

Kanalereignisse des lonenkanals mit 37 pS Leitfahigkeit bei

0,3 pA

25
0,5 pA

200 ms
- 1
0,7 pA

indizierten

Spannungen einer ci-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von

Z. mays L. lonenkonzentrationen wie in Abb. 4.47 angegeben.
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verhalten des lonenkanals grundlegend. Es zeigten sich diskrete Offnungen die
eine Dauer von 500 ms Uberschreiten konnten. Eine weitere Spannungserhéhung
im positiven Bereich zeigte eine deutliche Aktivierung des lonenkanals mit 37 pS
Leitfahigkeit, was sich durch die Ausbildung des zwei- bis funffachen Amplituden-
maximums als Summe des Einzelmaximums darstellt. Der lonenkanal zeigte somit in
der ci-Konfiguration die Eigenschaften eines spannungsabhangigen lonenkanals,
der durch die Erhéhung der Offenwahrscheinlichkeit vornehmlich im positiven

Spannungsbereich 6ffnete.
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Abb.: 4.49: Symmetrische KCI-Konzentration.

Offenzeiten des lonenkanals mit 37 pS Leitfahigkeit bei einer Haltespannung von -
40 mV und +20 mV wéahrend einer ci-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-
Protoplasten von Z. mays L.

lonenkonzentrationen wie in Legende Abb. 4.47 angegeben.

Unter Verwendung asymmetrischer KCl-Konzentrationen in Pipette und Bad wurden
Messungen zur Identifizierung der unterschiedlichen Selektivitaten des lonenkanals
unternommen. Fur den lonenkanal mit 37 pS Leitfahigkeit zeigte sich mit einem
Umkehrpotential von -36,1 mV eine Verschiebung in Richtung des Gleichgewichts-
Potential fur K* (s. Abb. 4.50B). Nach Gleichung (14) ergab sich somit eine
Selektivitat von K* uber CI von 7. Diese Berechnung gilt jedoch nur unter der
Voraussetzung, da Ca** und Mg** keinen EinfluR auf das Umkehrpotential hatten.

Die Offenzeiten des lonenkanales mit 37 pS Leitfahigkeit zeigten sich gegenuber
den Messungen unter symmetrischen KCIl-Konzentrationen weitgehend unver-

andert (nicht gezeigt).
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Abb. 4.50: Asymmetrische KCIl-Konzentration.

A: Kanalereignisse des lonenkanals mit 37 pS Leitfahigkeit bei den indizierten
Spannungen einer ci-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von
Z. mays L. Die lonenkonzentrationen waren 100 mM KCI, 1 mM CaCl: und 2 mM
MgCl: in der Pipette (pH 7,2), sowiel0 mM KCI, 1 mM CacClz und 2 mM MgCl. im Bad

(pH 7,2).

B: Die Strom-Spannungs-Kennlinie von Messungen am Tonoplasten aus Koleoptil-

Protoplasten von Z. mays L.
Konzentrationen.

in der ci-Konfiguration bei asymmetrischen KCI-

Das Gleichgewichts-Potential fiir K™ lag bei -59 mV, fir CI" bei +49 mV.
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4.3.4.2 Selektivitat fur Ca®

Zur Identifikation der Ca**-Permeabilitat des lonenkanals mit 37 pS Leitfahigkeit
wurde, nach Messungen mit symmetrischer oder asymmetrischer KCIl-Konzentra-
tion, der lonenkanal durch Badwechsel einer 50 millimolaren Ca?**-Konzentration
auf der vakuolaren Seite unterworfen. Somit konnte der eventuell hemmende
Effekt hoher vakuolarer Ca*-Konzentrationen festgestellt werden. Abbildung 4.51A
zeigt, daR die Offnungsereignisse sowohl bei negativen und positiven Halte-
potentialen nur aus indiskreten flickernden Offnungen bestanden. Die Strom-
Spannungs-Kennlinie wies fur den lonenkanal von 37 pS Leitfahigkeit ein Umkehr-
potential von -7,3 mV auf (Abb. 4.51B). Unter Verwendung von Gleichung (23)
ergab sich somit eine Selektivitat von Ca?" gegeniiber K* von 0,7. Wurde die
relative Permeabilitat von K gegenuber CI' mit 7 bericksichtigt (Gleichung 26)
verblieb der Wert bei 0,6.

4.3.4.3 Selektivitat fur Na* und Rb*
Zur Uberprifung der Permeabilitat fir Na®™ wurden Versuche mit asymmetrischen
Na'/K*-Konzentrationen in Bad und Pipette unternommen. Die Strom-Spannungs-

Kennlinie zeigte, daR der lonenkanal mit 37 pS Leitfahigkeit neben K" auch Na*

transportierte. Bei der Berechnung der Selektivitat wurde die relative Permeabilitat

von K" gegeniber CI' (s.0.) mit 7 berticksichtigt. Unter Anwendung der Gleichung

(15) liel? sich mit einem Umkehrpotential von +3,7 mV (s. Abb. 4.52) fur den lonen-
kanal eine Selektivitat von K* gegentber Na* von 1 errechnen.

Die Offenzeiten des lonenkanales zeigten sich mit Na* gegenliber den Messungen

mit symmetrischen und asymmetrischen KCI-Konzentrationen unverandert (nicht

gezeigt).

Wurde Na’ gegen Rb" ausgetauscht, ergab sich fur den lonenkanal mit 37 pS Leit-
fahigkeit eine Permeabilitat fur Rb*. Die Kanalereignisse (s. Abb. 4.53A) zeigten, dal
Rb" das Offnungsverhalten des lonenkanales gegeniiber symmetrischen und
asymmetrischen KCl-Konzentrationen nicht verandert. Wiederum waren kurze Off-
nungszeiten bei negativen Haltepotentialen und verlangerte Offenzeiten mit

diskreten Kanal6ffnungen bei positiven Haltepotentialen zu erkennen. Auch die
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Abb. 4.51: Selektivitat fur Ca®".

A: Kanalereignisse des lonenkanals mit 37 pS Leitfahigkeit bei den indizierten
Spannungen einer ci-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von
Z. mays L. Die lonenkonzentrationen waren:

Pipette: 100 mM KCI, 1 mM CacClz und 2 mM MgCl: (pH 7,2).
Bad: 1 mM KCI, 50 mM CacClz und 2 mM MgClz (pH 7,2).

B: Die Strom-Spannungs-Kennlinie des lonenkanals mit 37 pS Leitfahigkeit.
Die Gleichgewichts-Potentiale lagen bei +50 mV (Ca**) und -108 mV (K*).

C: Die Offenzeiten des lonenkanals mit 37 pS Leitfahigkeit bei einer Haltespannung
von -17 mV und +33 mV wahrend einer ci-Messung.
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Abb. 4.52: Selektivitat fur Na.

Die Strom-Spannungs-Kennlinie des lonenkanals mit 37 pS Leitfahigkeit von
Messungen am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L. in der ci-
Konfiguration. Die lonenkonzentrationen waren:

Pipette: 100 mM KCI, 1 mM NacCl, 1 mM CaCl: und 2 mM MgClz (pH 7,2).

Bad: 1 mM KCI, 100 mM NacCl, 1 mM CaCl: und 2 mM MgCl2 (pH 7,2).

Die Gleichgewichts-Potentiale lagen bei +118 mV (Na*) und -118 mV (K).

Leitfahigkeit blieb mit 37 pS von Rb" unbeeinflut, wobei das Umkehrpotential
gegenuber den Bedingungen der asymmetrischen Na'/K*-Konzentrationen mit -3,2
mV bei Rb* mehr in Richtung des Gleichgewichts-Potentials fur K* verschoben
wurde (s. Abb. 4.53B). Unter Einbeziehung der relativen Permeabilitat von K*
gegenuber CI' mit 7 ergab sich fir den lonenkanal eine Selektivitat von K*

gegeniber Rb* von 1,3.
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Abb. 4.53: Selektivitat fir Rb™.

A: Einzel-Kanalereignisse des lonenkanals mit 37 pS Leitfahigkeit bei den indizierten
Spannungen einer ci-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von
Z. mays L. Die lonenkonzentrationen waren:

Pipette: 100 mM KCI, 1 mM RbCI, 1 mM CacClz und 2 mM MgClz (pH 7,2).

Bad: 1 mM KCI, 100 mM RbCI, 1 mM CaClz und 2 mM MgClz (pH 7,2).

B: Die Strom-Spannungs-Kennlinie des lonenkanals mit 37 pS lonenkanals.

Die Gleichgewichts-Potentiale lagen bei +118 mV (Rb™) und -118 mV (K").
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4.3.5 Ein lonenkanal mit 7 pS Leitfahigkeit

4.3.5.1 Symmetrische und asymmetrische KCI-Konzentration

Bei Messungen mit symmetrischen KCl-Konzentrationen (100 mM KCI) auf zyto-
plasmatischer (Pipette) und lumenal vakuolarer Seite (Bad) zeigte sich ein weiterer
lonenkanal mit einer Leitfahigkeit 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 lonenkanals hin, wobei das

Umkehrpotential erwartungsgeman bei 0 mV lag (Symbol: A, s. Abb. 4.55A).

-100 mV

C_
o_
-80 mV
c_
O_
2s
+80 mV 0.3 DA
o- 3p
C_
+100 mV e
o- 0.3 pA
C_
25
0.3 pA

Abb. 4.54; Symmetrische KCI-Konzentration.

Kanalereignisse des lonenkanals mit 7 pS Leitfahigkeit bei den indizierten
Spannungen von ci-Messungen am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von
Z. mays L. Die lonenkonzentrationen waren 100 mM KCI, 1 mM CaCl: und 2 mM
MgClz in der Pipette (pH 7,2) und im Bad (pH 7,2).

Die Offenzeiten des lonenkanales mit 7 pS Leitfahigkeit (s. Abb. 4.55B) zeigten unter
diesen Bedingungen ein gegeniuber den lonenkanalen mit 37 pS und 19 pS Leit-
fahigkeit verandertes Verhalten. Der lonenkanal mit 7 pS Leitfahigkeit zeigte eine
eindeutige Praferenz bei negativen Haltespannungen mit diskreten Offnungen von
bis zu 500 ms Dauer. Im positiven Bereich der Haltespannungen zeigten sich wenig
diskrete Offnungen mit Offnungszeiten unter 100 ms. Gegeniiber den anderen

lonenkanalen war keine spannungsabhangige Aktivierung des lonenkanals mit
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7 pS Leitfahigkeit, sowohl im postiven als auch im negativen Bereich der

Haltepotentiale zu erkennen.
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Abb. 4.55: Symmetrische KCIl-Konzentration.

A: Die Strom-Spannungs-Kennlinie des lonenkanals mit 7 pS (A) Leitfahigkeit 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 lonenkanale mit 19 pS (<) und 37 pS (C) dar-gestellt.

B: Offenzeiten des lonenkanals mit 7 pS Leitfahigkeit bei -80 und +100 mV Halte-
spannung.

Unter Verwendung asymmetrischer KCl-Konzentrationen in Pipette und Bad wurden
Messungen zur Selektivitdt des lonenkanals mit 7 pS Leitfahigkeit 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 fur K auf. Mit -20 mV lag eine Selektivitat
von K* gegenuiber CI von 2,7 vor. Der lonenkanal mit 7 pS Leitfahigkeit zeigte somit
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gegenitber den anderen lonenkanalen eine schwachere Diskriminierung von CI
gegeniber K*. Wiederum war ein lineares ohmsches Verhalten des lonenkanals mit
einer Leitfahigkeit von 7 pS zu erkennen. Die Offenzeiten zeigten sich bei den

asymmetrischen KCIl-Konzentrationen gegenuber symmetrischen nicht verandert.
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Abb. 4.56: Asymmetrische KCI-Konzentration.

A: Kanalereignisse des lonenkanals mit 7 pS Leitfahigkeit bei den indizierten
Spannungen einer ci-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von
Z. mays L. Die lonenkonzentrationen waren 100 mM KCI, 1 mM CaCl; und 2 mM
MgCl: in der Pipette (pH 7,2) sowie 10 mM KCI, 1 mM CaClz und 2 mM MgClz im Bad
(pH 7,2).

B: Die Strom-Spannungs-Kennlinie des lonenkanals mit 7 pS Leitfahigkeit. Das

Gleichgewichts-Potential fur K* (Ex*) lag bei -59 mV, fur CI” bei +49 mV.
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4.3.5.2 Selektivitat fur Ca*
Auch der lonenkanal mit 7 pS Leitfahigkeit wurde nach Messungen unter

symmetrischer oder asymmetrischer KCIl-Konzentrationen durch Badwechsel einer

50 millimolaren Ca?'-Konzentration auf der vakuolaren Seite unterworfen.

Abbildung 4.57A zeigt, dal’ der lonenkanal mit 7 pS Leitfahigkeit auch bei hohen
A
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Abb. 4.57: Selektivitat fur Ca®".

A: Kanalereignisse des lonenkanals mit 7 pS Leitfahigkeit bei den indizierten
Spannungen einer ci-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von
Z. mays L. Die lonenkonzentrationen waren:

Pipette: 100 mM KCI, 1 mM CacClz und 2 mM MgCl: (pH 7,2).

Bad: 1 mM KCI, 50 mM CacClz und 2 mM MgClz (pH 7,2).

B: Die Strom-Spannungs-Kennlinie des lonenkanals mit 7 pS Leitfahigkeit.

Die Gleichgewichts-Potentiale lagen bei +50 mV (Ca**) und -108 mV (K*).
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Ca*-Konzentrationen auf der vakuolaren Seite einen Ca*-Transport ermdglichte.

Die Messungen zur Selektivitat fir Ca®" 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 Selektivitat von Ca* gegen-
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Abb. 4.58: Selektivitat fir Ca*".

Die Offenzeiten des lonenkanals mit 7 pS Leitfahigkeit bei einer Haltespannung von
-107 und +93 mV wahrend einer ci-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-
Protoplasten von Z. mays L. lonenkonzentrationen wie in Legende Abb. 4.57
angegeben.

tber K* von 0,5. Wurde die relative Permeabilitat von K gegeniiber CI' mit 2,7

berucksichtigt (Gleichung 24) verbleibt der Wert bei 0,3.

Die Offenzeiten (s. Abb. 4.58) zeigten, daR hohe Ca*" -Konzentrationen auf der va-
kuolaren Seite sowohl bei positiven als auch bei negativen Haltespannungen eine

Verkiirzung der Offnungsereignisse bewirkten.

4.3.5.3 Selektivitat fur Na* und Rb”*

Die Uberprifung der Selektivitat fir Na® zeigte, daB der lonenkanal mit 7 pS
Leitfahigkeit bei einem Umkehrpotential von 8,7 mV neben K' auch Na’
transportierte (s. Abb. 4.59B). Unter Einbeziehung der relativen Permeabilitat von K*
gegenuber CI' mit 2,7 ergab sich fur den lonenkanal mit 7 pS Leitfahigkeit eine

Selektivitat von Na* gegeniber K" von 1,1.
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Abb. 4.59: Selektivitat fur Na*.
A: Kanalereignisse des lonenkanals mit 7 pS Leitfahigkeit bei den indizierten
Spannungen einer ci-Messung am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von
Z. mays L. Die lonenkonzentrationen waren:

Pipette: 100 mM KCI, 1 mM NacCl, 1 mM CaClz und 2 mM MgClz (pH 7,2).

