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Forschung — oh, nun — das ist Heute natirlich
nicht mehr ganz so, dal} Sie standig hoffen
durfen, hinter der nachsten Ecke sale der letzte
lebende Sabelzahntiger, kratze sich hinterm Ohr
und warte nun nur darauf von lhnen zum ersten
Male erblickt zu werden.

Aber der Zauber ist geblieben.

... Sie sehen Dinge, die vor lhnen keiner sah —
auch wenn sich das in den zappelnden Nadeln
eines XY-Schreibers niederschlagen mag anstatt
in einer grol3en ehrfurchtgebietenden Katze.

nach [Adams & Carvadine, 1992]
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4 Einleitung

1 Einleitung

Vor inzwischen rund 20 Jahren wurde am Max Planck Institut fir Biophysikalische
Chemie in Goéttingen die Patch-Clamp Technik von Sackmann und Neher entwickelt
[Hamil et al., 1981]. Zunachst diente das neue MeRverfahren vornehmlich der
Untersuchung von Stromen Uber die Zellmembran. Nur kurze Zeit spater entwickelten
Neher und Marty [Neher & Marty, 1982] dann basierend auf der Patch-Clamp Technik
ein Verfahren, welches durch Messung der Membrankapazitat eine sehr genaue
Bestimmung der Oberflache von Zellen erlaubte. Diese Technik ist 1992 [Zorek &
Tester, 1992] erstmalig mit Erfolg an Pflanzenzellen verwendet worden.

1.1 Anderungen der Membranoberfliche durch Exocytose und Endocytose

Rasche Anderungen der Membranoberflache erfolgen nach heutigem Wissensstand
im wesentlichen durch Exocytose oder Endocytose. Erstere bewirkt eine
OberflachenvergroRerung durch den Einbau zusatzlicher Membran, die in Form von
Vesikeln bereitgestellt wird; Endocytose verringert die Membranoberflache durch
Einstilpung und anschliefiende Abschnurung von Vesikeln. Beide Prozesse sind in
hohem Malde reguliert und erfordern eine Vielzahl miteinander wechselwirkender
Proteine. Auch scheinen nach neueren Untersuchungen beide Prozesse stark
konserviert zu sein. Reaktionsschritte, die an Nervenzellen nachgewiesen werden
konnten, lielRen sich auch in Hefen wiederfinden [Lew & Simon, 1991, Bennet &
Scheller, 1993]. Die molekulare Maschinerie, die Exocytose und Endocytose
ermoglicht, ist offenbar auch zwischen sehr verschiedenen Zellen ahnlich [Ferro-
Novick & Jahn, 1994, Weber et al., 1998].

Exocytose dient der Erneuerung, dem Hinzufiigen und dem Austausch von Membran
sowie der Sekretion von Stoffen in den extrazellularen Raum. Bei der Sekretion von
Stoffen aus dem Zellinneren wird zwischen zwei verschiedenen Systemen
unterschieden. Werden Substanzen kontinuierlich Uber einen gewissen Zeitraum
sezerniert, so spricht man von konstitutiver Exocytose. Der zentrale regulierende
Schritt im sekretorischen Weg ist dann die Synthese des sekretorischen Proteins.
Findet sich hingegen innerhalb des sekretorischen Weges ein Transportschritt, Uber
den die Transportvesikel unter physiologischen Grundbedingungen nicht hinaus
kommen kénnen und ist ein Weitertransport Uber diesen kinetischen Schritt hinaus nur
auf einen aulderordentlichen Stimulus hin madglich, so liegt so genannte regulierte
Exocytose vor. Moglicherweise stellt der Sortierungsmechanismus am Trans Golgi
Netzwerk (TGN) einen wichtigen Schritt in der Unterscheidung der beiden
Sekretionsformen dar. Burgess und Kelly schreiben, dal} Proteine, die aggregieren, im
TGN in Vesikel verpackt werden, die den regulierten sekretorischen Weg gehen,
wahrend lésliche Proteine in sogenannten glatten Vesikeln Uber den konstitutiven Weg
transportiert werden [Burgess & Kelly, 1987].

Der regulierte sekretorische Weg stellt offenbar eine Besonderheit spezialisierter
Zellen, wie neuronalen, endokrinen oder exokrinen Zellen, dar. Im Gegensatz dazu
wird angenommen, dall im wesentlichen alle Zellen Uber einen Kkonstitutiven
sekretorischen Weg verfugen [Chavez et al., 1996].

Regulierte Exocytose steht aus mehreren Grinden deutlich mehr im Interesse der
derzeitigen Forschung. Vor allem bei der Ausschuttung von Neurotransmittern dient
die regulierte Exocytose in tierischen Zellen der schnellen Signallibertragung zwischen
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Zellen [Neher, 1998]. Forschungen in diesem Bereich sind von betrachtlichem
medizinischen Interesse.

Konstitutive Exocytose dient in tierischen Systemen haufig der Bereitstellung von
Proteinen fur den Gesamtorganismus. Umfangreiche Untersuchungen liegen hier vor
allem zur Sekretion von Milchproteinen aus Saugerzellen vor [Wilde et al., 1997,
Burgoyne & Duncan, 1998]. Die Grenzziehung zwischen den beiden Formen der
Sekretion ist jedoch in einigen Aspekten relativ unklar. Turner und Mitarbeiter
beschreiben einen konstitutiven und einen regulierten sekretorischen Weg fur ein und
das selbe Protein in einer Zelle [Turner et al., 1992].

Beispiele fur regulierte Exocytose sind in pflanzlichen Systemen bisher nicht bekannt
und zumindest fur die 'klassischen' Bereiche regulierter Exocytose, wie schnelle
Signalubertragung Uber weitere Strecken, besteht wohl auch kein Bedarf in Pflanzen.
Von zentraler Bedeutung dagegen ist die konstitutive Exocytose. Vor allem der Aufbau
der Zellwand erfordert die Sekretion groRer Mengen an Proteinen und Polysaccariden
in den Apoplasten [Napier & Venis, 1995].

Ein experimenteller Vorteil an regulierter Exocytose ist, dal} sie im Versuch leichter zu
analysieren ist. Ist ein Element der Signalkette bekannt, die schluf3endlich die
Exocytose auslost, so kann der Membraneinbau gezielt ausgelést werden und
Eigenschaften der Exocytose, wie die Menge an eingebauter Membran und die Kinetik
des Einbaus untersucht werden. Betrachtet man hingegen den kontinuierlich
ablaufenden konstitutiven exocytotischen Prozel3, so kann das Gleichgewicht
zwischen Exocytose zur Sezernierung und Endocytose zum Zwecke des
Membranrecycling nur untersucht werden, wenn es gelingt, das System aus dem
Zustand des Fliel3gleichgewichtes zu bringen. Auch dann mussen die gewonnenen
Raten immer als die Differenz von exocytotischer und endocytotischer Aktivitat
verstanden werden.

1.2 Kalzium als Signal im Zellstoffwechsel

Neben der Tatsache, dal} die Proteine, die an der Exocytose beteiligt sind, innerhalb
der Eukarionten stark konserviert sind, ist auch die Interaktion mit Kalziumionen ein
Charakteristikum nahezu aller exocytotischer Prozesse [Kasai, 1999]. In tierischen
Systemen wie auch in Hefe sind inzwischen Proteine aus dem exocytotischen Apparat
bekannt, die direkt mit Kalziumionen interagieren [Brunger, 2000]. In vielen Fallen
konnte der Bindung sogar die Konformationsanderung von Proteinen zugeordnet
werden, die dann moglicherweise die Fusion von Vesikel und Zielmembran auslost
[Shao et al., 1998, Dauvis et al., 1999].