Bad: 1 mM KCI, 100 mM NacCl, 1 mM CacClz und 2 mM MgClz (pH 7,2).
B: Die Strom-Spannungs-Kennlinie des lonenkanals mit 7 pS Leitfahigkeit. Die

Gleichgewichts-Potentiale fir K und Na* lagen bei -118 mV und +118 mV.

C: Offenzeiten des lonenkanals mit 7 pS Leitfahigkeit bei -140 und +120 mV Halte-

spannung.
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Die Offenzeiten zeigten sich gegeniber den symmetrischen und asymmetrischen
KCI-Konzentrationen nicht wesentlich verandert (s. Abb. 4.59C). Im Gegensatz zu
den lonenkanalen mit 39 und 19 pS Leitfahigkeit zeigte der Kanal mit 7 pS
Leitfahigkeit jedoch auch bei hohen unphysiologischen Haltepotentialen diskrete

Offnungsereignisse.

Fir den lonenkanal mit 7 pS Leitfahigkeit ergab sich gegentuber den anderen

lonenkanalen die hochste Permeabilitat fur den Transport von Rb* (s. Abb. 4.60).

Mit einem Umkehrpotential von +23,8 mV errechnete sich unter Einbeziehung der
relativen Permeabilitat von K* gegenuber CI' mit 2,7 eine Selektivitat von K*

gegenlber Rb* von 0,4.
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Abb. 4.60: Selektivitat fur Rb™.

Die Strom-Spannungs-Kennlinie des lonenkanals mit 7 pS Leitfahigkeit von
Messungen am Tonoplasten aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L. in der ci-
Konfiguration. Die lonenkonzentrationen waren:

Pipette: 100 mM KCI, 1 mM RbCI, 1 mM CacClz und 2 mM MgCl: (pH 7,2).

Bad: 1 mM KCI, 100 mM RbCI, 1 mM CacClz und 2 mM MgClz (pH 7,2).

Die Gleichgewichts-Potentiale lagen bei +118 mV (Rb*) und -118 mV (K.
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5. Diskussion

Fur den pflanzlichen und tierischen Organismus ist Ca®* u. a. ein essentielles Kation
fur die Steuerung physiologischer Prozesse des Zellwachstums und der Zelldifferen-
zierung. Modifikationen in der freien zytoplasmatischen Ca?'-Konzentration
([Ca®*1]) wurden nach unterschiedlichsten Stimuli festgestellt.

So wurde durch exogene Applikation vieler Pflanzenwuchsstoffe, wie Abzissins&ure
(GEHRING et al. 1990b, MCAINSH et al. 1990, SCHROEDER & HAGIWARA 1990, GIL-
ROY et al. 1991, IRVING et al. 1992), Indol-3-Essigsaure (FELLE 1988a, GEHRING et al.

1990b, IRVING et al. 1992) und Kinetin (IRVING et al. 1992) ein Anstieg von [Ca®" ]
beobachtet.

Weitere Stimuli, die [Ca* »] beeinflussen kénnen sind Rotlicht (ERMOLAYEVA et al.
1997, SHACKLOCK et al. 1992), Blaulicht (LONG & JENKINS 1998), Schwerkraft
(GEHRING 1990a), Beruhrung und Temperatur (KNIGHT et al. 1991), oxidativer Stref
(MCAINSH et al. 1996), CO2 (WEBB et al. 1996) und Interaktion mit Mikroorganismen

und Pilzen.

Die Modifikationen der freien [Ca®',:] werden als Teil einer oder mehrerer Signal-

transduktionsketten aufgefallt und weisen erhebliche Variationen hinsichtlich der
Hohe des Ca®*-Signals, ihrer Dauer oder dem Ort ihrer Freisetzung auf (BUSH 1995,
MALHO et al. 1998). Die Aufrechterhaltung einer niedrigen [Ca* 4] ist die Grundvor-
aussetzung zur Eignung von Ca*" als chemischer Botenstoff bei Ca**-vermittelten

Antworten. Fir Z. mays L.-Koleoptilen wurden fiir [Ca®*,:] Werte von ca. 120 nM mit
Hilfe ionenselektiver Mikroelektroden bestimmt (FELLE 1988a). Ahnliche 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 Ca** gemessen (FELLE

1988b), wobei auch die freie Ca**-Konzentration im extrazellularen apoplastischen

Raum im millimolaren Bereich angegeben wird. Weitere Zellorganelle, welche eine

Ca**-Konzentration beinhalten, die (iber dem zytoplasmatischen Spiegel liegt, sind

das Endoplasmatische Retikulum, Mitochondrien und Chloroplasten. Somit kann
ein Anstieg von [Ca*] durch einen Ca**-Einstrom iiber das Plamalemma oder die

Freisetzung von Ca*" aus intrazellularen Ca**-Depots erfolgen. Die Rolle eines Ca**-
Einstroms durch das Plamalemma konnte bei verschiedenen Pflanzen mittels

pharmakologischer und Isotopen-Flul-Studien (DE SILVA et al. 1985, MAC-ROBBIE

103



Diskussion

1989, MCAINSH et al. 1991), Ca*-Imaging (GILROY et al. 1991, MCAINSH et al. 1992)
und Patch-Clamp-Technik (SCHROEDER & HAGIWARA 1990, COSGROVE &
HEDRICH 1991) vorgestellt werden.

Eine Freisetzung von Ca?" aus internen Ca?'-Depots konnte mittels Ca*-Imaging-
Techniken (GILROY et al. 1991, MCAINSH et al. 1992) gezeigt werden, wobei auch
der EinfluR Ca*-mobilisierender Agenzien wie InsPs (GILROY et al. 1990) und zyKkli-
sche ADP-Ribose (ALLEN et al. 1995) nachgewiesen wurde.

FELLE (1988a) konnte in Koleoptilen von Z. mays L. nach Applikation von 1 uM Indo-
lyl-3-Essigsaure nach einer 3 - 5 minitigen lag-Phase einen langfristigen Anstieg der
[Ca*] aufzeigen. Der Anstieg von [Ca®'] wurde von oszilierenden Schwankun-
gen mit einem Intervall von ca. 30 min begleitet, welche wiederum mit oszil-
lierenden Schwankungen des Membranpotentials und des zytoplasmatischen pH
korrespondierten. Weitere langerfristige Veranderungen von [Ca* 41 in Koleoptilen
von Z. mays L. wurden nach Zugabe der “Phytohormone” Abzissins&ure (GEHRING
et al. 1990b) und Gibberelins&ure (GILROY & JONES 1992) beobachtet. Neben die-
sen langer anhaltenden Anderungen von [Ca*:] wurden auch in anderen Pflan-
zen kurzfristige, transiente Anderungen von [Ca*.] gemessen. So berichteten
KNIGHT et al. (1991) von einem schnellen, transienten Anstieg von [Ca®',] nach
Elicitorgaben bei Tabakkeimlingen. Weiterhin zeigten EHRHARDT et al. (1996) Ca**-

»opiking* in Wurzelhaaren von Medicago sativa L. nach Zugabe von Nodfaktoren.

Die Information eines chemischen Botenstoffes wie Ca** kann neben der Perma-
nenz des Signals auch Uber 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 stationare Ca**-
Gradienten beschrieben wurden. Bei Wurzelhaaren von Sinapis alba L. konnten
HERRMANN & FELLE (1995) in der Wachstumszone eine [Ca®'] von 0,5 - 2 pM be-

stimmen, wahrend sie in den basalen Regionen niedriger war (0,1 - 0,3 uM).

In Kontrast zu tierischen Systemen sind in der pflanzlichen Zelle die Mechanismen

der zytoplasmatischen Ca**-Homéostase und Ca**-abhangigen 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 Ca**-
Homoostase und Ca*-abhangige Signaltransduktion. Die Rolle der pflanzlichen

Vakuole bei der zytoplasmatischen Ca®*-Homoostase wurde lange Zeit unter-

schatzt. Galt die Vakuole lange Zeit als “passives” Speicherorganell, so zeigen
neuere Untersuchungen die aktive Beteilgung der Vakuole an Ca?*-Homdostase

und Ca**-abhangiger Signaltransduktion.

5.1 Die Energetisierung der sekundar aktiven Transportprozesse
durch die v-H*-ATPase und die v-PPase

An Vakuolensuspensionen von Z. mays L. konnte gezeigt werden, dal} die tono-

plastenstandige v-H*-ATPase und die v-PPase die Vakuole auf einen pH-Wert von

4,8 + 0,2 bzw. 4,6 £ 0,4 ansauern. Die halbmaximale Inhibition der Protonentransloka-
tion der v-H*-ATPase durch Bafilomycin wurde auf 120 pM extrapoliert (s. Kap. 4.1).

Die tonoplastenstandige v-H*-ATPase und v-PPase transportieren unter ATP- bzw.
PPi-Spaltung parallel Protonen in das vakuolare 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 vernachlassigen ist (SZE
1985, REA & SANDERS 1987, JOHANNES & FELLE 1990, FELLE 1991, DAVIES 1997).

Den primar aktiven Transportprozessen, die am Aufbau des elektrochemischen Pro-
tonengradienten beteiligt sind, werden die sog. sekundar aktiven
Transportprozesse an die Seite gestellt, die diese konservierte Energie als Triebkraft
benutzen. Der Uber dem Tonoplasten liegende elektrochemische
Protonengradient ermoglicht die Aufnahme einer Vielzahl von

Stoffwechselprodukten wie Glukose, Anthocyane, Phenylalanin und Kationen wie

Ca®, Mg® 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. Ubereinstimmend konnte mit Hilfe der *P-NMR-Technik, sowie

der pH-Indikatoren Quinacrin und Acridinorange an Vakuolenpraparationen 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) fir eine
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Vakuolenpraparation aus Z. mays L.-Koleoptil-Protoplasten vor Energetisierung ei-
nen internen pH-Wert von 4,9 fest, was vermutlich durch die unterschiedliche Pra-
paration herrihrt (s. Kap. 3.4). Ursachen fur die Aufrechterhaltung von unter-
schiedlichen pH-Gradienten Uber dem Tonoplasten in Abwesenheit energielie-
fernder Substrate konnen in einer niedrigen Permeabilitat des Tonoplasten fur Pro-
tonen, einer hohen vakuolaren Pufferkapazitat oder den Uber 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 Aktivitat der v-H'-ATPase senkte das pH des vakuolaren 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 uM abgeschatzt (s. Abb. 4.1B).

Der pH-Gradient zwischen Vakuole und Versuchsmedium wurde durch die v-H*-

ATPase um 0,9 Einheiten erh6éht, wogegen BRODMERKEL (1994) und WILHELMI

(1994) durch die Aktivitat der v-H*-ATPase an Z. mays L. Vakuolen nur eine zusatz-
liche Erhohung 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 Ansauerung der Va-

kuole im Bereich von pH 4,8 ist ein haufiger Bereich fur Vakuolen aus Pflanzen und
Pilzen, wobei ein ATP/H*-Kopplungsverhaltnis von 3 angenommen wird (DAVIES

1997). Jedoch erscheint ein ATP/H*-Kopplungsverhaltnis von 3 knapp bemessen zu
sein. Bei einer angenommenen mittleren ATP-Hydrolyseenergie (AG) von ca. 10

. . H*
kJ-mol™ kann mit Epzﬁ+ﬂln[ I

, wobei Er das Umkehrpotential der v-H'-
nF F [HT]

C

ATPase und n die Stochiometrie angibt, eine maximale protonentreibende Kraft
(pmf) von ca. Apxt/F = -145 mV (d. h. ApH = 145mV/59mV = 2,46) aufgebaut wer-
den (s. u.). Die v-H*-ATPase wirde somit, ohne Berticksichtigung von Leckstromen,
an inrem thermodynamischen Limit arbeiten. Ein ATP/H*-Kopplungsverhaltnis von 2
(Apwt/F = -217 mV, ApH = 3,7) hingegen wirde der v-H'-ATPase die Arbeit weiter
entfernt vom thermodynamischen Gleichgewicht erlauben und scheint flr eine

Regulation der Pumpaktivitat gunstiger zu sein (JOHANNES & FELLE 1990).
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Die Aktivitat der v-PPase senkte das pH des vakuolaren 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 Zeitverkurzung bis
zur Einstellung des Gleichgewichts gegenuber 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 Gber dem
Tonoplasten liegende elektrochemische Protonengradient durch die beiden tono-

plastenstandigen Protonenpumpen erzeugt. Dieses auch als protonentreibende

Kraft (pmf) bezeichnete Potential der Protonen (Apx+) setzt sich aus dem Membran-

potential (A%Wm) und dem transmembranen pH-Gradienten zwischen dem Ver-
suchsmedium (Zytoplasma) und der Vakuole zusammen:

Ay
pmf:%:T“:AWm _23[RT

CApH

Dabei steht F fur die Faradaykonstante, AG fur die freie Energie, R fur die Gaskon-

stante und T fUr 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 fur Vakuolen aus Z. mays L.-

Koleoptil-Protoplasten auf Aunt/F = -167 mV.

5.2 Ca**-Transport am Tonoplasten

5.2.1 Transport des Ca®* in die Vakuole

H*/Ca®*-Antiport

In bisherigen Veréffentlichungen wurde die Ca?-Aufnahme an der pflanzlichen
Vakuole zumeist als H/Ca* -Antiport interpretiert. Der pflanzliche H*/Ca**-Antiporter
hat wie sein tierisches Pendant eine niedrige Affinitat fir Ca*". Im Vergleich zu Ca**-

ATPasen zeichnen sich jedoch H*/Ca*-Antiporter mit halbmaximalen Transport-
raten im Bereich von 4 - 200 uM 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 kénnte.

Nach Applikation von 10 uM bis 1 mM Ca*" auf den im Gleichgewicht befindlichen
Protonengradienten, zeigten Vakuolensuspensionen von Z. mays L. einen partiellen,
konzentrationsabh&ngigen Abbau desselben (s. Abb. 4.3 bis 4.5).

Fur einen hypothetischen H'/Ca?-Antiporter kann die protonentreibende Kraft als
Energiequelle zum Transport von Ca**-lonen in das vakuolédre Lumen genutzt wer-
den. Die Akkumulation von Ca* durch sekundé&r aktive Transportprozesse erfordert
eine enge Koppelung an Primarenergie, wobei aus thermodynamischen Abwa-
gungen der Grad der tatsachlich erreichten Akkumulation nur gleich oder weniger

sein kann als die Triebkraft, also

%:ET (2-n) +59[n(pHv —pHz) +pCaz —pCay]

mit Er fUr das Tonoplastenpotential, n fur die Menge an transportierten H'-lonen,

pCa fiir den negativen Logarithmus der Ca**-Konzentration im Zytoplasma (z) und

in der Vakuole (v).

Unter der Voraussetzung einer zytoplasmatischen Ca?-Konzentration von 0,1 pM

(FELLE 1988b) und einem transmembranen pH-Gradienten von 2,4 ergibt sich, ohne
Beriuicksichtigung des Tonoplastenpotentials, fir einen hypothetischen H*/Ca* -Anti-
porter mit einer Transportrate von einem Protonen pro Ca*-lon (n=1) im Gleichge-
wicht eine Verteilung von

pCav =pHy —pHz +pCaz,
d. h. eine theoretische Ca?"-Akkumulation von 25 uM in der Vakuole. Dieser Wert
verbleibt auch bei einer Berucksichtigung von Er mit -25 mV unterhalb 100 uM und
stimmt nicht mit der durch Digitonin durchschnittlich freigesetzten vakuolaren Ca*'-
Konzentration von 270 pM Uberein (Kap. 4.2.1), wobei die festgestellte vakuolare
Ca®'-Konzentration noch um den Faktor 6 unterhalb der von FELLE (1988b) festge-
stellten Ca**-Konzentration von ca. 2 mM liegt. Um eine Akkumulation von 0,27 mM
Ca®" zu ermdglichen, mute der pH in der Vakuole auf mindestens pH 3,76 abge-
senkt werden.
Wird die Transportrate auf n=2 erhoht, ergibt sich hingegen nach

pCav = 2(pHv - pHz) +pCa;
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im Gleichgewicht eine theoretische Akkumulation von ca. 6 mM Ca** und stimmt in

der GroBenordnung mit den in Maiskoleoptilen erhaltenen Werten tberein.

Da FELLE (1988b) die vakuoldre Ca*-Konzentration mittels ionenselektiver Mikro-

elektroden aus intakten Mais-Koleoptilen bestimmte, ist die durch Digitonin durch-
schnittlich freigesetzte verminderte vakuoléare Ca*-Konzentration wohl durch pas-
siven Ca*-Ausstrom wéhrend der Praparation zu erklaren.

Wurde der transmembrane Protonengradient durch die v-H'-ATPase generiert,
zeigte sich nach der Applikation von Ca*" im Gleichgewicht der vakuoléren pH-
Absenkung ein konzentrationsabhangiger Anstieg der Acridinorange-Absorption.
Dies war bis zu einer Konzentration von 10 pM Ca*" nachweisbar (Abb. 4.3). Auch
bei gleichzeitiger Applikation von ATP und Ca** zu Versuchsbeginn konnte eine
konzentrationsabh&ngige Abnahme des aufgebauten pH-Gradienten beobachtet
werden. Die Nachweisgrenze lag wiederum bei 10 uM Ca** (Abb. 4.4).

Wurde der transmembrane Protonengradient durch die Pyrophosphatase gene-
riert, zeigte sich nach der Applikation im steady-state ebenfalls ein konzentrations-
abhangiger Anstieg der Acridinorange-Absorption (Abb. 4.5). Der Abbau des pH-
Gradienten fiel jedoch bei der Pyrophosphatase wesentlich starker aus, bei einer
unveranderten Nachweisgrenze von 10 uM Ca*". Dies ist vermutlich nicht auf einen
H*/Ca?-Antiporter zuriickzufiihren, sondern nach REA et al. (1992) auf eine Modu-
lation der Aktivitat der Pyrophosphatase durch zytoplasmatisches freies Ca** anzu-
sehen. Eine andere Hypothese (MAESHIMA 1991) sieht die Ursache der Aktivitats-
hemmung in der Substratkonkurrenz zwischen MgPPi und CaPPi. Auch LOMMEL &
FELLE (1997) beobachteten eine Reduzierung der Phosphatspaltung bei der v-

PPase noch bei einer Ca*-Konzentration von 100 pM. Somit erscheint die konzen-

trationsabhangige Abnahme des aufgebauten pH-Gradienten im v-PPase-Versuch

nicht als aussagekraftiger Beweis eines H'/Ca*"-Antiport. Vielmehr scheint [Ca* ]

ein Regulator der v-PPase zu sein (REA & POOLE 1993).
Leistungsfahigere Argumente fiir die Existenz eines H'/Ca?"-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 Ca?*-Konzentratio-
nen von 100 uM (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 uM
bis 1 mM (Abb. 4.3 und 4.4) auf einen H'/Ca**-Antiporter hin.

Die Existenz eines H'/Ca*-Antiporters muR noch unter anderen Aspekten kritisch
betrachtet werden. Oben ergab die Kalkulation einer von der protonentreibenden
Kraft getriebene Ca?'-Aufnahme fiir einen hypothetischen H'/Ca?"-Antiporter mit
einer Stochiometrie von zwei Protonen pro Ca*-lon eine theoretische Akkumula-

tion von 6 mM Ca?' in der Vakuole. Jedoch wurden bisher nur Stochiometrien von
1:1 berichtet (SCHUMAKER & SZE 1984, 1985). Dies wirde bedeuten, dal} das va-

kuolare pH einen Wert von mindestens pH 3,76 erreichen mufte, um eine Akku-
mulation von 270 uM Ca”" in der Vakuole zu erméglichen. Die bei Vakuolen aus Z.

mays L. erreichte Ansauerung der v-PPase und v-H*-ATPase lag jedoch bei pH 4,6

und pH 4,8, womit eine Stochiometrie von 2:1 angenommen werden mulf.
Ein weiteres Problem fur die physiologische Bedeutung eines H'/Ca*"-Antiporters
liegt in den berichteten halbmaximalen Transportraten. Bei einer [Ca*,:] von 0,1 - 1

UM (FELLE 1993) wiirden die beschriebenen H*/Ca*-Antiporter an ihrer unteren Ka-
pazitatsgrenze arbeiten. So berichteten BLUMWALD & POOLE (1986) von einer

Kmca®™ von 41,7 uM an Tonoplastenvesikeln aus B. vulgaris L., wogegen SCHUMAKER

& SZE (1990) eine Kmca® von 15 pM an Tonoplastenvesikeln aus Avena-Wurzeln fest-

stellten. Die beobachtete Abnahme des pH-Gradienten im Konzentrationsbereich
von 10 pM bis 100 uM entspricht den festgestellten Kmca™. Eventuell kénnte ein sol-

cher Antiporter bei durch Ca*-Kanéle ausgeldsten Erhéhungen von [Ca* 1] arbei-
ten. Erst kirzlich zeigte die Ver6ffentlichung von HIRSCHI et al. (1996) den Nachweis

der mutmafBlichen Gene fur einen hoch- und niedrigaffinen tonoplasten-standigen

H*/Ca?*"-Antiporter (CAX1, 2) in Arabidopsis thaliana L.
Eine weitere Moglichkeit legten PFEIFFER & HAGER (1993) nahe. Sie wiesen am To-

noplasten von Maiswurzeln einen H/Ca**-Antiporter nach, welcher unter physiolo-

gischen Bedingungen als H'/Mg?*-Antiporter arbeitet. Neben der Aktivitat dieses

Antiporters konnten sie am Tonoplasten von Maiswurzeln noch die Aktivitat einer

Ca*"-ATPase dokumentieren.

Ca’*-ATPase
Vakuolensuspensionen aus Koleoptil-Protoplasten von Z. mays L. nahmen Ca®* aktiv

aus dem Versuchsmedium auf (s. Abb. 4.6). Die beobachtete Ca?"-Aufnahme war
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ATP-abhéngig und konnte durch Bafilomycin, welches einem H*/Ca**-Antiporter
die Triebkraft entzieht (Kap. 4.1), nicht gehemmt werden. Schon bei einer ATP-
Konzentration von 20 pM (Abb. 4.7A) ging ab einer freien Ca?'-Konzentration von
ca. 800 nM die Ca**-Aufnahme in Sattigung iiber. Der durchschnittliche FluR durch
den Tonoplasten entsprach in diesem Bereich 152 pmol-m?s™.

Diese Ergebnisse sprechen flr einen primar aktiven Transportmechanismus, eine
tonoplastenstandige Ca**-ATPase.

Pflanzliche Ca®'-ATPasen zeichnen sich gegeniiber protonentranslozierenden
ATPasen durch eine hohere Affinitat gegentber ATP aus. So wurden fur pflanzliche
Ca**-ATPasen aus verschiedenen Mikrosomenpréaparationen Kmar von 13 uM (ER,
LIR & WEILER 1994), 50 uM (ER, BRAUER et al. 1990), 73 uM (ER, BUCKHOUT 1984), 370
pM (PL, GIANNINI et al. 1987) und 410 pM (TN, PFEIFFER & HAGER 1993) ermittelt.
Somit ist die Beobachtung, daR der durch 20 pM ATP induzierte Ca*-Strom durch
den Tonoplasten durch héhere ATP-Konzentrationen nicht mehr steigerbar ist ein
Indiz fur einen primér aktiven Transportmechanismus, einer Ca**-ATPase mit einer
niedrigen Kmar. Auch LOMMEL & FELLE (1997) konnten an tonoplastenangereicher-
ten Mikrosomen eine Sattigung der Ca*-Aufnahme ab 500 pM ATP und an Vakuo-
lenpraparationen unter 250 uM ATP nachweisen. Infolge einer héheren unspezifi-
schen Bindung von ATP an die Mikrosomenmembran scheinen Mikrosomenpra-
parationen eine hohere Kmarr als Vakuolenpraparationen aufzuweisen.

LOMMEL & FELLE (1997) konnten fiir die vom freien Ca** abhangige Enzymkinetik
einen sigmoiden Kurvenverlauf nachweisen. Dieser wies im Bereich der physiologi-
schen Ca*-Konzentration seine gréfte Steigung auf. Ab einer Ca**-Konzentration
von 600 - 700 nM konnte eine Sattigung der Aufnahme mit einem FluB von 90
pmol-m?s™ nur mit gleichzeitigem Einsatz von Bafilomycin gemessen werden. Dies
stimmt mit den hier vorgefundenen Daten (152 pmol-m?-s™ fiir 20 pM ATP,

149 pmol-m™:s™ fiir 40 - 200 uM ATP) gut iiberein. Jedoch konnte fiir 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

111



Diskussion

Wurzeln von Hordeum vulgare L. und PFEIFFER & HAGER (1993) an Vesikeln aus
Wurzeln von Z. mays L. eine tonoplastenstindige ATPase nachweisen.

Direkte Nachweise einer Ca*-ATPase an Vakuolenpraparationen konnten bisher
nur ASKERLUND (1997, 4Ca?*-Aufnahme) und LOMMEL & FELLE (1997, Messung der
Ca?*-Abnahme im Versuchsmedium mit Indo-1) vorlegen. ASKERLUND (1997)
konnte in Vakuolenpraparationen mit Anti-Ca*-ATPase-Antikdérpern das Vorkom-
men einer 111 kD tonoplastenspezifischen Ca*-ATPase bei Brassica oleracea L.
nachweisen. Diese erwies sich durch Calmodulin stimulierbar. MALSTROM et al.
(1997) konnten hierbei erst kirzlich das vermeintliche Gen der tonoplastenspezi-
fischen durch Calmodulin stimulierbaren Ca?*-ATPase in B. oleracea L. (BCA1)

nachweisen.

5.2.2 Ca**-Freisetzung

5.2.2.1 Inositol-1,4,5-triphosphat
Vakuolensuspensionen von Z. mays L. setzten nach Applikation von 1 pM InsPs in-

nerhalb von 10 - 15 min durchschnittlich 9 % des bereits aufgenommenen bzw.
noch enthaltenen Ca?" frei (s. Abb. 4.8). Es konnte nachgewiesen werden, daf der
Ca**-Strom durch den Tonoplasten durch einen InsPs-aktivierbaren hochselektiven

Ca?*-Kanal mit 12 pS Leitfahigkeit erfolgte (s. Kap. 4.3.2).

InsP3-abh&ngige Signaltransduktion

In tierischen und pflanzlichen Zellen ist InsPs eine wichtige Komponente der Signal-
transduktion fur externe Stimuli (BERRIDGE & IRVINE 1989, FELLE 1993). Die Bindung
externer Stimuli an Zelloberflachenrezeptoren aktiviert hierbei via G-Proteine die
Phospholipase C, die wiederum im aktivierten Zustand Phosphatidylinositol-(4,5)-
bisphosphat hydrolysiert und somit InsPs und vermutlich Diacylglycerol (DAG) frei-
setzt. InsPs kann nun z.B. an den InsPs-Rezeptor-Kanal-Kkomplex des Endoplasma-
tischen Retikulums (ER) binden und Ca*" aus diesem Organell freisetzen. Dabei ist
das Vorkommen der drei bisher bekannten Isoformen des InsPs:-Rezeptor-Kanal-
Komplexes (InsPsR) nicht nur an das ER gebunden (BERRIDGE 1993). In Pflanzen sind
nunmehr viele Komponenten des auf InsPs basierenden Signaltransduktionweges

nachgewiesen worden (COTE & CRAIN 1993, DR@BAK 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 zunachst auch in pflanzlichen Zellen das ER als Ziel-

Organell zur Ca*-Freisetzung des auf InsPs beruhenden Signaltransduktionsweges
angesehen, so konnte bisher kein klarer Beweis dafiur angetreten werden. Jedoch

steht das ER weiterhin zur Diskussion (MUIR & SANDERS 1997). Das Vorkommen des

InsPsR in Pflanzen und die Rolle der Vakuole als Organell der Ca*'-Freisetzung

wurde von DR@BAK & FERGUSON (1985) vorschlagen. RANJEVA et al. (1988) wiesen

erstmals die InsPs-induzierte Freisetzung von Ca®" aus intakten Vakuolen von Acer

pseudoplatanus L.-Suspensionszellen direkt nach. Bisher wurden nur zwei weitere

direkte Nachweise der InsPs-induzierten Freisetzung von Ca** aus intakten Vakuolen
von Ch. rubrum L. (LOMMEL 1996) und Ch. album L. (_(OMMEL & FELLE 1997)

veroffentlicht.

InsPs-abhéngige Ca* -Freisetzung

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dafll Vakuolensuspensionen von
Z. mays L. nach Applikation von InsPs mit einem Ca?*-Ausstrom von durchschnittlich
21 nM pro 10”° Vakuolen-ml™ reagierten (Abb. 4.8). Ca** wurde innerhalb von 10 -
15 min freigesetzt. Eine erneute Aufnahme des Ca?" aus dem Medium konnte nicht
gemessen werden. Die Ca®*'-Freisetzung war abhangig von der externen Ca*'-
Konzentration (Abb. 4.9A (m)). Im Gegensatz dazu war der Ca*-FluR durch den

Tonoplasten unabh&ngig von der externen Ca**-Konzentration (Abb. 4.98 (m)).

Unter der Annahme, dal} das Zytosol 10 % des Zellvolumens ausmacht, wirde InsPs

innerhalb dieser Zeitspanne zu einem Anstieg des [Ca?'] von 120 pM fithren. Ent-
sprechende Abschatzungen wurden auch mit 200 uM von RANJEVA et al. (1988)
und mit 63 uM von LOMMEL (1996) berichtet. Jedoch wurde in den oben genann-
ten Publikationen die gesamte Freisetzung innerhalb einer Minute erreicht. Diese
Abschatzungen bertcksichtigen jedoch nicht die zytoplasmatische Pufferkapazitat
(s. Kap. 5.2.3). Zum besseren Vergleich der Ca*-Freisetzung dient eine Berechnung

des Flusses durch den Tonoplasten. Hierbei ergeben sich Werte von 79

pmol-m?min™ fir A. pseudoplatanus L. (RANJEVA et al. 1988, eigene Berechnung
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unter Annahme eines durchschnittichen Vakuolendurchmessers von 23,8 um), 9,5

nmol-m?min™ fir Ch. album L. (LOMMEL 1996) und 6,3 nmol-m?min™ fiir Z. mays L.

Fur die zweite Applikation von InsPs nach Ryanodin-Einwirkung ergab sich eine
Steigerung des Flusses auf 17 nmol-m? -min™.