Seit langerem sind Indizien bekannt, die darauf hindeuten, dal ein Ca**-abhangiger
Sekretionsweg auch in Pflanzenzellen zu finden ist [Steer, 1988]. Inzwischen konnte
fur mehrere pflanzliche Zellen ein Zusammenhang zwischen Exocytose und der
zytoplasmatischen Konzentration an freiem Kalzium ([Ca*].,.) gezeigt werden [Zorek &
Tester, 1992, Homann & Tester, 1998, Caroll et al., 1998].

Ein weiterer Anhaltspunkt auch bei Pflanzenzellen nach einer Kopplung zwischen
Kalziumkonzentration und Vesikelfusion zu suchen, ist die Tatsache, dal} es auf einen
Anstieg der Auxin (IAA) Konzentration in Pflanzenzellen zu einem Anwachsen der
Kalziumkonzentration im Zytoplasma kommt [Felle, 1988]. Weiterhin ist IAA ein
Hormon, welches Streckungswachstum induzieren kann [Galston, 1961]; genau jenen
Zustand also, der eine hohe Sekretionsrate, bedingt durch Zellwandsynthese,
bedeutet. Thiel und Mitarbeiter konnten 1994 zeigen, daB ein Anstieg in [Ca*’],,. eine
Steigerung der Sekretionsrate in Mais Koleoptilzellen bewirkt [Thiel et al., 1994].
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Die Abhangigkeit der Exocytose von ([Ca®],.) ist aber kein generelles
Charakteristikum von Pflanzenzellen. Fiur Aleuronzellen aus Gerste konnten Homann
und Tester [1997] einen Ca*-unabhéngigen exocytotischen Weg nachweisen.

1.3 Zielsetzung

Thema der vorliegenden Arbeit ist die Charakterisierung regulatorischer Schritte in der
konstitutiven Exocytose in Pflanzenzellen.

Aus vorliegenden Arbeiten kann geschlossen werden, dal Sekretion in Pflanzenzellen
stimuliert werden kann einerseits durch die Synthese sekretorischer Proteine [Phillips
et al.,, 1988], andererseits durch eine Signalkette, die die zytoplasmatische
Kalziumkonzentration reguliert [Zorek & Tester, 1992, Homann & Tester, 1998].
Unsicher ist im Blick auf vorangegangene Arbeiten, ob auch Anderungen der Ca*-
Konzentration in physiologischen Bereich unterhalb von 1 uMol den sekretorischen
Weg Dbeeinflussen. Eine Beschreibung des Zusammenhanges zwischen
Proteinsynthese und Sekretion steht ebenfalls aus.

In diesen beiden Punkten soll die vorliegende Arbeit Uber bereits Bekanntes
hinausgehen.

Im Vorwege waren allerdings Bedingungen zu schaffen, die die gewilnschten
Experimente und Untersuchungen Uberhaupt erst ermoglichten.

Die Ubertragung der Kapazitatsmessung von Nervenzellen auf Pflanzenzellen ist
nicht trivial.

Das Meliverfahren zur Kapazitatsbestimmung geht von bestimmten Voraussetzungen
an die Melkonfiguration aus [Lindau & Neher, 1984]. Da diese Bedingungen nicht
immer realisierbar waren, war es notwendig zu analysieren, welchen Einflufd nicht
ideale Bedingungen auf die MefRergebnisse haben. Einen umfangreichen Teil der
vorliegenden Arbeit nimmt daher die Untersuchung und Beschreibung von Artefakten
ein, wie sie Auftreten, wenn die Mel3bedingungen nicht ideal sind. Die gewonnenen
Erkenntnisse erlaubten eine wesentlich fundiertere Betrachtung der Melergebnisse
und die Entwicklung eines Programmes, das die Auswertung von Messungen
ermdglichte, die sehr durch Artefakte gestért waren.

Fir die konstitutive Exocytose von Protoplasten aus Mais Koleoptilzellen war bereits
eine Abhangigkeit von [Ca*’].. bekannt [Thiel et al.,1994]. Auch gab es bereits ein
Melprotokoll fur Kapazitatsmessungen an den Koleoptilzellen. Ausgehend von
Messungen an Mais Koleoptilzellen konnte dann ein Verfahren zur
Kapazitatsmessung an Tabak Mesophyllzellen entwickelt werden. Messungen der
Ca*-abhangigen Sekretion dienten dazu ein reaktionskinetisches Model zu
entwickeln, dald die Beschreibung der gemessenen Vorgange erlaubte. Diese
mathematische Beschreibung der beobachteten Vorgange nimmt in der vorliegenden
Arbeit einen breiten Raum ein. Es gelang die Art der Kalziumabhangigkeit sehr genau
zu charakterisieren. Auch konnte gezeigt werden, dal3 die an Mais Koleoptilzellen
beobachteten Vorgange denen in Tabak Mesophylizellen sehr ahnlich sind, so dafl
das Modell auch zur Beschreibung konstitutiver Exocytose an Tabakzellen verwendet
werden konnte.

Einen weiteren Bereich umfalt die Untersuchung, welchen Einfluld physikalische
Effekte an der untersuchten Membran auf die gewonnenen Parameter haben. Eine
mechanische Dehnung der Membran wird Einfluld auf die Oberflache und die Dicke
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der Membran haben. Beides sind Parameter, die fur das KapazitatsmefRverfahren
kritisch sind. Um den Effekt physikalisch bedingter Anderungen der Membran auf die
gemessene Membrankapazitat zu untersuchen, wurden Tonoplasten aus Tabak
Mesophyllizellen isoliert und die Membrankapazitat unter verschiedenen Bedingungen
untersucht. Tonoplasten stellen ein hervorragendes Modellsystem dar. Die Membran
liegt in naturlicher Lipidzusammensetzung und mit allen normalerweise vorhandenen
Membranproteinen vor. Jeong und Mitarbeiter konnten [1998] das minimale
Proteinbesteck zeigen, welches notwendig ist, um Membranen miteinander fusionieren
zu lassen. Obschon einerseits nur erstaunlich wenige Proteine gentigen, um eine
Fusion zu ermoglichen, ist doch sichergestellt, dal’ diese in isolierte Tonoplasten nicht
zur Verfigung stehen [Jeong et al., 1998]. Vor allem zytoplasmatische Bestandteile
des Fusionsapparates sind nach der Isolation sicher nicht mehr vorhanden auch
konnten die beteiligten Proteine noch nie innerhalb von Tonoplasten gefunden
werden. Ein solches Modellsystem steht bei tierischen Zellen nicht zu Verfugung.

Erst diese umfangreichen Vorarbeiten erlaubten dann im Folgenden die Durchfuhrung
und Auswertung von Membrankapazitatsmessungen an Protoplasten aus
hypersekretorischen Zellen transgener Pflanzen.

Teile der vorliegenden Arbeit wurden bereits veroffentlicht [Sutter et al. 2000].
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2 Material und Methoden

Im folgenden werden die Methoden, die in den hier beschriebenen Experimenten zur
Anwendung kamen im Detail vorgestellt. Wenn bestimmte Sachverhalte den
Ausschlag gaben etwas genau in der hier beschriebenen Art anzuwenden, so wird das
jeweils gleich im Zusammenhang beschrieben. Parameter, die besonders kritisch auf
das Meldergebnis wirkten, werden ebenfalls extra genannt.

2.1 Zellsysteme

2.1.1 Zea Mais

Bei der verwendeten Pflanze handelte es sich um Zea Mais L., "Mutin" und "Helix". Die
Koleoptile von Mais oder anderen Grasern ist eine Schutzhulle fur die auswachsenden
Blatter. Es handelt sich bei Koleoptilzellen anatomisch um ein Gewebe aus vollstandig
ausdifferenzierten Zellen, die in einem Bereich kurz unterhalb der Spitze nur noch
Langenwachstum zeigen. Isoliert man Protoplasten aus diesem Bereich, so steht ein
System zur Verflgung, das eine hohe sekretorische Aktivitat aufweist [Thiel et al.,
1994].

2.1.2 Nicotiana Tabakum

Die  Messungen zur  konstitutiven
Exocytose wurden an Mesophylizellen
aus Tabakblattern vorgenommen. Hierzu
stand ein System transgener Pflanzen zur
Verfugung, welches die Messung sowohl
der Syntheserate als auch der
Sekretionsrate eines Proteins erlaubte.

Abbildung 2.1 Tabak Alpha-Amylase System

Die drei auf dieser und der folgenden Seite gezeigten Cartoons sollen das Prinzip des verwendeten
Tabak Systems verdeutlichen.

Die Abbildung oben stellt eine Wild-Typ Zelle dar. Der Transport sekretorischer Proteine erfolgt vom
ER zum Golgi und von dort weiter zur Plasmamembran.

Auf der folgenden Seite links ist eine sogenannte Amylase Zelle dargestellt. Zusatzlich zu den auch
in der Wild-Typ Zelle vorhandenen sekretorischen Proteinen, wird am ER a-Amylase (hier als
schwarze Substanz dargestellt) synthetisiert und auf dem selben sekretorischen Weg sezerniert.
Rechts davon ist eine Zelle gezeigt, die a-Amylase mit einer ER-Retentionssequenz am C-Terminus
synthetisiert. Im Falle des hier vorgestellten Zellsystems wurde eine HDEL Sequenz verwendet. Es
kommt zu einer Anreicherung der a-Amylase in ER und Golgi und zu einer quasi 'Uberlauf-Sekretion'
an neu synthetisierter a-Amylase [Crofts et al., 2000].

Die Cartoons dienen lediglich der Verdeutlichung der Transportvorgange. Die sekretorischen Vesikel
auf dem in der vorliegenden Arbeit untersuchten Weg sind nicht rund sondern, wie sich auf
elektronenoptischen Bildern zeigt, von unregelmafiger Gestalt. Wahrscheinlich werden die Vesikel
nicht mit einem sekretorischen Protein exklusiv beladen sondern transportieren ein Proteingemisch.
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In Tabakzellen des Typs Nicotiana Tabakum L., "Petite Havana", SR-1 war ein Gen
aus Gersten Aleuronzellen eingeschleust worden, welches fur die Synthese von a-
Amylase kodiert. Dem Transskript war ein 35s-Promotor vorangestellt, der die
kontinuierliche Transskription des Proteins sicher stellt. Zellen, die das entsprechende
Gen beinhalten, werden im Folgenden als 'Amylase-Zellen' beziehungsweise
entsprechend 'Amylase-Pflanzen' oder 'Amylase-Protoplasten’ bezeichnet.

Eine weitere transgene Zellinie exprimierte in gleicher Weise eine a-Amylase, die am
C-terminalen Ende eine ER-Retentionssequenz hat. Diese HDEL-Sequenz vermittelt
einen rezeptorgesteuerten Rucktransport vom Cis-Golgi zurick zum ER.

Im Gleichgewichtszustand sind ER und Golgi bis zur Kapazitatsgrenze mit a-Amylase
angefullt. Wird in diesem Zustand weitere a-Amylase synthetisiert, so wird das Enzym
sezerniert, als ob es keinerlei Retentionssequenz am C-Terminus haben wurde. Bei
der beobachteten Sekretion handelt es sich quasi um eine Art "Uberlaufsekretion"
[Pimpel, 2000]. Zellen dieses Typs sollten sich im Gleichgewichtszustand wie
Amylase-Zellen verhalten.

2.2 Anzucht und Kultur

Die Maiskorner wurden fur 24 h in Wasser vorgequollen und anschlieBend auf
feuchtem Zelltuch in Kulturschalen ausgesat. Nach 4 bis 7 Tagen in Dunkelheit bei 20°
C waren etwa 50 mm lange Koleoptilen gewachsen. Zur Protoplastierung wurden 10
mm des Gewebes 5 mm unterhalb der Spitze verwendet. In diesem Bereich finden
sich vollstandig ausdifferenzierte Zellen, die lediglich noch Streckungswachstum
durchflhren [Felle, 1988].

Die Anzucht- und Kulturbedingungen der Tabakpflanzen unterschieden sich je nach
Art der aktuellen Fragestellung etwas voneinander.

Fir die Isolation von Vakuolen wurden Tabaksamen auf Erde ausgesat und die
Pflanzen im Gewachshaus aufgezogen. Da die Mehrzahl dieser Experimente in den
Sommermonaten durchgefihrt wurde, kann man einen Tag/Nacht Rhythmus von etwa
15h/9h annehmen. Pflanzen, die im Kulturraum gezogen wurden hatten einen
Tag/Nacht Rhythmus von 14h/10h und wurden mit 448 Wm™ beleuchtet. 160 W
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entfielen auf sogenanntes Tageslicht, realisiert durch Philips TL 40 W 55 (Philips,
Amsterdam), weitere je 144 W auf Gelbton-Tageslicht mittels Osram TL 36 W 55 und
Tageslicht mit hohem infrarotem Anteil durch Osram L 36 W 77 "fluora" (beide: Osram,
Bielefeld).

Die Pflanzen, deren Protoplasten flir die Patch Clamp Experimente verwendet wurden,
stammten zum Uberwiegenden Teil aus Sterilkulturen. Bei den verwendeten
Kulturgefallen handelte es sich um Einmachglaser der Firma WECK (Wehr,
Deutschland). Als am geeignetsten in Bezug auf Nahrlésungsbedarf und Platzangebot
fur die Pflanzen erwies sich das Model ,Tulpe®. Die Glaser wurden vor Verwendung
zusammen mit der Nahrlosung autoklaviert und unter der Sterilbank mit je 200 ml
Losung beflllt. Die Nahrldsung bendtigte etwa 4 h zum Ausharten. Die Tabaksamen
wurden fur 10 min. in einer Waschlosung mit 10 % Natriumhypochlorid (NaOCI) und
einem Tropfen Detergenz (Tween 20, Sigma-Aldrich) sterilisiert. Anschliel3end Uber
einem UV-Licht sterilisierten Nylonnetz mit 70 pym Maschenweite abgegossen,
zweimal mit autoklaviertem Wasser gesplult und dann ausgesat.