Eine InsPs-induzierbare Ca*'-Freisetzung aus der Vakuole konnte durch indirekte
Nachweismethoden auch von anderen Arbeitsgruppen Uber radioaktive und
fluorimetrische Nachweisverfahren mit Hilfe von Mikrosomen und tonoplastenan-
gereicherten Vesikeln aus verschiedenen pflanzichen Geweben erhartet 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 InsPs-sensitiven Ca*-Pool nachweisen. Es wurden jedoch keine
aufgereinigten Mikrosomen verwendet, womit keine genaue Aussage hinsichtlich
der Herkunft (Apoplast, ER oder Vakuole) des InsPs-sensitiven Ca**-Pools gemacht
werden konnte. Mit den in dieser Arbeit vorliegenden Daten erscheint die Vakuole
als Quelle der Ca?*'-Freisetzung sehr wahrscheinlich. InsPs setzte bei den oben ge-
nannten Versuchen bei einer Konzentration von 20 uM durchschnittlich 28 % des
aufgenommen Ca*" frei. Hierbei lag die Km mit 8 uM InsPs um den Faktor 10 héher
als bei Vakuolen (0,2 puM, RANJEVA et al. 1988) bzw. Mikrosomen (0,6 pM,
SCHUMAKER & SZE 1987; 0,54 pM, BROSNAN & SANDERS 1990). Dieser Befund kann
durch die hohe unspezifische Bindungskapazitat der Mikrosomenmembran von Z.
mays L. gegenuber Dikotyledonen erklart werden (MUIR et al. 1997).

Interessanterweise wurde an Mikrosomen aus Z. mays L.-Koleoptilen eine Abnahme
der Ca*-Freisetzung bei ansteigender externer Ca*-Konzentration beobachtet.
Dies konnte auch mit Vakuolensuspensionen von Z. mays L. im Bereich von 470 nM
bis 5,8 uM freien Ca®" nachgewiesen werden (Abb. 4.9A (m)). Eine entsprechende
Ca*-Abhangigkeit der InsPs-induzierten Ca*-Freisetzung, mit einer glockenfor-
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 InsPs-Bindungsstelle durch Ca*
nachweisbar zu sein, wie sie an tierischen Systemen beobachtet wurde (WORLEY et
al. 1987, BEZPROZVANNY et al. 1991, SUAREZ-ISLA et al. 1991). Dies ist beachtens-
wiirdig, da es vermutlich eine Grundvoraussetzung der InsPs-abhangigen Ca?*-in-

duzierten Ca*-Freisetzung nach dem “one-pool”-Modell ist (s. Kap. 5.2.3).
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Im Gegensatz dazu zeigte der InsPs-induzierte Ca**-FluR durch den Tonoplasten bei
Z. mays L. Vakuolen keine signifikante Abh&ngigkeit von der externen Ca**-Konzen-
tration und entsprach ab einer freien Ca*-Konzentration von 1 uM durchschnittlich
124 pmol-m?%s* (Abb. 4.98B (m)). Ubereinstimmend berichteten ALLEN & SANDERS
(1994b) von einem durch [Ca®"] unbeeinfluRten, durch InsPs aktivierbaren Ca**-
Differenzstrom durch den Tonoplasten von B. vulgaris L. Eine Abnahme der Ca*-
Freisetzung bei ansteigender externer Ca**-Konzentration und gleichbleibenden

Ca?-FluR durch den Tonoplasten kénnte durch eine ligandeninduzierte, zeitab-
hangige Inaktivation des InsPsR durch InsPs erklarbar zu sein, die von HAINOCZKY &
THOMAS (1994, 1997) an Hepatozyten nachgewiesen wurde.

In der Gegenwart von 1 uM Ryanodin zeigte sich im Bereich von 340 nM bis 5,4 uM
freien Ca®" eine Steigerung der InsPs-induzierten Ca*'-Freisetzung (Abb. 4.9A, (0)).
Diese entgegengesetzte Ca?*-Abhangigkeit wurde durch eine Verdoppelung des
Ca**-Flusses durch den Tonoplasten auf 279 pmol-m?s™ verursacht (Abb. 4.98, (0))
und spricht fiir eine positive Kooperation beider Ca*-Agonisten. Im umgekehrten
Fall trat nur eine schwache Steigerung des Ca**-Flusses durch den Tonoplasten auf.
Eine Sensitivitat der InsPs-induzierten Ca*-Freisetzung gegeniiber Agonisten des

Ryanodin-Rezeptor-Ca**-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.,

daR 100 pM Ryanodin keinen EinfluR auf die InsPs-sensitive Ca* -Freisetzung hat.

Der durch InsPs aktivierbare hochselektive Ca**-Kanal
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dal nach Applikation von 1 uM
InsP3 die Vakuolen von Z. mays L. im wv-Modus einen durch InsPs aktivierbaren Dif-

ferenzstrom durch den Tonoplasten aufwiesen (Abb. 4.25 und 4.26). Mit einer Selek-
tivitét (Pca2+:Px+) von 105 - 139 : 1 war dieser Differenzstrom hochselektiv fir Ca* ge-

genuber K",

Ein weiterer direkter Nachweis des tonoplastenstandigen InsPsR 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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Selektivitat (Pca2+:Px+) von 100 - 800:1 war dieser Differenzstrom hochselektiv fur Ca*
(ALLEN & SANDERS 1994b). Der Strom war mit einer Km von 0,2 uM fur InsPs spezifisch,
wahrend andere Phosphoinositide nur max. 15 % des Ausstroms induzierten
(ALEXANDRE et al. 1990).

Die durch InsPs induzierte Stromdichte (Abb. 4.27) lag fur Z. mays L. Vakuolen mit

23 mA-m? bei -80 mV bzw. 17 mA-m? bei +55 mV im Bereich der bei B. vulgaris L.

berichteten Stromdichten (50 mA-m? bei -80 mV, bzw. 5 mA-m™ bei +80 mV; ALLEN
& SANDERS 1994b). Bei hoheren negativen Tonoplastenpotentialen wies der bei
Z. mays L. im wv-Modus durch InsPs aktivierbare Differenzstromm gegenuber B.
vulgaris L. eine Sattigung auf (Abb. 4.26B und Abb. 4.27). Bei einer Offenwabhr-
scheinlichkeit von ca. 10 % im Bereich des physiologischen Tonoplastenpotentials

(Abb. 4.30B) errechnete sich unter den vorgegebenen Bedingungen eine InsPzR-
Dichte von ca. 1 InsPsR-7 um™. Eine korrespondierende Abschétzung mit 1200 InsPsR

pro Vakuole (45 pm), d. h. ca. 1 InsPsR-5 um™ zeigten ALEXANDRE et al. (1990). Somit
erscheint die Dichte des InsPsR im Vergleich zu anderen lonen-kanalen im

Tonoplasten, wie dem Slow-Vacuolar-Kanal in Vakuolen aus Meso-phylizellen von

H. vulgare L. (1 Kanal-um™, 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 Permeabilitdtsverhaltnisse von Ca** gegeniiber K* mit
100 - 800:1 (ALLEN & SANDERS 1994b) legten nahe, daR der hochselektive Ca**-
Strom durch einen InsPs-aktivierbaren Ca*-Kanal getragen wurde. Die Leitfahigkeit

des durch InsPs-aktivierbaren Ca**-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 Leitfahigkeiten lalt auf das Vorkommen
weiterer InsPzR-Isoformen, bzw. das Auftreten von Unterleitfahigkeiten eines InsPsR
in B. vulgaris L. schlieRen. Beide Arbeitsgruppen berichteten tiber sehr schnelle Off-
nungsereignisse und vielfache Offnungsamplituden in der co-Konfiguration. Dies
erschwerte die Festlegung auf eine diskrete Leitfahigkeit. Bisher zeigte nur die Publi-
kation von ALEXANDRE & LASSALLES (1992) diskrete Offnungsereignisse des InsPsR
(Unterleitfahigkeiten von 30 und 50 pS bei einer Me3-Dauer von 1 s).

Hingegen betragt die Leitfahigkeit des InsPsR bei Vakuolen aus Z. mays L. 12 pS mit

5 mM Ca? als Ladungstrager auf der vakuolaren Seite. Dies konnte sowohl in der

co- als auch in der ci-Konfiguration (Abb. 4.28B, 4.29B) nachgewiesen werden. Die

Selektivitat von Ca* gegeniiber K mit 105 - 139:1 in der co-Konfiguration und ci-
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Konfiguration legen auch hier nahe, daR der hochselektive Ca**-Strom durch die-

sen InsPs-aktivierbaren Ca*-Kanal mit 12 pS Leitfahigkeit getragen wurde. In der ci-
Konfiguration lassen sich Griinde fir sehr schnelle Offnungsereignisse und vielfache

Offnungsamplituden erkennen. Bei einer vorgegebenen moderaten physiologi-

schen Ca**-Konzentration von 5 mM auf der vakuoléren Seite zeigte sich bei zu-
nehmenden negativen Tonoplastenpotentialen eine Zunahme des Auftretens von
Unterleitfahigkeiten und Kanalamplituden (Abb. 4.29A). Weiterhin reduzierten sich
die Offenzeiten des InsPsR bei niedrigen Haltepotentialen von 400 ms zu Offenzei-
ten bei hoheren Haltespannungen von unter 100 ms (Abb. 4.30A). Dabei war ein
haufigeres Auftreten von Offnungsamplituden kleinerer Leitfahigkeit klar zu erken-
nen. Insgesamt spiegelt die aus den Offenzeiten in der ci-Konfiguration abgeleitete
spannungsabhangige Offenwahrscheinlichkeit (Abb. 4.30B) gut den im wv-Modus
gemessenen durch InsPs aktivierten Differenzstrom wieder. Hierbei zeigte sich, dal}

der InsPsR aus Z. mays L. gerade im physiologischen Bereich der Tonoplastenpoten-

tiale fur eine Ca*'-Freisetzung aus der Vakuole geeignet war. Auch ALEXANDRE et
al. (1990) konnten in der co-Konfiguration eine spannungsabhangige Aktivierung
im Bereich der physiologischen Tonoplastenpotentiale fur den InsPsR nachweisen.
Im Gegensatz zur Offenwahrscheinlichkeit des InsP:R aus Z. mays L. (Abb. 4.30B)
zeigte sich jedoch keine Abnahme der Offenwahrscheinlichkeit bei hohen
angelegten negativen Tonoplastenpotentialen.

Unter Berlcksichtigung eines bei physiologischen Tonoplastenpotentialen durch
InsPs induzierbaren in das Zytoplasma gerichteten hochselektiven Ca**-Stroms von

ca. 20 mA'm? ergibt sich hinsichtlich der Ca*'-Freisetzung aus der Vakuolensus-

pension folgende Abschatzung:

Ein induzierbarer Ca*-Strom von 20 mA-m? bedeutet eine Transportrate von
6,2:10'*m?s? Ca?-Kationen. Hingegen bedeutet der durch die Vakuolensuspen-
sion erreichte maximale Ca®-FluR durch den Tonoplasten (s. 0.) von 279 pmol-
m?2s! eine Transportrate von 1,68-10"*m?s* Ca?"-Kationen. D. h. der induzierbare
Ca**-Strom von 20 mA-m™ hat eine ca. 370fach héhere Transportrate und wiirde

einen Ca*'-FluB durch den Tonoplasten von ca. 103 nmol-m?-s™* erlauben.
Die mit der Patch-Clamp-Techik erhaltenen Transportraten stehen somit im Wider-

spruch gegenuber an intakten Vakuolen gemessenen Transportraten fur Ago-

nisten-induzierte Ca**-Freisetzung bzw. Ca**-ATPasen. Dies kann auf eine De-Regu-
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lierung der lonenkanalaktivitat durch fehlende vakuolare Regulatoren hinweisen.
Jedoch erscheint fiir eine weiterfiihrende Diskussion die Einfilhrung des Ca**-Diffu-

sionskoeffizienten und der zytoplasmatischen Ca*'-Pufferkapazitat notwendig (s.

Kap. 5.2.3).

Der EinfluR des vakuolaren pH und der vakuolaren Ca®*-Konzentration
auf den InsPsR

Der Befund, daR groRe vakuolare pH-Schwankungen bzw. groRe Anderungen der

vakuolaren Ca*-Konzentration (Kap. 4.3.2.2) kaum EinfluR 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
spannungsabhangigen Ca*-Kanal (27 pS, Pca2:Px=6) von V. faba L.-
SchlielRzellvakuolen durch ein kontinuierliches Absenken des pH auf der vakuolaren
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 tonoplastenstandiger Ca*-Kanal ohne weitere
RegulationsgroRen zu einem schnellen Verlust des in der Vakuole gespeicherten
Ca®" fuhren wiirde. Ein durch zytoplasmatische Agonisten gesteuerter Ca**-Kanal
bedarf solch einer Steuerung nicht unbedingt. Vielmehr sollte ein durch
zytoplasmatische Agonisten gesteuerter tonoplastenstandiger Ca*-Kanal relativ
unempfindlich gegen Anderungen des vakuolaren Milieus sein, da fiir einen InsPs-
abhangigen Signaltransduktionsweg eine konstant verfigbares Ca*-Depot
erwartet werden sollte. Unter der Voraussetzung, dal} sich der InsPsR gegenuber
tierischen Zellen nicht wesentlich genetisch verandert hat, verbleiben noch weitere
zytoplasmatische Regulationsstellen zur Feinregulierung der InsPs-Antwort (FERRIS &
SNYDER 1992).

Die experimentelle Erh6hung der vakuoléaren Ca**-Konzentration von 5 auf 50 mM
fihrte in der ci-Konfiguration zu einer vom Ca?*'-Gleichgewichtspotential abh&n-
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) fur den InsPsR
aus B. vulgaris L. Uberein und konnte auch fir andere Ca**-Kanale nachgewiesen
werden (z. B. ALLEN & SANDERS 1994a).

Eine Beeinflussung der Offenwahrscheinlichkeit des InsPsR aus Z. mays L. durch die

Erhbéhung der vakuolaren Ca?*-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 vakuolaren Ca®" eine deutliche Zunahme der Offen-

wahrscheinlichkeit des spannungsabhéngigen Ca?*'-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 vakuolaren Ca*-Konzentration von 5 auf 10 mM

eine deutliche Zunahme der Offenwahrscheinlichkeit im Bereich der physiologi-

schen Tonoplastenpotentiale des spannungsabhéngigen Ca*-Kanals aus V. faba

L.-Schlief3zellen feststellen.
Dies kénnte auf eine unterschiedliche Regulation durch vakuoléares Ca** zwischen

InsPs-aktivierbaren und spannungsabhangigen Ca®*-Kanalen hinweisen.

Die Selektivitat fur divalente Kationen des InsPsR

Wurde Ca*" als divalenter Ladungstrager auf der vakuolaren Seite bei einer vorge-
gebenen Konzentration von 50 mM gegenuber divalenten Kationen der Beryllium-
gruppe ausgetauscht (Kap. 4.3.2.3), so zeigte die Leitfahigkeit des InsPsR folgende
Abhangigkeit: Ba*"> Sr** > Mg* > Ca? = 21,1 : 17 : 15,5 : 12 pS (Abb. 4.34 bis 4.36).
Damit konnte erstmals auf Einzelkanalniveau fur pflanzliche InsPsR eine Leitfahig-
keits- und Selektivitatsreihe (s. u.) erstellt werden. Eine entgegengesetzte Leitfahig-
keitsreihe zeigten ALEXANDRE & LASSALLES (1992) am InsPs-aktivierbaren Ausstrom
divalenter Kationen von Vakuolen aus B. vulgaris L. Bei einer vorgegebenen va-
kuolaren Konzentration von 5 mM des respektiven divalenten Kations war die Leit-
fahigkeitsreihe im wv-Modus: Ca* > Ba*"> Sr**. Ob die im wv-Modus aus B. vulgaris
L. erhaltene Leitfahigkeitsreihe der Leitfahigkeit des InsPsR oder einer veranderten
Offenwahrscheinlichkeit entspricht, bleibt ungewil.