Fur die Messungen an Amylase-Pflanzen war es sinnvoll isogenetische Pflanzen zur
Verfigung zu haben. Hierzu wurden Sprof3kulturen von einzelnen Pflanzen gezogen.
Die Bereitstellung der ,Kleingewachshauser” verlief genau wie bei der Aussaat von
Tabak. Von der zu vermehrenden Pflanze wurden dann unter sterilen Bedingungen
Achsilarknospen mit einem Sprof3stick geschnitten und etwa einen halben Millimeter
tief in den Agar gesetzt.

2.2.1 Kulturmedium fur Tabak-Steril-Kultur

Im Folgenden sind die zur Kultur der Tabakpflanzen notwendigen Nahrldsungen
aufgefuhrt. Die Lésung entspricht in vielen Komponenten der von Murashige und
Skoog [1962] beschriebenen Nahrlosung zur Kultur von Pflanzen. Da es aber in den
Stickstoff- und Kalziumkonzentrationen und in einigen der verwendeten Salze doch
Abweichungen gibt, ist die Losung hier in Detail beschrieben.

Murashige & Skoog Basismedium (Lésung I)

gl mM
NH,NO, 16.5 200
H,BO, 0.006 0.1
CaCl, 3.32 30
oder CaCl, x 2H,0 4.41 30
EDTA 0.372 1
FeSO, x 7 H,0O 0.278 1
MgSO, x 7 H,O 3.7 15
MnSO, x H,O 0.162 1
KNO; 19.0 190
KH,PO, 1.7 12.5
ZnS0O, 0.086 0.53
oder ZnSO,x 2 H,O 0.154 0.53
Kobalt / Kupfer - Lésung (Lésung 1)
mg 100 ml” mM
CoCl, x 6 H,O 25 1

CuSO, x5 H,O 25 1
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Molybdén / Jod — Lésung (Lésung 1)

mg 100 ml” mM
Na,MoO, 25 1
KJ 83 5

Vitamin- & Hormonlésungen
Endkonzentration

mg ml” mg I
Thiamin 0.4 0.4
Kinetin 0.1 0.1
24D 3 3
IAA oder NAA 0.4 0.4

Zusammensetzung des vollsténdigen Mediums:

Losung | 100 ml |
Lésung |l 100 pl I
Losung Il 1 ml |
Kinetin 1 ml |
Thiamin 1 ml |
24D 1 ml |
IAA / NAA 1 ml |
Mes 100 mg I”
myo-INOSITOL 100 mg I”
Casein (enzymatisch hydrol.) 1 gl’
Saccarose 30 gl
Agar 8 gl

Die Gesamtlésung wird mit Bidest auf 1 | aufgeflllt. AnschlieRend wird der pH mit
KOH auf 5.4 eingestellt und die Losung autoklaviert.

Die eingewogenen Mengen entsprechen einer Konzentration von ~ 4.55 g I eines
vorgemixten Murashige & Skoog Nahrsalzcocktails, wie er etwa von Sigma bezogen
werden kann.

Alle verwendeten Substanzen wurden von Sigma-Aldrich bezogen.

Die Vitamine und Hormone werden nur in Losungen fur SproRRkulturen verwendet. Fur
Sterilsaat besteht die Lésung nur aus den drei Basislésungen und den Feststoffen.

Die Hormonzusammensetzung wurde in Anlehnung an Schopfer & Brennicke [1999]
gewahlt. Eine ausgewogene Zusammensetzung gerade von Kinetin und Auxin (hier
als IAA beziehungsweise NAA) war sehr wichtig, um nicht nur SproRwachstum oder
Wurzelwachstum mit den SproRRkulturen zu erzielen. Die oben angegebenen Werte
entsprechen letztendlich der Lehrbuchempfehlung. Trotzdem gab es wiederholt
Ausfélle vollstandiger Ansatze von zwanzig oder dreil3ig Sprol3kulturen, weil eben
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doch nur Wurzeln gebildet wurden, obwohl die Rezeptur gegentiber dem vorherigen
Ansatz unverandert geblieben war

Um isogenetische Nachkommen einer Pflanze zu ziehen, sollte nicht die ganze
Mutterpflanze fur einen Ansatz verarbeitet werden. So ist es spater moglich auch von
der Mutterpflanze noch Sprol3kulturen nach zu ziehen.

Die Kultur aus SprofRabschnitten ist auch ohne zusatzliche Hormongabe mdglich. Die
Ausbeute an Pflanzen sank dann aber von etwa 70% auf unter 50%. Auch war die Zeit
bis zur Entwicklung nutzbarer Pflanzen dann um drei bis vier Wochen auf insgesamt
fast zehn Wochen verlangert.

2.3 MeRplatz

Die Patch-Clamp Messungen wurden durchweg an einem Melplatz ausgefuhrt. Der
Aufbau des MeRplatzes ist im Detail beschrieben bei Thiel & Weise [1999], daher wird
hier nur eine recht knappe Beschreibung gegeben.

2.3.1 Patch-Clamp Aufbau

Die Messungen wurden in der Whole Cell Konfiguration durchgefihrt, wie sie von
Hamill beschrieben wird [Hamill et al., 1981]. Die Datenerfassung erfolgte Uber einen
Melverstarker vom Typ EPC-9 mit PULSE Software (Heka Electronics, Lamprecht,
Deutschland). Zur Messung von Membrankapazitaten stand eine auf der Lindau-
Neher Technik [Lindau & Neher, 1988] basierende lock-in Erweiterung des PULSE
Programmes zur Verfigung

Als Meffrequenz wurde 1 kHz verwendet mit einer Amplitude von 20 mV zwischen
Minimum und Maximum.
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2.3.1.1 MeBprinzip

Die Moglichkeit der Oberflachenmessung von Zellen, Protoplasten oder Vesikeln
basiert auf der grundlegenden Analogie zwischen einer Biomembran und einem
Plattenkondensator. Die polaren Kopfgruppen der Lipide fungieren als leitende
Platten, die Kohlenwasserstoffketten als Dielektrikum. Die Kapazitat eines
Plattenkondensators ist gemal3:

C=¢,¢ (2.1)

rg’
proportional zur Flache der Platten A, die in der Analogie zur Biomembran der

Membranoberflache entspricht. Messungen der Membrankapazitat erlauben dann
direkte Rlckschllsse auf die Membranoberflache.

Protoplast

Membram-
widerstand

C m Membran-
kapazitit

Abbildung 2.2 MeBparameter in der 'Whole-Cell' Konfiguration.

Die malfigeblichen Parameter, die die elekirischen Eigenschaften einer Zellmembran bestimmen, sind
der Membranwiderstand, der ein Mal} fiir den Transport geladener Substanzen (ber die Membran
darstellt, sowie die Membrankapazitat. Diese ist mit der Oberflache der Zelle korreliert und erméglicht
so eine direkte in vivo Messung der Membranflache.

Membranleitfahigkeit und Membrankapazitat konnen wie in |Abbi|dung 2.2| gezeigt
mittels der Patch-Clamp Technik gemessen werden.
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Andert sich die Oberflache durch den Einbau neuer Membran (Abbildung 2.3), so kann
dies als Anderung der Membrankapazitat aufgezeichnet werden. Molekulare
Prozesse, die der Fusion vorangehen, werden nicht erkannt. Erst wenn die

Membranen von Vesikel und Plasmalemma verschmelzen, wird der Kapazitatssprung
reqistriert.

docking fusion insertion budding fission

vasicle .
share-protein

n I/(é ,\I
coat-
proteing ,—

O ) L / f,‘f \\\\ \_/

plasma membrane

Cm

Abbildung 2.3 Exocytose und Endocytose registriert als Anderungen der Membrankapazitit.