Die Selektivitatsreihe des InsPsR aus Z. mays L. zeigte fur divalente Kationen im we-

sentlichen die Umkehrung der Leitfahigkeitsreine: Pca2+ >>Pgs2+ > Pga2+ > Pumg2+ > P+ =
121 :18:8:1,7: 1 (Kap. 4.3.2.3). Fur den InsPsR von B. vulgaris L. wurde bisher keine

Selektivitatsreihe bestimmt.

Die Umkehrung der Selektivitatsreihne gegenidber der Leitfahigkeitsreihe steht im
Einklang mit dem spannungsabhangigen Ca*-Kanal aus Vakuolen von B. vulgaris
L.-Wurzelzellen und V. faba L.-Schliel3zellen (ALLEN & SANDERS 1994a, JOHANNES &
SANDERS 1995). Es deutet darauf hin, daB auch der wesentlich Ca*-selektivere
InsPsR aus Z. mays L. keine voneinander unabhangige lonenpermeabilitat besitzt
und die lonen um die lonen-Bindungsstellen innerhalb der Kanalpore konkurrieren.
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Mg®" als Ladungstrager [50 mM] fuhrte bei dem InsPsR aus Z. mays L. in dieser ho-
hen vakuolaren Konzentration zu stark flickernden Offnungsereignissen mit sehr kur-

zen Offenzeiten (Abb. 4.36A). Dies kdnnte auf eine sterische Blockierung des InsPsR

durch Mg? hinweisen, die z.B. von Ryanodin-aktivierbaren Ca*-Kanalen des sar-

koplasmatischen Retikulums bekannt ist (MEISSNER et al. 1986).

Pharmakologie des InsPsR

Das Lanthan-Kation gilt als Ca**-Kanalblocker in tierischen und pflanzlichen Zellen

(HILLE 1992, PINEROS & TESTER 1995).

Fur La®*" konnte im Konzentrationsbereich von 0,1 pM bis 1 mM auf der vakuol&ren

Seite eine dosisabhéangige Hemmung fur den InsP3:R aus Z. mays L. festgestellt wer-

den (Abb. 4.37A-C). Die halbmaximale Inhibition durch La*" konnte auf 8 uM abge-
schatzt werden (Abb. 4.37D).

Ubereinstimmend konnten KLUSENER et al. (1995) am ER-Ca?*-Kanal von B. dioica
Jacq. die halbmaximale Inhibition durch La** auf 9 pM bestimmen. GELLI &
BLUMWALD (1993) konnten ebenfalls eine Hemmung durch La®** an einem span-
nungsabh&ngigen und InsPs-insensitiven Ca**-Kanal aus Vakuolen von B. vulgaris L.-

Zellkulturzellen festellen. Auch an spannungsabhangigen Ca?'-Kandlen des

Plasmalemmas von Lycopersicon esculentum L. konnten GELLI & BLUMWALD (1997)
mit 10 uM La* eine Hemmung nachweisen. Die Verwendung von La* als

“spezifischer” Ca?-Kanal-Blocker erscheint somit im submilimolaren Konzentra-

tionsbereich berechtigt zu sein. Eine Ki von 8 uM fur den durch InsPs aktivierbaren

Ca*-Kanal aus Z. mays L. weist darauf hin. Jedoch erscheint eine Verwendung im

milimolaren Konzentrationsbereich pharmakologisch irrelevant. So zeigten LEWIS &

SPALDING (1998) bei einer Konzentration von 10 mM La*" auf der apoplastischen
Seite eine Hemmung des durch Blaulicht aktivierbaren plasmalemmastandigen

Anionenkanals aus A. thaliana L.

Das Gadolinium-Kation (Gd*") ist ein weiteres Kation aus der Gruppe der Lantha-
noiden, welches zur spezifischen Hemmung von Ca?*-Kanélen verwendet wird. Fiir

Gd* konnte bei einer Konzentration von 100 uM auf der vakuolaren Seite eine re-
versible 13%ige Hemmung der Offenwahrscheinlichkeit fir den InsPsR 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 uM Gd** eine 34%ige Hemmung der InsPz-in-
duzierten Ca*-Freisetzung und eine 91%ige Hemmung der spannungsabhangigen
Ca*'-Freisetzung beobachten. Dies spricht fiir eine pharmakologische Relevanz fiir
Gd* zur Unterscheidung zwischen spannungsabhangigen und InsPs-aktivierbaren
Ca*-Kanalen. Spannungsabhangige Ca’-Kandle scheinen eine hohere

Sensitivitat gegeniiber Gd*" aufzuweisen. So konnten ALLEN & SANDERS (1994a) an

Vakuolen von SchlieRzellen aus Vicia faba L. eine dosisabhangige Hemmung (Ks: =

10,3 uM) auf der vakuolaren Seite eines einwartsrichtenden 27 pS Ca®*-Kanals

zeigen. Weiterhin konnten KLUSENER et al. (1995) am spannungsabh&ngigen ER-

Ca?'-Kanal von B. dioica Jacq. die halbmaximale Inhibition durch Gd*" auf 1 pM

bestimmen.

Zn*" ist ein Kation der II. Nebengruppe und wird ebenfalls zur Hemmung von Ca*'-

selektiven lonenkanalen verwendet.

FUr Zn** konnte bei einer Konzentration 1 mM auf der vakuolaren Seite eine rever-
sible 80%ige Reduzierung der Offenwahrscheinlichkeit fur den InsPsR 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 Zn** nur eine 4%ige
Hemmung der InsPs-induzierten Ca**-Freisetzung und eine 80%ige Hemmung der
spannungsabhangigen Ca’*-Freisetzung beobachten. Die wesentlich héhere Sensi-
tivitat des InsPsR aus Z. mays L. fiir Zn®" ist hierbei nicht durch eine hdhere unspezifi-
sche Bindung von Zn* an die Mikrosomenmembran erklarbar. Auch die oben
schon genannten Patch-Clamp-Publikationen wurden unter Verwendung von 100
UM (ALEXANDRE et al. 1990) und 200 pM Zn** (ALLEN & SANDERS 1994b) auf der
zytoplasmatischen Seite durchgefiihrt. Zn** wurde dort zur Reduzierung von Stor-
stromen, d. h. von in die Vakuole gerichteten lonenstromen, verwendet. Mogli-
cherweise kénnte eine unterschiedliche Sensitivitéat durch die Verwendung von Zn**
auf der vakuolaren Seite vorliegen. So konnten KLUSENER et al. (1995) am span-
nungsabh&ngigen ER-Ca**-Kanal von B. dioica Jacq. demonstrieren, dak Gd** den
ER-Ca**-Kanal nur blockierte, wenn es an der Ca**-Eintrittsseite prasent 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 uM Ryanodin
innerhalb von 10 - 15 min durchschnittlich 22 % des bereits aufgenommenen bzw.

noch enthaltenen Ca* frei (s. Abb. 4.10). Es konnte nachgewiesen werden, dal

der Ca?*-Ausstrom durch einen Ryanodin-aktivierbaren Ca?"-Kanal mit 122 pS Leit-

fahigkeit erfolgte (s. Kap. 4.3.3).

InsPz-unabh&ngige Signaltransduktion
Der Ryanodin-Rezeptor-Ca**-Kanal-komplex (RyR) scheint eine weitere wichtige

Komponente fiir eine InsPz-unabh&ngige Ca?*-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). Gegenlber der
InsPs-abh&ngigen Ca®*-Signaltransduktionskette (s. 0.) fehit aber in der InsPs-unab-
hangigen Ca?'-Signaltransduktion via RyR bisher der Weg von der Bindung externer

Stimuli an Zelloberflachenrezeptoren bis zur Entstehung des vermutlichen Agonisten

CADPR.

Als erstes Indiz, daR cADPR als Ca*'-freisetzender Agonist in Eukaryoten fungiert,
war die Festellung, daB ein Metabolit von Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD")
die Fahigkeit zur Ca**-Freisetzung in Seeigel-Eiern besal (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-Aktivitat besitzen, bekannt (HOWARD et al.
1993, ZOCCHI et al. 1993, HIRATA et al. 1994).

Verschiedene Untersuchungen konnten hierbei zeigen, daB die Ca*'-Freisetzung

durch cADPR von InsPs unabhangig ist. So wird die Ca*-Freisetzung durch cADPR
im Gegensatz zu InsPs durch vorherige Applikation von Ryanodin und Koffein un-

terdriickt (GALIONE et al. 1991). Auch 8-Azido-cADPR und 8-Amino-cADPR blockie-

ren als cADPR-Antagonisten die Ca*'-Freisetzung durch cADPR, aber nicht durch
InsPs (LEE et al. 1993, WALSETH & LEE 1993). Weiterhin blockieren Ruthenium Rot,

Procain und Mg? die Ca®*-Freisetzung durch cADPR, nicht aber durch InsPs
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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, dal} die Ca“-Freisetzung
durch cADPR via RyR erfolgt. Diese Ansicht wird unterstutzt durch die Aktivierung
von RyR durch cADPR (MESZAROS et al. 1993). Es wird vermutet, dak 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 Ca?'-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 Ca**-selektiven Diffe-

renzstrom durch den Tonoplasten aus Vakuolen von B. vulgaris L. feststellen.

Ryanodin-aktivierbare Ca*-Freisetzung aus der Vakuolensuspension

In der vorliegenden Arbeit konnte an intakten Vakuolen erstmalig direkt nachge-

wiesen werden, daR pflanzliche Vakuolen eine Ryanodin-aktivierbare Ca*-Frei-
setzung aufweisen.

Vakuolen von Z. mays L. reagierten nach Applikation von 1 uM Ryanodin mit einem
Ca?"-Ausstrom von durchschnittlich 14 nM pro 10®° Vakuolen-ml™ (Abb. 4.10). Ca*

wurde innerhalb von 10 - 15 min freigesetzt. Eine erneute Ca**-Aufnahme aus dem

Medium konnte nicht nachgewiesen werden. Ubereinstimmend zur InsPs-induzier-
ten Ca?-Freisetzung (s. 0.) wirde die Ryanodin-induzierte Ca?* -Freisetzung inner-
halb dieser Zeitspanne zu einem relevanten Anstieg von [Ca®"z] fihren.

Wurde die durch Ryanodin freigesetzte Ca*-Menge in Abhé&ngigkeit der freien
Ca**-Konzentration im Versuchsmedium gesetzt, so zeigte sich eine Abnahme der

freigesetzten Ca?’-Menge bei ansteigender freier Ca®'-Konzentration im Versuchs-

medium (Abb. 4.11A, (®)). Im submikromolaren Bereich wurden durchschnittlich

29 %, im mikromolaren Bereich durchschnittlich 14 % der enthaltenen Ca“-Menge

freigesetzt. Dies entspricht verdffentlichten Daten von tonoplastenangereicherten
Mikrosomenpréaparationen aus B. vulgaris L. (17 % Ca?'-Freisetzung durch 100 pM
Ryanodin bei 10 uM externen Ca**, ALLEN et al. 1995). ALLEN et al. (1995) konnten

jedoch keine Abhangigkeit von der externen Ca?*-Konzentration feststellen.
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Die Darstellung des Flusses durch den Tonoplasten in Abhéngigkeit der freien Ca**-

Konzentration im Versuchsmedium (Abb. 4.11B (m)) zeigte hingegen eine deutliche
Zunahme bei ansteigender externer Ca?*-Konzentration und entsprach ab einer
freien Ca*-Konzentration von 1 pM durchschnittlich 147 pmol-m®s™. Eine Steige-
rung des Ca?-Flusses durch den Tonoplasten bei ansteigender externer Ca?*-Kon-
zentration im gezeigten Bereich steht im Einklang mit Einzelkanalmessungen, Ca®**-
FluR- und Ryanodin-Bindungs-Studien am RyR von Skeletmuskeln (LAVER et al. 1997,
MEISSNER et al. 1997). Als Ursache wird die Bindung von Ca?*" an RyR-aktivierende
Hochaffinitats-Bindungstellen (Kca2+<1 pM) angesehen.

Wurde Ryanodin in Gegenwart von 1 pM InsPz appliziert zeigte sich keine Steigerung
der Ryanodin-induzierten Ca?*'-Freisetzung (Abb. 4.11A, (O)). Somit scheint die
Reihen-folge der Applikation der Agonisten von Bedeutung zu sein (s. 0.). In der
Gegenwart von 1 pM InsPs zeigte sich jedoch eine schwache Zunahme des
Ryanodin-induzierten Ca*-Flusses (Abb. 4.11B, (O)). Dieser entsprach ab einer freien

Ca?'-Konzentration von 1 uM durchschnittlich 199 pmol-m?s™.

Der Ryanodin-aktivierbare Ca**-Kanal
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dal} Vakuolen von Z. mays L.
nach Applikation von 1 uM Ryanodin im wv-Modus einen durch Ryanodin aktivier-

baren Differenzstrom aufwiesen (Abb. 4.40 und 4.41). Dieser Differenzstrom war mit

einem Permeabilitatsverhaltnis (Pca2+:Px+) von 0,8 selektiv fiir Ca".

Ein weiterer direkter Nachweis eines tonoplastenstandigen 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-
tatsverhaltnis (Pca2+:Px+) von 9 - 27:1 selektiv fir Ca*, jedoch in hdherem Ausmakle.
Der Strom war mit einer Km von 32 uM fur cADPR spezifisch.

Eine relativ geringe Selektivitat gegentiber monovalenten Kationen scheint hierbei

ein allgemeines Merkmal der RyR zu sein. So berichten LIU et al. (1989) von einem
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Permeabilitatsverhaltnis von Pca2+:Pna*[b, Pca2+:Px+[b (SMITH et al. 1988, MA et al.

1988), Pca2+:Px+[119 (HYMEL et al. 1988) und Pca2+:Px+[B,8 (XU et al. 1993).
Die durch Ryanodin induzierte Stromdichte (Abb. 4.41C) liegt fur Z. mays L.-Vakuo-

len mit 7 mA'm? bei -80 mV und 26 mA-m™? bei +55 mV im Bereich der bei B. vul-
garis L. berichteten durch cADPR induzierten Stromdichte (50 mA-m? bei -80 mV,

bzw. 5 mA-m? bei +80 mV; ALLEN et al. 1995).
Die Messungen in der co-Konfiguration legen nahe, dal der durch Ryanodin akti-
vierbare RyR im Tonoplasten von Z. mays L. unter den vorgegebenen Bedingungen

eine Leitfahigkeit von ca. 122 pS besitzt (Abb. 4.43 und 4.44). Dies korrespondiert

mit Leitfahigkeiten von RyR aus verschiedenen tierischen Geweben, wenn Ca* als

Ladungstrager auf der trans-Seite (zytoplasmatisch) verwand wurde: 100 pS (53 mM
Ca?", SMITH et al. 1986, 1988: LIU et al. 1989), 100 und 125 pS (53 mM Ca*", EHRLICH
& WATRAS 1988) und 103 pS (50 mM Ca**, SITSAPESAN & WILLIAMS 1996).
Leitfahigkeiten zwischen 100 - 150 pS mit Ca?** als Ladungstrager (MEISSNER 1994)

scheinen somit ein allgemeines Merkmal der eukaryotischen RyR zu sein. Jedoch ist
die Leitfahigkeit der RyR stark vom vorgegebenen Ladungstrager abhangig. Bei
Verwendung monovalenter Kationen als Ladungstrager konnte eine Steigerung
der Leitfahigkeit 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 lonenkanal nachweisen. Bei B. vulgaris L. konnte nur die
Aktivierung eines weiteren lonenkanals mit schnellen Offnungsereignissen 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.
Diesbeziglich 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 Offnungsereignisse

eines weiteren lonenkanals ohne klar erkennbare Amplitude nachgewiesen werden.

Als “spezifische” Antagonisten der Ryanodin- und cADPR-abhangigen Ca**-Frei-

setzung gelten neben Mg?" (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 uM Ruthenium Rot auf der zytoplasmatischen Seite eine
Hemmung der Offnungsereignisse des durch 1 uM cADPR und Ryanodin aktivierten

RyR von Z. mays L. nachgewiesen werden (Abb. 4.46). Ubereinstimmend konnten
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ALLEN et al. (1995) mit 100 uM Ruthenium Rot auf der zytoplasmatischen Seite eine
Blockierung der durch cADPR induzierten Offnungsereignisse 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 hodchst fraglich erscheint. So
konnten WHITE (1996) eine Reduzierung der Leitfahigkeit eines plasmalemmastan-

digen Kationenkanals aus Secale cereale L.-Wurzeln und PINEROS & TESTER (1998)

eine irreversible Blockierung eines plasmalemmastandigen Ca**-Kanals aus Avena-

Wurzeln nachweisen.

5.2.2.3 Andere Kationenkanale
Der schnell aktivierbare lonenkanal

Der Strom durch den Tonoplasten von Vakuolen aus Z. mays L. Koleoptil-Proto-

plasten ging bei einer vorgegebenen [Ca®*,] von 1 pM innerhalb von maximal 100
ms sowohl bei negativen als auch bei positiven Haltepontialen in Sattigung tuber
(Abb. 4.13A). Dabei zeigte die Ubereinstimmung des Umkehrpotentials von
Gesamtstrom- und Einzelkanalanalyse, dal der Strom durch den Tonoplasten von
einem Kationenkanal mit ca. 19 pS Leitfahigkeit getragen wurde (Abb. 4.13B und

4.18A). Dieser Kationenkanal vom Fast-Vacuolar-Typ (FV) dominiert den Strom

durch den Tonoplasten bei physiologischen zytosolischen Ca®*-Konzentrationen
und konnte bisher noch im Tonoplasten von B. vulgaris L. (HEDRICH & NEHER 1987),
V. faba L.-Schlief3zellen (ALLEN & SANDERS 1996, ALLEN et al. 1998) und H. vulgare
L.-Mesophylizellen (TIKHONOVA et al. 1997, BRUGGEMANN et al. 1999) nachge-
wiesen werden.

Ein weiteres spezifisches Merkmal der bisher beschriebenen FV-Kanéle ist eine
spannungsabhangige gleichrichtende Aktivierung bei unphysiologischen positiven
Haltepotentialen, sowie eine reduzierte Leitfahigkeit bei Haltepotentialen zwischen
-20 und -60 mV. Dies konnte auch fur 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.

Bezuglich der beschriebenen Leitfahigkeiten des lonenkanals zeigte sich mit 19 pS
eine gute Ubereinstimmung mit dem FV-Kanal aus H. vulgare L.-Mesophylizellen (20
pS). Fur B. vulgaris L. wurde eine groRere Leitfahigkeit (30 - 40 pS), bei V. faba L.-

SchlieRzellen hingegen eine kleinere Leitfahigkeit mit 6,4 pS festgestellt.
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Der FV-Kanal von Vakuolen aus Z. mays L. Koleoptil-Protoplasten zeigte eine Selek-
tivitatsreine mit Px+:Pca2+:Pna*:Pro+:Pcr = 1:0,8:1,7:1,4:0,16. Mit einer Selektivitat von K*
uber CI' von 6,2 zeigte der FV-Kanal von Vakuolen aus Z. mays L. Koleoptil-Pro-
toplasten (Abb. 4.20 und 4.21A) eine vergleichbare Selektivitat wie der FV-Kanal
von B. vulgaris L. (Pk+:Pcr= 6:1). Eine hohere Selektivitat fur K* wurde fur die FV-Ka-
nale aus H. vulgare L.-Mesophylizellen (Px+:Pcr= 30:1) und V. faba L.-Schlie3zellen
(Px+:Pcr= 150:1) unter relativ vergleichbaren Bedingungen festgestellt.

Fur Ca?* wurde fiir den FV-Kanal aus Z. mays L. (Abb. 4.13B und 4.18A) erstmals eine
Selektivitat festgestellt. Die beobachtete Selektivitat fir Ca** mag hierbei durch

das hohe molare Ca?*/K*-Verhaltnis auf der vakuoléren Seite begriindbar sein.
Eventuell zeigt der hier vorgestellte schnell aktivierbare lonenkanal vom FV-Typ die
Charakteristik eines sogenannten Multi-lon-Pore-Kanals (HILLE 1992). D. h., wegen
des Selektivitatsfilters in der Kanalpore zeigt der lonenkanal keine von einander

unabhangige Bewegung der unterschiedlichen lonenarten. TIKHONOVA et al.
(1997) konnten eine voneinander abhangige Permeabilitat von Ca** gegen-iiber

K* fur 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
Ca*"-Konzentrationen eine signifikante Permeabilitat fir K*. Der FV-Kanal kann somit

zur zellularen Osmoregulation beitragen und das Tonoplastenpotential in der Nahe

des K*-Gleichgewichtspotential einregulieren.

Der lonenkanal mit 37 pS Leitfahigkeit

Im Gegensatz zum FV-Kanal, war der lonenkanal mit 37 pS Leitfahigkeit bei einer

vorgegebenen zytosolischen Ca**-Konzentration von 1 uM bei Einzelkanalmessungen

nicht nachzuweisen. Der lonenkanal mit 37 pS Leitfahigkeit konnte nur bei einer un-

physiologisch hohen zytosolischen Ca**-Konzentration von 1 mM in der ci-Konfigura-

tion nachgewiesen werden. Infolgedessen kann eine Aktivierung durch hohe zytoso-

lische Ca**-Konzentrationen vermutet werden, die allerdings durch die Ca*'-Toxizitat

in diesem Konzentrationsbereich nur lokal erhéht sein kbnnte.
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Die vermutete Regulation durch die hohe zytosolische Ca®**-Konzentration und eine
spannungsabhangige Aktivierung bei positiven Tonoplastenpotentialen (Abb. 4.48,
4.50 und 4.53) sind die typischen Merkmale fur tonoplastenstandige lonenkanéle
des Slow-Vacuolar-Typs (SV).

Die Leitfahigkeit von 37 pS in symmetrischen 100 mM KCI (Abb. 4.47) korrespondiert
mit veroffentlichten Leitfahigkeiten 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). Fur andere SV-Kanale aus SchlieR-
zellen, Zellen der Aleuronschicht, Wurzelzellen und Zellkulturzellen héherer Pflanzen,
sowie im Thallus von Farnen und Grunalgen wurden jedoch groR3ere Leitfahigkeiten
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
& KOHLER 1994; WARD & SCHROEDER 1994; SCHULZ-LESSDORF & HEDRICH 1995).

Die Selektivitatsreine mit Pk+:Pca2+:Pna*:Pro+:Pcr = 1:0,7:1:1,3:0,14 fur den lonenkanal
mit 37 pS Leitfahigkeit liegt im Bereich der fur SV-Kanale veroffentlichten Daten. Der

SV-Kanal aus Aleuronzellen von H. vulgare L. (BETHKE & JONES 1994) wies jedoch mit
Px+:Pcr= 23 eine hohere Selektivitat fur K" gegentuber CI” auf.

Aufgrund der hier und in anderen Arbeiten festgestellten Permeabilitat fur Ca?*
(Pca2+:Px+= 5, WARD & SCHROEDER 1994; Pca2+:Px+<0,5, ALLEN & SANDERS 1995, 1996;
SCHULZ-LESSDORF & HEDRICH 1995) und der Aktivierbarkeit durch ansteigende
zytosolische Ca?-Konzentrationen (HEDRICH & NEHER 1987, REIFARTH et al. 1994)
wurde fiir den SV-Kanal eine Rolle fiir eine Ca**-induzierte Ca**-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), daR die Spannungs- und Ca?*"-Abh&ngigkeit des SV-Kanals
eine Rolle bei der Ca*-Freisetzung aus der Vakuole unwahrscheinlich machen (s.
Kap. 5.2.3). Somit verbleibt die physiologische Funktion des SV-Kanals im Unklaren,

obwohl er ubiquitéar im pflanzlichen Tonoplasten vorkommt.

Der lonenkanal mit 7 pS Leitfahigkeit

Die relativ unspezifische Selektivitat gegenuber mono- und divalenten Kationen

und Anionen, mit der Selektivitatsreihe von Px+:Pca2+:Pna*:Pro+:Pcr =1:05:0,9:0,4 :

0,4 (Kap. 4.3.5) fur den lonenkanal mit 7 pS Leitfahigkeit korrespondiert mit dem
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oben beschriebenen SV-Typ. Durch die geringe Leitfahigkeit konnte der lonenka-
nal jedoch erst bei unphysiologisch hohen Tonoplastenpotentialen beobachtet
werden, wobei aber keine spannungsabhangige Aktivierung festgestellt werden
konnte. Aufgrund der relativ unspezifischen Selektivitat gegentuber mono- und di-
valenten Kationen und Anionen kénnte der lonenkanal mit 7 pS Leitfahigkeit fur

den Transport organischer Sauren zustandig sein.

5.2.3 Die Bedeutung der Ca?*-selektiven lonenkanéle fir die zytoplas-
matische Ca?*-Regulation und die zellulére Signaliibertragung

Entstehungsorte von Ca?*-Signalen

Pflanzliche und tierische Zellen kbnnen prinzipiell zwei verschiedene Entstehungsorte
fir zytoplasmatische Ca®*-Signale benutzen: Ca*-Eintritt durch das Plasmalemma
und Ca?'-Freisetzung durch intrazellulare Ca**-Depots.

Die Erzeugung von Ca*-Wellen und -Ostzillationen mittels Ca**-Eintritt durch das
Plasmalemma konnte fur SchlieBzellen (MCAINSH et al. 1995) und Fucus-Rhizoide
(TAYLOR et al. 1996) nahegelegt werden.

Als intrazellularer Entstehungsort von Ca®*-Wellen in pflanzlichen und tierischen
Zellen wird mittlerweile auch das Nukleoplasma angesehen, wobei das
Nukleoplasma durchaus als intrazelludres Ca*"-Depot betrachtet werden kann
(GERASIMENKO et al. 1995, STEHNO-BITTEL et al. 1995). Es wurde festgestellt, daf
zytoplasmatische

Ca?"-Erhéhungen im Nukleoplasma Ca?*-Oszillationen ausldésen kénnen (LIPP et al.
1997), die vermutlich durch Aktivierung von InsPsR und RyR der Kernhtlle entstehen

(HUMBERT et al. 1996, LIPP et al. 1997). Auch in pflanzlichen Zellen wird die Ent-

stehung von zytoplasmatischen, bzw. nukleoplasmatischen Ca*-Wellen und -
Spikes" am Nukleus-ER Komplex angenommen (GILROY et al. 1991, EHRHARDT et al.
1996, FRANKLIN-TONG et al. 1996, MALHO & TREWAVAS 1996).

Die pflanzliche Vakuole wird ebenfalls als intrazellularer Entstehungsort von Ca?*-Wel-

len betrachtet. So konnten GILROY et al. (1991) in SchlielRzellen von Commelina
communis nach Herabsetzung der extrazellularen K*-Konzentration die Entstehung
von Ca**-Wellen am Tonoplasten beobachten.

Die Entstehung von Ca**-Wellen am ER konnte im Gegensatz zu tierischen Zellen in

pflanzlichen Zellen bisher nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 5.1: Ubersichtsschema der in der vorliegenden Arbeit charakterisierten primar
und sekundéar aktiven lonen-Transport-Mechanismen am Tonoplasten aus Vakuo-
len von Z. mays L.-Koleoptil-Protoplasten.

Abklrzungen: cADPR: zyklische ADP-Ribose, CAM: Calmodulin, FV: Fast-Vacuolar-

Kanal, InsPs: Inositol-1,4,5-triphosphat, Rya: Ryanodin, RuR: Ruthenium Rot, SV: Slow-
Vacuolar-Kanal.
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Die Entstehung von zytosolischen Ca*-“Spikes” am Chloroplasten konnte an der

einzelligen Grinalge Eremosphaera viridis demonstriert werden, wobei eine Betei-
ligung anderer intrazellularer Ca*-Depots vermutet wird (BAUER et al. 1997).

Zum Verstandnis der Entstehung intrazellularer Ca*-Signale, der Bedeutung von
intrazellularen Ca?*-Depots und zur Funktion verschiedener intrazellularer second

messenger (Ca”, InsPs, cCADPR) ist eine Betrachtung der “Signal’-Reichweite der

verschiedenen second messenger notwendig.

Ca*-Diffusionskoeffizient und -Pufferkapazitat
Die Diffusion von Ca*" ist im Zytoplasma gegeniiber einer walrigen Lésung wesent-

lich verlangsamt. In verschiedenen tierischen Zellen wurden fiir Ca?* 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

Verzégerung der Diffusion wird hierbei durch die Bindung von Ca*" an zytoplasma-

tische Phosphatverbindungen wie ATP [200 pM - 2 mM] und PPi ([50 - 390 puM],
EDWARDS et al. 1984, SMYTH & BLACK 1984), sowie Ca*'-bindende Proteine, wie

Calmodulin verusacht. Fur pflanzliche Zellen wurde die zytoplasmatische Kon-

zentration von Calmodulin auf ca. 5 - 20 uM abgeschatzt (LING & ASSMANN 1992,

FISHER et al. 1996), die zytoplasmatische Gesamtkonzentration an Ca*-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 fur Ca®', tragt noch der aktive Transport von Ca?" in die pflanzlichen
Endoorganelle, durch die in dieser Arbeit vorgesteliten priméar aktiven Ca®*-
ATPasen und sekundéar aktiven H'/Ca*'-Antiporter, maRgeblich zur Aufrechterhal-
tung einer submikromolaren zytosolischen Ca*-Konzentration und eines niedrigen

Ca?*"-Diffusionskoeffizienten bei. Hierbei ist der Ca?'-Diffusionskoeffizient nicht als

statischer Wert aufzufassen, da Veranderungen der Bindungsstrenge der
zytoplasmatischen Ca®*-Proteinbindungsstellen sowie die Regulation der Aktivitét

der Ca?-ATPasen (z. B. durch Calmodulin, ASKERLUND (1997)) diesen hochst
dynamisch gestalten kbnnen.