Fusion von Vesikeln mit der Plasmamembran sowie die Abschnirung von Vesikeln aus der Membran
kénnen mittels der Patch-Clamp Technik als Anderungen der Membrankapazitat aufgezeichnet werden.
Exocytotische Prozesse wie das Andocken des Vesikels an der Plasmamembran bleiben dem
Experimentator im Patch-Clamp Versuch verborgen. Erst wenn sich ein elektrisches Kontinuum
zwischen der Vesikelmembran und dem Plasmalemma ausbildet, wird die Fusion registriert.
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Werden Patch-Clamp Messungen in Whole Cell Mode durchgefihrt, so wird die
Oberflachenanderung liber den gesamten Protoplasten ermittelt. [Abbildung 2.4|zeigt

das Prinzip einer Whole Cell Kapazitatsmessung an einem Protoplasten mit paralleler
Messung der zytoplasmatischen Kalziumkonzentration (siehe|Kapitel 2.6).

j’“ﬁ

TACm/pF
20

1.5
1.0

05

1_5"[C32+]/}JM
1.0

05 __ .

10 20 30 40 50 60 70 80 90 tis

Abbildung 2.4 Prinzip der Messung eines exocytotischen Ereignisses in der "'Whole-Cell’
Konfiguration.

Steigt die zytoplasmatische Ca®"-Konzentration, so bewirkt das die Fusion einzelner Vesikel mit dem
Plasmalemma (VergréRBerung). Die einzelnen Fusionen (berlagern sich in der 'Whole-Cell'
Konfiguration zu einem exocytotischen Ereignis.

2.3.1.2 Druckvorrichtung

Um bei Messungen an Tonoplasten die Moglichkeit zu haben, diese zu dehnen, wurde
ein U-Rohr Manometer verwendet. Uber einen diinnen Schlauch wurde ein U-Rohr an
die Pipettenhalterung angeschlossen, so dald uber die Pipette direkt Druck auf die
Pipettenlésung und den Tonoplasten ausgeubt werden konnte. Das U-Rohr wurde mit
Wasser gefullt. Gegenuber Quecksilber, welches ebenfalls haufig in U-Rohr
Manometern verwendet wird, hatte Wasser hier den Vorteil einen feiner dosierbaren
Druck zu erlauben.

2.3.1.3 Pipetten

Ein far Patch-Clamp Experimente recht wichtiger Parameter ist die Art der
verwendeten Pipetten. Wird fur die Herstellung der Pipetten Glas verwendet, welches
reich an Oberflachenladungen ist, so koénnen sich die Sealeigenschaften
gegebenenfalls um mehrere 100 MQ verbessern [Milton & Caldwell, 1990]. Es wurden
in dieser Richtung mehrere Versuche mit Pipetten, die aus Bleiglas (Garner Glass,
KG-12, USA) gezogen waren unternommen. Es gelang aber nur eine unwesentliche
Verbesserung der Sealwiderstande bei einer gleichzeitig deutlich erhohten
Pipettenkapazitat. Da zudem mehrfach beschrieben wurde, dal’ diese sogenannten
Weichglaspipetten Schwermetallionen an das Pipettenmedium abgeben, die Einfluf3
auf das Melergebnis haben kénnen [Copello et al., 1991; Cota & Armstrong, 1988], ist
bei Verwendung solcher Pipetten zusatzlich eine Innenbeschichtung des Glases mit
Sylgard® (Sigma-Aldrich) oder ahnlichen Substanzen notwendig, was die Herstellung
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der Pipetten zusatzlich verkompliziert. Die Mehrzahl der Messungen wurden daher mit
Pipetten aus Borosilikatglas durchgefuhrt (Kimax 51, Kimble Products, USA).

Die Pipetten wurden in einem Ziehgerat (Narishige PP, Narishige, Tokyo, Japan)
solcherart gezogen, dafR sich ein Pipettenwiderstand von 3 MQ mit den unter[2.4.2]
angegebenen Bad- und Pipettenlosungen ergab.

Die Sealwahrscheinlichkeit verbesserte sich, wenn die Pipettenspitze nach dem
Ziehen mittels eines heizbaren, glasbeschichteten Paladiumdrahtes hitzepoliert wurde.
Zur Reduzierung der Pipettenkapazitat wurde ein cm der Pipettenspitze von auf3en mit
Paraffin beschichtet.

2.3.2 Kalzium Messungen

Zur Bestimmung der freien Kalziumionenkonzentration im Zytoplasma ([Ca*’],,.) wurde
das ratiometrische Verfahren nach Grynkiewicz und Mitarbeitern verwendet
[Grynkiewicz et al., 1985]. Der Melplatz war zur Durchfuhrung von Messungen mit
Fluoreszenzfarbstoffen mit einer Xenon-Mellichtanlage ausgertstet (Till Photonics,
Minchen, Deutschland). Die Lichterfassung erfolgte mit einem Photomultiplier
(Seefelder Meftechnik, Seefeld, Deutschland). Die Daten vom Photomultiplier wurden
uber die PULSE Software des EPC-9 erfalt.

Die Messungen erfolgten wie bei Thiel und Weise [1999] beschrieben.

2.4 Protoplastenisolation

Die Isolation der Protoplasten aus Mais Koleoptilen erfolgte nach dem Verfahren von
Thiel und Mitarbeitern [Thiel et al.,1994]

Je nach Art der Aufzucht kdonnen die in Weckglasern gezogenen Pflanzen von
verschiedenen Zeitpunkten ab fur die Protoplastierung verwendet werden. Aus Saat
gezogene Pflanzen eignen sich ab vier bis sechs Wochen zur
Protoplastentengewinnung, aus SproRkultur gezogene etwa ab zehn Wochen. Die
meisten Pflanzen stoRen nach drei Monaten an die Wande ihres Gewachshauses,
was, vermutlich infolge des Druckes, verbunden st mit sekundaren
Wandverstarkungen in den betroffenen Blattern.

Zur Protoplastengewinnung wurde ein Protokoll verwendet, welches die Protoplasten
Uber einen Saccarosegradienten aufreinigt. Das Protokoll wurde mit wenigen
Modifikationen Ubernommen von einer Isolation, die in Labor von Tester fur
Wourzelzellprotoplasten entwickelt wurde [Kiegle et al., 2000]

Die nach diesen Verfahren isolierten Protoplasten lieRen sich bei Lagerung im
Kihlschrank etwa 24 Stunden fur Patch-Clamp Experimente verwenden.
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2.4.1 Enzymloésung

Die Rezeptur der Enzymldsung zur Protoplastierung blieb im Verlauf der Experimente
unverandert.