Nennenswert ist hierbei, dal der eben beschriebene niedrige zytoplasmatische
Ca**-Diffusionskoeffizient zum Verstandnis der in pflanzlichen und tierischen Zellen
beobachtbaren Phanome der Ca*-Gradienten, -Wellen und -Oszillationen, bzw.
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fur die Funktion der “second-messenger”, wie InsPs und cADPR beitragt.
ALLBRITTON et al. (1992) kalkulierten fur eine punktférmige Freisetzung von InsP3

([1,5 pM]), bei einer von der InsP3-Konzentration unabh&angigen zytoplasmatischen
Diffusionskonstante von 268 um®s®, eine Diffusions-Reichweite von 24 pm-s™. Hin-
gegen kalkulierten sie fiir eine punktférmige Freisetzung von Ca?" ([5 pM]), bei einer
von der Ca*-Konzentration abhangigen zytoplasmatischen Diffusionskonstante
von 13 pm?s?, eine Diffusions-Reichweite von 5 pm-s®. Diese Abschatzung stimmt
mit den bisher festgestellten Reichweiten von Ca** bei lokalen Ca*'-Freisetzungen
gut uberein (0,5 - 5 pM, BOOTHAM & BERRIDGE 1995). D. h. die relativ immobilen
zytoplasmatischen Ca?'-Puffer begrenzen die punktférmige Ca*-Freisetzung eines
Ca’'-Kanals auf einen lokalen Bezirk, wenn dieses Ca2+-SignaI nicht auf eine an-
dere Weise weitergeleitet wird. Andererseits eignet sich InsPs mit einer kalkulierten
Diffusions-Reichweite von 24 ym als globaler Informationstrager in Zellen.
ALLBRITTON et al. (1992) fiihrten auch Versuche zur zytoplasmatischen Ca* -Puffer-
kapazitat durch. Hierbei wurde festgestellt, dal} die Applikation von 13 uM oder 100
UM Ca** zu einem Anstieg der freien Ca**-Konzentration von ca. 100 nM auf 1 uM
oder 20 pM erfolgte.

Unter Verwendung dieser Hintergrunddaten ergibt sich folgende Abschatzung fur
die physiologische Relevanz des Ca®'-Transports durch den Tonoplasten von
Z. mays L. Bei einer abgeschatzten InsPsR-Dichte von einem InsPsR-7 pm™ (s. Kap.
5.2.2) und einer Leitfahigkeit von ca. 1 pA im Bereich der physiologischen Tono-
plastenpotentiale (s. Abb. 4.28B), ergibt sich fur einen InsPsR eine Transportrate von
ca. 3-10°m?s* Ca*"-Kationen pro 7 pm? Tonoplastenoberflache. Fir eine Erhéhung
der [Ca* 2] von 100 nM auf 1 uM (durch Freisetzung von 13 pM Ca*, s. 0.) in einem
Volumen von 7 pm?® mite bei einer Transportrate von 3-10°m?s* Ca*-Kationen der
Ca*-Kanal ca. 0,3 ms 6ffnen. Bei einer Volumenhohe von 5 pM (35 um?®) wiirde die
Erhéhung der [Ca® ] von 100 nM auf 1 pM eine Offnung von 10 ms Dauer bean-
spruchen. Unter Verwendung einer 370fach geringeren Transportrate (Vakuolen-
suspension) ergeben sich Offnungszeiten 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 Ca’*-Diffusionskoeffizient und die Ca*'-Pufferkapazitat nicht als statische
Werte aufzufassen sind, wurden Kalkulationen mit héheren Ca*'-Pufferkapazitaten
vorgenommen. Bei einer 80fachen Erhéhung der Ca*'-Pufferkapazitat (d. h. 1000
UM Ca*'-Freisetzung resultieren in 1 uM freies zytosolisches Ca?) wiirde eine
Offnungszeit von 30 ms (7 um?®) und 560 ms (35 pm°®) benétigt. Eine 1000fache Er-
héhung der Ca?**-Pufferkapazitat (d. h. 13000 pM Ca?*-Freisetzung resultieren in 1
UM freies zytosolisches Ca®") bedarf hingegen einer Offenzeit von 360 ms (7 um?®)
und 7,2 s (35 pm®). Somit wéren auch hier die Grenzen der physiologischen Rele-
vanz fur die mit der Patch-Clamp-Technik erhaltenen Transportraten erreicht. Dies
aber nur unter dem Vorbehalt, daR kein lokal gehauftes Auftreten des InsPsR vor-
liegt.

Die Abschatzungen zeigen somit, daR der InsPs-aktivierbare Ca®*-Strom durch den
Tonoplasten von Z. mays L. zur Generierung eines zytoplasmatischen Ca?*-Signals
geeignet ist. Ahnliche Abschatzungen ergeben sich fir den Ryanodin-
aktivierbaren Ca®*'-Strom. Da die mit der Vakuolensuspension gemessenen
Transportraten fiir die Ca®*-ATPase, InsPsR und RyR gerade im untersten Bereich der
physiologischen Relevanz liegen, ist anzunehmen, dall praparations- oder

systembedingte Schadigungen der Ca*-Transporter vorliegen. Jedoch zeigte

auch der Einsatz von Protease-Inhibitoren keine Steigerung der Transportraten.

Aspekte zur raumlichen Organisation der Ca**-Transporter

Grundlegender Unterschied bei der Verteilung von RyR und InsPsR zwischen tieri-
schen und pflanzlichen Zellen ist die raumliche 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, daR in verschiedenen Systemen die Merkmale der komplexen Ca*-Wellen und

-Ogszillationen letztendlich nicht durch Zufall, sondern durch die Proportionen der
Verteilung der Ca*'-Transporter innerhalb einer individuellen Zelle entstehen, wel-
ches “Ca*-Fingerabdruck” benannt wurde (PRENTKI et al. 1988). DaR im Grunde
genommen die raumliche Organisation der Ca*-Transporter die Antwortcharak-

teristik bestimmen kann, beinhaltet die oben angesprochene Limitation der Cca’*-,

RyR-Agonisten- und InsPs-Diffusion im Zytoplasma. Die limitierte Reichweite der
Ca”-, RyR-Agonisten- und InsPs-Diffusion bedingt eine strategische Verteilung von
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intrazellularen Ca**-Depots innerhalb der Zellregionen, wo eine Ca**-Freisetzung
bendstigt wird (THOMAS et al. 1996). Eine strategische Verteilung von Ca**-Depots ist
auch dann notwendig, wenn eine diffusionsunabhangige Form der Ca**-Weiterlei-

tung, wie die sogenannte Ca?-induzierte Ca*-Freisetzung an Vakuolen ange-

nommen wird (WARD et al. 1995).

InsPsR und RyR als Entstehungsorte komplexer Ca**-Signale

Als kleinste Elementar-Einheit der zytosolischen Ca?*-Freisetzung wird das Offnen
eines individuellen Ca*-permeablen lonenkanals betrachtet, wobei aufgrund der
freigesetzten, “gequantelten” Ca*-Menge bei tierischen Zellen zwischen RyR (sog.
“quarks”) und InsPsR (sog. “blibs”) unterschieden wurde (BOOTMAN & BERRIDGE
1995, CLAPHAM 1995, BERRIDGE 1997). Diese scheinen in tierischen Zellen in lokalen
Kanal-verbanden als nachsthbhere Organisationstufe vereinigt zu sein, die
wiederum eine “gequantelte” Ca®**-Menge (sog. “puffs”) freisetzen kénnen. Solche
intrazellularen, lokal begrenzten Orte der Ca?-Freisetzung wurden auch in
Pollenschlauchen, Protoplasten und Schlielzellen bei Aufnahmen mit Ca*'-
sensitiven Fluoreszenzfarbstoffen vorgefunden, und kdnnten das pflanzliche
Pendant der oben aufgefiihrten tierischen Strukturen sein (GILROY et al. 1991;
SHACKLOCK et al. 1992; MALHO et al. 1994, 1995). Die elementaren Einheiten fur
agonistenabhangige Ca®*-Freisetzung in tierischen Zellen werden als
Initiationspunkte bei der Entstehung von zytoplasmatischen Ca**-Wellen angesehen
(s. u.), wobei diese abh&angig vom Zelltyp aus RyR oder InsPsR bestehen kénnen
(BOOTMAN & BERRIDGE 1995). Hierbei konnte an Oozyten von Xenopus laevis
festgestellt werden, daB niedrige zytoplasmatische InsPs-Dosen die keine Ca?-
Wellen generieren, dosisabhéngig die Frequenz der Ca®-“Puffs” regulieren
(THOMAS et al. 1996). Solch kleine Fluktuationen von [Ca*x:] in der N&he der
“Ruhekonzentration” von [Ca®i] scheinen hierbei nicht einfach ein “weiRes
Rauschen” ohne Informationsinhalt darzustellen, sondern kénnen fur biologische
Systeme mittels des Prinzips der stochastischen Resonanz Information beinhalten

(BEZRUKOV & VODYANOY 1995).
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Neben den oben schon erwéhnten lokal begrenzten Ca**-Freisetzungen wurden in

pflanzlichen Zellen Ca?"-“Spikes”, Ca**-Wellen und Ca?*'-Oszillationen beobachtet
(KNIGHT et al. 1991, MALHO & TREWAVAS 1996, FELLE 1988a).

Ca**-“Spikes”, d. h. voribergehende lokale Erhéhungen von [Ca®'4i, konnten in
transgenischen Tabakkeimlingen durch verschiedenste externe Stimuli (Licht, Tem-
peratur u. a.) ausgelost werden (KNIGHT et al. 1991, MALHO et al. 1998). Hierbei

2+_u

zeigte jeder externe Stimulus ein spezifisches Muster des Ca“~-“Spikes” hinsichtlich
der Zeit bis zum Anstieg der Ca®'-Konzentration, der Dauer bis zum Erreichen der
maximalen Ca?'-Konzentration, der Amplitude und der Dauer der Abklingzeit. Be-
merkenswert ist hierbei, daR in individuellen tierischen Zellen verschiedene Ca?'-
2+ e

Kanal-Agonisten zur charakteristischen Veranderung des Musters der Ca

insbesondere der Abklingzeit, fUhren kbnnen (ROONEY et al. 1989, PETERSEN et al.

Spikes”,

1991). Durch das Vorkommen von RyR und InsPsR im Tonoplasten scheint die Va-

kuole auch zur Generierung solcher Signale geeignet. Die Verdoppelung des InsPs-

induzierbaren Ca**-Flusses in Gegenwart von Ryanodin (Abb. 4.9B (0)) weist darauf

hin, dal die Vakuole durch die differenzierte Aktivierung beider Rezeptorsysteme ein
betrachtliches Potential zur Variation von Ca?*-Signalen besitzt.
Diese sperzifischen Muster eines Ca**-Signals scheinen hierbei grundlegende Infor-

mationselemente der Ca?"-abh&ngigen Signaltransduktion zu sein. DOLMETSCH et
al. (1997) konnten anhand der Proteintranslokation, Proteinphosphorylation und

Genexpression verschiedener Transkriptionsfaktoren in B-Lymphozyten zeigen, dal

die Amplitude und Dauer eines Ca**-Signals, aufgrund differenzierter Ca**-Sensitivi-

tat und kinetischen Verhaltens, zu einer unterschiedlichen Aktivierung verschiede-

ner physiologischer Prozesse fiihren kann. Somit scheinen bei der Ca?*-abh&ngigen

Signaltransduktion Amplituden- und Frequenzmodulation des zytoplasmatischen

Ca**-Signals eine wichtige Rolle bei der zellularen “Informationsverarbeitung” zu

spielen (BERRIDGE 1997, ITO et al. 1997). Eine Frequenzmodulation des zytoplasma-
tischen Ca?'-Signals konnten MCAINSH et al. (1995) durch Veranderung der exter-
nen Ca**-Konzentration an SchlieRzellen von C. communis zeigen. Die Dekodierung
frequenzmodulierter Ca*-Signale scheint hierbei durch die frequenzabhangige

Aktivierung Ca®- und Calmodulin-abhéngiger Proteinkinasen méglich zu sein

(BRAUN & SCHULMAN 1995, DE KONINCK & SCHULMAN 1998).
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Neben diesen einfachen lokalen Erhéhungen von [Ca®*44] stellt sich die Frage nach

dem Entstehungs-Mechanismus der in Maiskoleoptilen vorgefundenen zytoplasma-
tischen Ca*-Oszillationen und der Einbindung der Vakuole in diese. Kann die Va-

kuole als Initiator von komplexen Ca**-Signalen fungieren? Nehmen wir als Gedan-
kenbeispiel die Reaktion von Auxin auf die Koleoptile von Z. mays L. (FELLE 1988a)
und setzen einfach voraus, dall Auxin nach Bindung an einem Oberflachenrezep-
tor zur vermuteten Freisetzung von InsPs durch Phospholipase C in Maiskoleoptilen

filhrt (POLEVOI et al. 1996).

Ist das Plasmalemma-Signal der InsPs-abhangigen Signaltransduktionskette klein,
werden nur geringe Konzentrationen an InsPs gebildet. InsPs kann nun als “globa-
ler” Informationsbote durch das Zytoplasma diffundieren, wobei jedoch nur wenige

InsPsR aktiviert werden, was vermutlich zur oben beschriebenen lokal begrenzten
“gequantelten” Ca*-Freisetzung filhren wiirde. Die Generation von intrazellularen

Ca*-Wellen oder -Oszillationen aus Endoorganellen, mit InsPsR als Initiationspunkt

kann nach dem “one-pool”-Modell (LECHLEITER & CLAPHAM 1992, DELISLE & WELSH
1992) folgendermaRen begriindet werden. Durch die glocken-férmige [Ca® -
Abhangigkeit des InsPsR, mit einer Aktivation im niedrigen [Ca* ,]-Bereich und einer
Inhibiton im hohen [Ca?®-Bereich (Abb. 4.9A (W) konnte der InsPsR als

selbstregulierter, InsPs-abh&ngiger Ca*-induzierter Ca*'-Freisetzungs-Kanal funk-

tionieren. In der Gegenwart einer konstant niedrigen InsPs-Konzentration wirde der

InsPsR mit einer langsamen Rate Ca*" freisetzen, bis die lokale [Ca® ] einen Punkt er-
reicht, wo die InsPsR-Sensibilisierung zu greifen beginnt. Dieser Punkt konnte aber
auch durch eine hohere zytoplasmatische InsPs-Konzentration und eine damit
verbundene vermehrte Ca*-Freisetzung, sowie durch eine Erh6hung von [Ca® ]
durch plasmalemmastandige Ca*'-Kanale erreicht werden. An diesem Punkt fiihrt
der positive Rickkopplungseffekt des freigesetzten Ca®* am InsPsR zu einer

2+_u

beschleunigten Ca?**-Freisetzung, die ein Ca?**-“Spike” zum Resultat haben kénnte.
Das extern appliziertes Auxin zu einem Ca**-“Spike” filhren kann, zeigen Messungen
an transgenischen Tabak (MALHO et al. 1998). DaR FELLE (1988a) mittels Ca*'-

selektiven Mikroelektroden an Z. mays L.-Koleoptilen keine Ca®**-“Spikes”

beobachten konnte, mag eventuell an der zu geringen zeitichen Auflésung und

Sensitivitat der Mikroelektroden gegeniiber hoch auflésenden Messungen mit Ca®'-
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sensitiven Fluoreszenzfarbstoffen liegen (BAUER et al. 1997, SCHONKNECHT et al.