Die L6sung enthielt:

5 mM  CaCl,

10 mM  Na Ascorbat
1 % BSA
05 % PVP

3 % Cellulase (Typ: ,Onozuka RS*, Yakult, Tokyo, Japan)
1 % Macerozyme (Typ: ,RS“, Yakult, Tokyo, Japan)
02 % Pectolyase (Typ ,Y 23° Seishin, Tokyo, Japan)

500 mM Sorbitol (Osmolaritat der Gesamtlésung: 550 mOsmol kg™)
10 mM  Mes (pH: 5.3 mit KOH)

2.4.2 Wasch-, Bad- und Pipettenlosungen

Die Ldésung, die gleichermalen als Waschldsung nach der Protoplastierung, zur
Aufbewahrung der Protoplasten und als Badlosung bei den Patch-Clamp
Experimenten diente, setzte sich wie folgt zusammen:

250 mM KCI (Gesamtlosung: 528 mOsmol kg™')
2 mM  CaCl,

5 mM  MgCl,

10 mM TEACI

10 mM  Mes (pH: 6.25 KOH)

Das TEA dient als Blocker von K*-Kanalen der Reduzierung von Ganzzellstrdomen bei
Patch-Clamp Messungen. Dies ist sinnvoll, da hohe Ganzzellstrome die Bestimmung
der Membrankapazitat C,, im Patch-Clamp Experiment stéren [Lindau & Neher, 1988].

Die Pipettenlosung fur die Messungen an Tabak Protoplasten war wie folgt
zusammengesetzt:

250 mM KCI (Gesamtlésung: 516 mOsmol kg™)
2 mM Na ATP

9.607 mM CaCl,
1 mM  MgCl,
10 mM EGTA
10 mM  Hepes (pH: 7.2 KOH)

Die freie Kalziumkonzentration betrug 3.5 uM Ca**. Die Berechnung der Konzentration
Erfolgte mit dem Programm "Calcium® (Calcium 2.1, 1990).
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Die Osmolaritat von Bad- und Pipettenldsung ist mit 528 mOsmol kg’ fur die
Badlésung gegeniiber 516 mOsmol kg' bei der Pipettenldsung nicht genau
isoosmotisch. Der geringe Gradient erwies sich als notwendig, um bei Patch-Clamp
Experimenten eine hinreichend hohe und stabile Zugriffsleitfahigkeit zu erhalten.
Wahrscheinlich verhindert ein langsamer Lésungsflu® an der Pipettenmindung das
Verstopfen der Mundung durch zytoplasmetische Bestandteile. Langer andauernde
Messungen im Whole Cell Mode waren bei exakt isoosmotischen Bedingungen
praktisch nicht durchfthrbar.

2.4.3 Vakuolenisolation

Die Isolation von Tonoplasten erfolgte nach einen Rezept von Allen und Sanders
[1996]. Fur die Verwendung an Tabak Mesophyll Protoplasten wurde das Assay etwas
abgewandelt, das Grundprinzip ist aber dasselbe.

Die isolierten Protoplasten wurden in 'Vacuole Release Medium' (VRS-Medium)
uberfihrt. Nach etwa 2 Minuten platzten zunehmend Protoplasten und
herausquellende Vakuolen waren zu erkennen. Nach 10 Minuten waren etwa 90 %
der Protoplasten geplatzt und hatten Vakuolen ganz oder teilweise freigegeben. Um
die Vakuolenmembranen soweit zu stabilisieren, dal} Patch-Clamp Experimente
mdglich wurden, wurden auf 300 pl VRS-Medium 3 pyl 100 mM CaCl,-Lésung
gegeben.

Das VRS-Medium setzte sich zusammen aus:

100 mM TEACI
2 mM  EGTA
10 mM  Hepes (pH: 8.0 mit NaOH).

Die Losung entspricht in den gewahlten Konzentrationen, nicht jedoch in den
verwendeten Salzen, der von Allan entwickelten. Das hier verwendete TEA Chlorid
diente neben der Einstellung der Osmolaritat auch noch der Reduktion von im Patch-
Clamp Experiment auftretenden Ganzzellstromen durch Blockierung von K*-Kanalen.

Die Pipettenldsung fur die Messungen an isolierten Vakuolen bestand aus:

100 mM KCI

10 mM  CaCl,

10 mM TEACI

5 mM  Hepes (pH: 7.1 mit KOH).

FUr Messungen, bei denen der Tonoplast mittels eines osmotischen Gradienten
gedehnt wurde, enthielt die Pipettenlésung zusatzlich 75 beziehungsweise 150 mM
Saccarose.
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2.5 Amylase Assay

Zur Bestimmung der a—Amylase Synthese wurde ein Verfahren verwendet, welches
die Enzymaktivitat der freien Amylase bestimmt. Das Verfahren basiert auf einer
Methode der Firma Megazyme (Megazyme Co., Bray, Irland), [Mc Cleary & Sheehan,
1987, Sheehan & Mc Cleary, 1988]. Der LOosung, deren Amylaseaktivitat bestimmt
werden soll, wird vermischt mit einer Lésung, die chemisch geblocktes p-nitrophenyl-
maltoheptaoside (BPNPG7) sowie Glukoamylase und a-Glukosidase enthalt. Die a-
Amylase spaltet das BPNPG7, woraufhin die Maltosaccaride an der Spaltungsstelle
von der Glukoamylase und der a-Glukosidase abgebaut werden kdnnen, bis an einem
Ende des BPNPG7 eine freier Phenylrest Uber bleibt. Die Nachweisreaktion wird nach
einer definierten Zeit durch Zugabe von Trizma-Base gestoppt. Die Base verhindert
die weitere BPNPG7-Spaltung und farbt die freien Phanylreste gelb. Da jede
enzymatische Spaltung einen Phenylrest freisetzt, welcher angefarbt wird, ist die
Farbintensitat direkt proportional der a-Amylaseaktivitat.

Zur Bestimmung der Amylaseaktivitat der transgenen Pflanzen wurde jeweils ein cm?
vom dritten Blatt unter dem Apikalmeristem abgetrennt, mit gereinigtem Seesand fein
gemorsert und in Extraktionspuffer gegeben. Gewebebestandteile und Sand wurden
abzentrifugiert und 30 ul der gereinigten Lésung fur 10 Minuten bei 40°C mit 50 pl
BPNPG7-Substratlosung vermischt. Die Reaktion wurde mit 80 pl Trizma-Losung
gestoppt und die Absorption bei 410 nm bestimmt (Spectralphotometer, Novaspek
Biochrom, LKB, Frankreich). Einige der Messungen wurden auch an einem Uvikon
930 Photometer (Kontron Instruments, Tegimenta AG, Bayreuth, Deutschland)
durchgefuhrt. In diesem Falle waren aber um den Faktor Zehn groere
Lésungsmengen notwendig.

Der verwendete Extraktionspuffer war wie folgt zusammen gesetzt:

50 mM  Na Malat
50 mM  NacCl

2 mM  CacCl,
0.005 % NaN;
pH: 5.2 NaOH / HCI

Um die gemessene Aktivitat auf den Gesamtproteingehalt des Gewebes beziehen zu
konnen, wurden 50 ml der gereinigten Gewebelosung mit 50 pl Bradford-Losung
vermischt und die Absorption bei 595 nm gemessen [Bradford, 1976].

Die Bradford-Losung setzt sich zusammen aus:

100 mg Coomassie Brilliant Blue ad
1000 ml 0.085 H,;PO,
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Mit den beiden gewonnenen Werten konnte der relative Anteil der a-Amylase an der
Gesamtmenge der Proteine bestimmt werden. In|Abbildung 2.5|wird gezeigt, daR die
Amylaseaktivitat einer Pflanze Uber einen langeren Zeitraum stabil ist.
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Abbildung 2.5 Die a-Amylase Aktivitit im Gewebe von Versuchspflanzen ist stabil.

Gezeigt werden die MelRwerte des Amylase-Assays an Blattern dreier ausgewabhlter Versuchspflanzen,
wie sie Uber mehrere Wochen aufgenommen wurden. Der Gehalt an o-Amylase in den

Versuchsobjekten andert sich nicht mit der Zeit und liegt innerhalb einer Meligenauigkeit von etwa 0.04
Einheiten.

Dies war wichtig, um nicht jedesmal direkt nach einer erfolgreichen Patch-Clamp
Messung eine Bestimmung der Amylaseaktivitat an der verwendeten Pflanze
durchfihren zu missen, sondern einfach in regelmafRigen Abstanden die Aktivitat aller
zur Verfugung stehenden Versuchspflanzen messen zu kénnen.
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Um die Moglichkeit zu haben, Uber einen langeren Zeitraum mit Protoplasten gleicher
o-Amylase-Aktivitat messen zu konnen wurden isogenetische Pflanzen gezogen
(Kapitel 2.2). In|Abbildung 2.6|ist gezeigt, da die im Amylase Assay gemessenen
Werte fur Pflanzen der selben Mutterpflanze gleich ist.
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Abbildung 2.6 a-Amylase-Aktivitat von SproBkulturen einer Mutterpflanze.

Gezeigt sind die Amylase-Werte von sieben beziehungsweise flinf isogenetischen Nachkommen zweier
transgener Versuchspflanzen (Mutterpflanze 1, beziehungsweise 2). Die Technik der Sprof3kultur
lieferte Pflanzen mit einheitlicher sektetorischer Aktivitat.

Die Ergebnisse dieser Messungen waren so zunachst noch nicht nutzbar, da sie nur
ein Mal} fur die Amylaseaktivitat im gesamten Blattgewebe darstellten. Um diese
Ergebnisse fir die Betrachtung der Aktivitat von a-Amylase in einzelnen Protoplasten
nutzen zu kénnen war es notwendig die gemessenen Werte auf Einzelzellaktivitaten
umrechnen zu kdnnen. Es ist bekannt, dal} die Aktivitat innerhalb einheitlicher Zellen
in einem Gewebe gleich ist [Crofts et al., 1999]. Dieser Punkt ist wichtig, da im Patch-
Clamp Experiment ja Einzelzelldaten gewonnen werden. Es lagen keinerlei Daten vor
Uber die Lebensdauer von sezernierter ao—Amylase im Apoplasten. Die Aktivitaten, die
mit der Untersuchung am vollstandigen Gewebe gemessen werden, werden um den
Anteil gespeicherter Amylase Uber der tatsachlichen Zellaktivitat liegen. Das
MeRverfahren mufte also geeicht werden.
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2.5.1 Eichung des Amylase-Assays

Zu diesem Zweck wurde die Amylaseaktivitat von Gewebe nach der oben
beschriebenen Methode bestimmt und parallel Gewebe enzymatisch abgebaut, so
dald eine grof3e Zahl an isolierten Protoplasten zur Verfugung stand. Fur das oben
beschriebene Assay wurde jeweils etwa ein halber cm? eines Blattes bendtigt. Vom
verbliebenen Rest des Blattes wurden dann zur Vergleichsmessung 5 cm? verwendet,
indem nach dem oben beschriebenen Verfahren Protoplasten aus dem Blatt isoliert
wurden. Die gewonnen Protoplasten wurden mehrfach gewaschen, um sicher zu
stellen, dal® keine signifikanten Amylasemengen mehr auf der Protoplastenoberflache
verblieben. Die Protoplasten wurden fur exakt 3h in 1 ml Badldsung auf einem
Rotationsschattler (Mini-Shaker, Adolf Kihner AG, Basel, Schweiz) bei 12 Rotationen
min® und 21° C bewegt. Nach der vorgegebenen Zeit wurden die Protoplasten
abzentrifugiert und die Enzymaktivitat der Badlésung nach den oben beschriebenen
Verfahren bestimmt. Ein sehr kritischer Punkt bei dieser Prozedur ist die
Notwendigkeit nur vernachlalligbar wenige Protoplasten wahrend der Inkubation und
vor allem wahrend der Zentrifugation und dem Abnehmen der Badlosung zu zerstoren.
Da jeder geplatzte Protoplast zusatzliche a-Amylase an das Badmedium abgeben
wulrde, wirde sonst das Mefergebnis deutlich verfalscht. Um sicher zu gehen dal}
keine Protoplasten geplatzt waren, wurden die Protoplasten erneut in Badldésung
resuspendiert und unter dem Mikroskop auf geplatzte Protoplasten oder Zellfragmente
durchgesehen. Nur wenn keine Fragmente feststellbar waren, wurde die Messung in
die Eichung einbezogen. Die Streuung der Eichmessungen ist nichtsdestotrotz bei den
Messungen an Protoplasten deutlich héher als bei den Gewebemessungen
. Durch mehrmaliges Messen konnte aber eine zuverlassige Eichgerade erstellt
werden.
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Damit war es mdglich das Amylase-Assay von Gewebe mit dem von Protoplasten zu
vergleichen. |Abbildung 2.7| zeigt, daR der Zusammenhang von Amylaseaktivitat im
Gewebe und Aktivitat der von Protoplasten sezernierten a-Amylase linear ist.
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Abbildung 2.7 Eichung des a-Amylase-Assays

Bestimmung des Gehaltes an a-Amylase im Blattgewebe im Vergleich mit der Messung der a-Amylase
— Sekretion von Protoplasten derselben Versuchspflanze. Die am Gewebe ermittelten Werte liegen um
10 % fur Amylase Pflanzen (dunkelgraue Rauten) und um 18 % fur Amylase-HDEL Pflanzen (hellgraue
Rauten) Uber der tatséchlichen Sekretion. Mit der Kenntnis dieses Zusammenhanges konnten die
deutlich einfacheren Messungen der a-Amylase-Aktivitdt im Gewebe herangezogen werden, um
Aussagen uber die tatsachliche sekretorische Aktivitdt zu machen.

Die Werte, die bei der Bestimmung im Blattgewebe ermittelt werden sind um 10 %
hoher, als die an Protoplasten ermittelten Werte. Das liegt wahrscheinlich an a-
Amylase, die im Apoplasten gespeichert ist. Zur Bestimmung der tatsachlichen
sekretorischen Aktivitat ist der Wert, der durch Messung an Protoplasten ermittelt
werden kann letztendlich also geeigneter. Messungen, die am Gewebe durchgefluhrt
worden waren, wurden zur Auswertung auf Aktivitat von Protoplasten umgerechnet.
Betrachtet man die Werte in |Abbildung 2.7| auf Unterschiede zwischen Amylase
Pflanzen und Amylase-HDEL Pflanzen hin, so fallt auf, dal3 die im Gewebe ermittelte
Amylaseaktivitat bei HDEL Pflanzen mit etwa 20 % noch weiter von dem an
Protoplasten gewonnenen Wert abweicht, als dies bei Amylase Pflanzen der Fall ist.
Dieser Effekt kommt moglicherweise daher, dald neben der Speicherkapazitat im
Apoplasten zusatzlich Speicherung im ER und im Golgi stattfindet. Die Gesamtaktivitat
aller a-Amylase im sekretorischen Weg ist dann um die Aktivitat der Amylase in diesen
zwei Speichern vergrolert.
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2.6 Messung der zytoplasmatischen Kalziumkonzentration

Zur Bestimmung der Kalziumkonzentration im Zytoplasma wurde die ratiometrische
Messung mittels des Farbstoffes Fura-2 [Grynkiewicz et al., 1985] (Molecular Probes,
Eugene, Oregon, USA) verwendet.