1998). Die lokale Diffusion des freigesetzten Ca®* kann nun wiederum andere nahe

gelegene InsPsR sensibilisieren und zum gleichen autokatalytischen Prozel3 der
Ca?'-Freisetzung fiihren. In dieser Weise kdnnte durch die raumliche Verteilung der
InsPsR eine zytoplasmatische Ca*-Welle uber dem Tonoplasten durch InsPs-

abhangige Ca?*-induzierte Ca?*-Freisetzung entstehen. Hierbei kénnen bei einer

konstanten InsPs-Konzentration durch negative Ruckkopplung des InsPsR durch
[Ca™ 4], bzw. durch die eigene Inaktivierung des InsPsR auch Oszillationen von

[Ca? 1] erklart werden (HAINOCZKY & THOMAS 1994, 1997).

Wegen der pH-Abhangigkeit der InsPs-Bindung am InsPsR (WORLEY et al. 1987,
BROSNAN & SANDERS 1993) ist auch an eine mdgliche Interaktion mit zytosolischen
pH-Oszillationen zu denken, die in Z. mays L. nach Auxineinwirkung beobachtet

wurden (FELLE et al. 1986, 1992; FELLE 1988a). Unter Berucksichtigung der tono-
plastenstandigen Ca*-ATPasen und deren Steuerung durch Calmodulin, ergibt
sich mit den tonoplastenstéandigen Ca?'-Kanélen ein weiteres oszillationsfahiges
System. Hiebei fiihrt Ca*-Freisetzung durch Ca*-Kanale zur einer Aktivierung der
Ca?*-ATPasen, die nun wiederum das freigesetzte Ca*" verstarkt in den Tonoplasten
transportieren. Wird die Offnungswahrscheinlichkeit der Ca**-Kanale durch den
ansteigenden transmembranen Ca?'-Gradienten positiv riickgekoppelt, wie es am

ER-Ca**-Kanal von B. dioica Jacq. demonstriert wurde (KLUSENER et al. 1995), er-

gibt sich ein oszillationsfahiges System. Gerade ein solcher oszilierender Mem-

brankreislauf kénnte fiir tonoplastengebundene Ca**-sensitive Proteine ein Signal

darstellen (RASMUSSEN 1989).

Interaktion von InsPsR und RyR mit weiteren Ca**-permeablen lonenkanalen?

Eine Ca*'-Freisetzung aus der Vakuole mit InsPsR und RyR als Entstehungspunkt ist
auch durch die direkte und indirekte Aktivierung anderer tonoplastenstandiger

lonenkanéale denkbar.

Die Aktivierung des InsPsR und RyR kénnte aufgrund des Ca*-Ausstroms zu einer

Depolarisation des Tonoplastenpotentials fihren. Im Falle des RyR, der eine wesent-
lich geringere Selektivitat fur Ca®" gegeniiber K* hat, wiirde sich jedoch das Tono-
plastenpotential mehr in Richtung Ex+ bewegen. Durch die Depolarisation des To-

noplastenpotentials kénnten nun spannungsabhangige Ca*-Kanale geoffnet wer-
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den, die eine Ca*-Freisetzung aus der Vakuole erlauben. JOHANNES et al. (1992)

konnten an tonoplastenangereicherten Vesikeln aus B. vulgaris L. nach kunstlich
eingeleiteter Depolarisation eine Ca?*'-Freisetzung durch spannungsabhéngige
Ca’*-Kandle demonstrieren.

Weiterhin ist an eine Ca?**-induzierte Ca*-Freisetzung durch den SV-Kanal, bzw. de-

polarisationsinduzierte Ca*'-Freisetzung durch den FV-Kanal zu denken (s. Kap.
5.2.3). Beide lonenkanaltypen sind im Tonoplasten von Z. mays L. vorhanden, be-

sitzen unter den in dieser Arbeit vorgegebenen Bedingungen eine Permeabilitat fur
Ca®" und werden durch positive Tonoplastenpotentiale aktiviert. Durch die gegen-

Uber InsPsR wesentlich héhere Kanaldichte von mind. einen FV- oder SV-Kanal-pm™
(TKHONOVA et al. 1997, POTTOSIN et al. 1997) kbnnten diese Kationenkanale, auch

bei einer unter physiologischen Bedingungen scheinbar zu vernachlassigenden
Ca®-Transportrate in das Zytoplasma (POTTOSIN et al. 1997), bei der Generierung

von Ca**-Wellen, z. B. durch Sensibilisierung von RyR und InsPsR, eine wichtige Rolle

spielen.

Die pflanzliche Vakuole scheint somit ein wichtiger Bestandteil der zytoplasmati-
schen Ca®*-Regulation und zellularen Signaliibertragung zu sein. Obwohl der To-
noplast mit InsPsR und RyR, Ca®*-ATPasen und H'/Ca* -Antiporter im Prinzip zur Erzeu-
gung komplexer zytoplasmatischer Ca**-Signale befahigt ist, kann der Tonoplast
aber nur als ein Glied in der Kette der zytoplasmatischen Ca?*-Regulation und zel-
lularen Signalubertragung betrachtet werden. So zeigten BAUER et al. (1997), daf

der RyR-Agonist Koffein in E. viridis repetetive Ca**-“Spikes” aus intrazellularen De-

2+_u

pots generiert, diese Ca“-“Spikes” vermutlich aber wiederum abhangig von der
Aktivitat plasmalemmastandiger Ca®"-Kanale sind. Allerdings scheinen nicht nur

intra- und extrazellulare Ca**-Depots einer einzigen Zelle, sondern verschiedene
pflanzliche Zellen miteinander “kommunizieren” zu kénnen (ROBARDS & LUCAS

1990, TUCKER & BOSS 1996, STAEHELIN 1997).

Aussicht
Mit den hier vorgelegten Resultaten des Ca?-Transports durch den Tonoplasten

von Z. mays L. sind die bisher bekannten Transportmechanismen fiir Ca** an der

pflanz-lichen Vakuole aufgezeigt worden. Sie weisen darauf hin, dal mit der
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isolierten Vakuole von Z. mays L. in einem zellfreien System weitere Untersuchungen

zum Ca**-Transport méglich sind.

Fur die weitere grundlegende Erforschung des InsPsR und RyR im Tonoplasten von

Z. mays L. bietet sich natiirlich die Patch-Clamp-Technik an. Hier ist u. a. an das Off-

nungsverhalten der Ca**-Kanéle gegeniiber physiologischer K*-Gradienten, [Ca?'x1]-

Regulierung, pHxt-Regulierung und Dosis-Wirkungskurven der Agonisten zu denken.

Um diese Messungen im wv-Modus bei physiologischen [Ca*'x1 zu erleichtern, sollte

jedoch ein “spezifischer” Inhibitor des FV-Kanals gefunden werden. Weiterhin ist an

die Regulierung des InsPsR durch Ca**/Calmodulin-abh&ngige Proteinkinasen, ATP u.
a. zu denken (FERRIS et al. 1990, 1991). Ahnliches gilt fur die Regulation des RyR
(MEISSNER 1994).

Fir Messungen des Ca*-Transports in die Vakuole via Ca*-ATPase scheint jedoch

die Patch-Clamp nicht geeignet zu sein. Die hier und in anderen Arbeiten mit

Vakuolen-suspensionen gemessenen FluRraten des Ca®-Transports durch den

Tonoplasten er-geben einen Strom, der im Bereich von einem pA pro Vakuole liegt.

Dies ist im wv-Modus nicht auflésbar. Der scheinbar limitierte Ca*-Transport der
Vakuolensuspension (s. 0.) konnte jedoch mittels neuer MeRmethoden, die
Messungen an Einzel-Vakuolen erlauben, optimiert werden. Die Freisetzung von
einzelnen Vakuolen mittels EDTA beflllten Mikropipetten erlaubt hierbei eine

wesentlich schonendere und schnellere Praparation der Vakuolen. Fir Messungen

des Ca*-Transports in die Vakuole bzw. agonistenabhéngige Ca?*-Freisetzung, sei
unter elektrophysiologischen Gesichtspunkten die “microelectrode ion-flux

estimation”-Technik erwahnt (NEWMAN et al. 1987), die schon bei Messungen zum

H*- und Ca*-Transport durch das Plasmalemma von Z. mays L.-Protoplasten
erfolgreich angewand wurde (SHABALA et al. 1998). Gegenuber Messungen mit
tonoplastenangereicherten Vesikeln erscheint hier die Aufrechterhaltung der
natirlichen Membrantopologie des Tonoplasten von groRem Wert.

Die Verwendung immunozytochemischer und fluoreszenzoptischer Methoden
konnte auch wertvoll zur Etablierung des zellfreien Systems Vakuole sein. So wirde

die Verwendung von Antikdrper-gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffen zur Darstellung

der raumlichen Verteilung von RyR, InsPsR und Ca*-ATPasen am Tonoplasten beitra-

gen (THEODOULOU et al. 1994). In gleicher Weise kdnnte durch die verbesserten Dar-
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stellungsmaoglichkeiten der digitalen, bildgebenden Fluoreszenzmikroskopie, mittels
neuer Ca*-Fluoreszenzfarbstoffe und Mn*-“Quenching” die Rolle und das Vorkom-

men von RyR, InsPsR und Ca?-ATPasen am Tonoplasten der pflanzlichen Zelle aufge-
klart werden. Gerade hier bote sich die Moglichkeit 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; HAINOCZKY & 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),

extravakuolarer Ca?*-Bestimmung (Ca**-selektive Mini-Elektroden) und

intravakuolarer pH-Bestimmung (Acridinorangeabsorption) direkte Nachweise zum

Ca*-Transport in die Vakuole (Ca**-ATPase und H'/Ca*"-Antiporter), sowie zur Ca*'-
Freisetzung aus der Vakuole (InsPs-Rezeptor-Kanal-Komplex (InsPsR) und Ryanodin-

Rezeptor-Kanal-Komplex (RyR)) erbracht werden.

|. Ca*-Transport in die Vakuole durch primér aktive Ca®'-ATPase und sekundar
aktiven H'/Ca?*-Antiporter:

Mit Vakuolensuspensionen wurden Versuche zur Aktivitat der zur Energetisierung des
sekundar aktiven H'/Ca*-Antiporters verantwortlichen Protonenpumpen, der

vakuo-laren H*-ATPase (v-H'-ATPase) und Pyrophosphatase (PPase), durchgefuhrt.

Die Vakuolen von Z. mays L. wiesen nach der Praparation zum Versuchsmedium

einen pH-Gradienten von 1,5 Einheiten auf. Die Aktivitat der v-H*-ATPase und PPase
resultierte in einer weiteren Absenkung des vakuolaren 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 pM bestimmt. Die

halbmaximale Inhibition der Protonentranslokation der v-H*-ATPase durch

Bafilomycin wurde auf 120 pM bestimmt.

An Vakuolensuspensionen konnte ein ATP-abhéngiger Ca**-Transport in die Vakuole

beobachtet werden, der durch Bafilomycin nicht hemmbar war. Der ATP-abhangige
Ca?'-FluR hatte eine maximale Transportrate von 152 pmol-m?-s™.

Die Auswirkung von 10 pM bis 1 mM Ca*" auf den im Gleichgewicht befindlichen Pro-

tonengradienten zeigte einen partiellen, konzentrationsabh&ngigen Abbau
desselben. Die Ergebnisse sprechen fir die Existenz einer tonoplastenstandigen Ca*'-

ATPase und H*/Ca**-Antiporters.
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Il. Ca**-Freisetzung aus der Vakuole durch InsPsR und RyR:

Vakuolensuspensionen von Z. mays L. reagierten auf den Zusatz von Inositol-1,4,5-
triphosphat (InsPs) und Ryanodin mit einer von [Ca*] abhangigen Ca*-
Freisetzung.

Der InsPz-aktivierbare Ca®*-FIuR hatte eine Transportrate von 124 pmol-m?s* und war
in Gegenwart von Ryanodin auf 279 pmol-m™s™ steigerbar.

Mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik konnte in der wv-Konfiguration und Einzelkanal-

analysen (co- und ci-Konfiguration) nachgewiesen werden, dafll die durch InsPs
induzierte Ca?'-Freisetzung der Vakuolensuspension von einem InsPs-aktivierbaren
und hochselektiven Ca*-Kanal (InsPsR) mit 12 pS Leitfahigkeit verursacht wurde. Die
InsPsR-Dichte wurde zu 1 InsPsR-7 um™, bei einer Transportrate von 103 nmol-m?s™
be-stimmt. Der InsP3R hatte die relative Selektivitatsreine von Pca2+: Ps2+: Pga2+: Pmg2+:
Px+ = 105 - 139 : 18 : 8 : 1,7 : 1. Die Leitfahigkeitsreihe des InsP3R war ([50 mM X**] auf
der vakuoléren Seite): Ba®"> Sr** > Mg** = Ca®* = 21,1 : 17 : 15,5 : 12 pS. Dies spricht fir
eine voneinander abhangige Permeation divalenter Kationen durch die

Kanalpore.

Der InsPsR war durch La®*" (halbmaximale Inhibition 8 uM), 100 uM Gd** und 1 mM zZn**

auf der vakuolaren Seite reversibel hemmbar.

Der Ryanodin-aktivierbare Ca?*-FluR durch den Tonoplasten hatte eine Transportrate

von 147 pmol-m®ss™* und war in Gegenwart von InsPs auf 199 pmol-m™?s™ steigerbar.

Durch Analysen in der wv- und co-Konfiguration konnte nachgewiesen werden,
daR die durch Ryanodin induzierte Ca*-Freisetzung der Vakuolensuspension von ei-
nem tonoplastenstandigen, Ryanodin-aktivierbaren Ca**-Kanal (RyR) mit 122 pS Leit-

fahigkeit verursacht wurde. Der RyR hatte die relative Permeabilitdt von Pca2+:Px+=
0,8:1. Der RyR war durch 1 uM zyklische Adenosin-Diphosphat-Ribose aktivierbar und
durch 1 - 100 uM Ruthenium Rot hemmbar.

Fine Abschatzung der gemessenen Agonisten-induzierten Ca*'-Transportraten

ergab, unter Beriicksichtigung der zytoplasmatischen Ca**-Diffusionskonstante und -

Pufferkapazitat, daf InsPsR und RyR ein Potential zur Generierung zytoplasmatischer

Ca**-Signale besitzen.
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lll. Am Tonoplasten aus Z. mays L. Koleoptil-Protoplasten konnten drei weitere
Kationenkan&le nachgewiesen werden:

1. In der wv-, co- und ci-Konfiguration konnte ein spannungsabh&ngiger Kationen-
kanal vom Fast-Vacuolar-Typ (FV) mit einer Leitfahigkeit von 19 pS nachgewiesen
werden. Der FV-Kanal hatte die relativen Permeabilitaten von Pk+:Pca2+:Pna*:Pro*:Pcr =
1:0,8:1,7:1,4:0,16. Bei einer normalen zytosolischen Ca?**-Konzentration besitzt der FV-
Kanal ein Potential zur Einregulierung der zytoplasmatischen K*-Homaoostase.

2. In der ci-Konfiguration konnte ein spannungsabhangiger Kationenkanal vom
Slow-Vacuolar-Typ (SV) mit einer Leitfahigkeit von 37 pS nachgewiesen werden. Der
SV-Kanal hatte die relativen Permeabilitaten von Px+:Pca2+:Pna*:Pro*t:Pcr =
1:0,7:1:1,3:0,14.

3. In der ci-Konfiguration konnte ein spannungunabhé&ngiger Kationenkanal mit

einer Leitfahigkeit von 7 pS nachgewiesen werden. Der Kationenkanal hatte die

relativen Permeabilitaten von Pk+:Pca2+:Pna+:Pro*:Pc-r=1:0,5:0,9:0,4:0,4.
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