Ratiometrische MelRverfahren beruhen auf der Eigenschaft einer Substanz ihr
Emissionsspektrum in Abhangigkeit von der Bindung an einen bestimmten Stoff zu
verandern [Grynkiewicz et al., 1985]. Die Fluoreszenz wird bei zwei Wellenlangen A,
und A, gemessen und das Verhaltnis (engl. 'Ratio') der Fluoreszenzintensitaten
bestimmt. Je nach dem Sattigungsgrad des Farbstoffes mit Ca® miRt man ein
charakteristisches Ratio.

2.6.1 Kalibrierung der Fura Messungen

Die Kalibrierung der Fura Experimente fiir die Bestimmung von [Ca*],. in Tabak
Mesophylizellen wurde in Anlehnung an das Verfahren von Plieth und Hansen
durchgefluhrt [Plieth & Hansen, 1996]. Die Kalibrierkurve ist gegeben durch:

R-R

pCa =k, —dxln(ﬁ) , (2.2)

wobei k 4, die Dissoziationskonstante von Fura-2 fiir Ca** und dx ist das Verhaltnis der
Fluoreszenz F,,, (Fluoreszenz bei minimaler Ca®** Konzentration auf A,) zur
Fluoreszenz F,., (Fluoreszenz bei maximaler Ca** Konzentration auf A,) sind. In den
hier beschriebenen Versuchen waren A, = 360 und A, = 380 nm. R ist das jeweils
gemessene Ratio, R,,, das Ratio in Ca** freier Lésung und R, das Ratio, welches
gemessen wird, wenn der Farbstoff mit Ca** gesattigt ist.

Die Eichung erwies sich als relativ kompliziert. Ein erster Versuch eine Kalibrierkurve
nur durch Messungen der Fluoreszenz von Losungen definierter Kalziumkonzentration
(Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) zu erhalten, schlug fehl. Die Kalibrierkurve
gibt zwar das Verhalten des Farbstoffes bei verschiedenen Kalziumkonzentrationen
wieder (Abbildung 2.8)), deckte den Bereich der im Experiment gemessenen Ratios im
Intervall [0.9,3.0] aber nicht ab.
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Abbildung 2.8 Kalibrierkurve fiir Messungen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fura-2.

Die Eichkurve zeigt zum einen dal® die Pipettenldésung tatsachlich recht genau der berechneten Ca®*-
Konzentration entsprach; sie zeigt zum zweiten aber auch erhebliche Abweichungen von den
durchgefiihrten Messungen. Die gemessenen Ratios lagen im Intervall [0.9,3.0]. Diesen Bereich deckt
die Kurve bei weitem nicht ab. Der Fit mit[Gleichung 2.2|ergab Ryax = 1.63 und Ry, = 0.81 bei einem kg4
von 6.84.

Es war daher notwendig, weitere Kalibriermessungen durchzufuhren, die eine
Umrechnung der in vitro erhaltenen Kalibrierkurve auf den in vivo-Zustand erlaubte.

— - - R

Badidsung Y oy I o

Badidsung mit Fura-2 e

Abbildung 2.9 Anordnung von Protoplast und Fura-2.

Auf einer sehr feinen Kapillare, welche Fura-2 Lésung enthielt wurde ein Protoplast mittels Poly-L-lysine
® (Sigma-Aldrich) fixiert. Der Fokus des Mikroskops war auf Hohe der Fura-2 Lésung justiert und es
wurden jeweils Messungen des Ratio mit und ohne Protoplast im Strahlengang des Lichtes
durchgefihrt.
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Um diese zusatzliche Eichung unter definierten, reproduzierbaren Bedingungen
durchfihren zu konnen, wurde zunachst folgendes Verfahren gewahlt: Die
Kalziumlésungen wurden in 'Micro Slides' (CamLab Ltd., Cambridge, England), das
sind rechteckige Glaskapillaren mit sehr geringer Wandstarke gefullt. Diese wurden in
eine Mel3kammer gelegt und BadlGsung mit Protoplasten hinzu gegeben.
[2.9] zeigt die Anordnung der Protoplasten und der mit Lésung gefiillten Kapillare im
Experiment. Der Fokus der Mikroskopoptik wurde auf die Fura-Lésung eingestellt, so
dafd im Strahlengang ein Protoplast lag.
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0 100 200 300 400 500 600

Abbildung 2.10 Ratiometrische Messung mit und ohne Protoplast im Strahlengang.

Gezeigt ist das gemessene Ratio in der Konfiguration, wie sie in Abbildung 2.9 gezeigt ist. Fokusiert ist
auf einen Punkt innerhalb des 'Microslides'. In den Intervallen t=[100,200] und t=[300,400] liegt kein
Protoplast im Strahlengang des MefRlichtes. In den beiden anderen Intervallen passiert das MeRlicht
zusétzlich einen Protoplasten. Die Anderung im Ratio ist mit 8% viel zu gering, um die Abweichungen
gegenuber den in vivo Messungen erklaren zu kénnen.

Es zeigten sich, wie in |Abbi|dung 2.1o| zu sehen ist, nur ein geringer Unterschied
zwischen Ratiomessungen mit und ohne Protoplast im Strahlengang.

Offenbar erfolgte die Verschiebung der Fluoreszenz bei den gewahlten Wellenlangen
nicht durch Absorption der emittierten Wellen an Bestandteilen des Protoplasten.
Diese hatte durch die gewahlte Versuchsanordnung zumindest partiell simuliert
werden konnen, womit die gemessenen Ratios im Bereich der im Experiment erzielten
gelegen haben sollten. Vielmehr wurde die Verschiebung im Ratio wahrscheinlich
durch eine direkte Interaktion des Farbstoffes mit zytoplasmatischen Komponenten
erreicht. Die Umrechnung der Eichkurve auf die Bedingungen der durchgefuhrten
Experimente erforderte also eine Kalibrierung mit definierter Kalziumkonzentration im
Protoplasten in der Patch-Clamp Konfiguration. Eine Verwendung der Eichlésungen
von Moloecular Probes kam nicht in Frage, da die Losungen uneinheitliche und
ungeeignete Osmolaritaten aufweisen. Es ergab sich daher die Notwendigkeit die
Pipettenlosungen mit geeichter Kalziumkonzentration selbst herstellen zu mussen.
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Die Pipettenldsungen waren wie folgt zusammengesetzt:

250 mM KCI

2 mM Na ATP

1 mM  MgCl,

10 mM  Hepes (pH: 7.23 KOH
10 mM EGTA

X mM  CacCl,

Verwendet wurden Pipettenlosungen mit folgenden Kalziumkonzentrationen:

freies Ca®* [nM] X [mM]
(berechnet nach 'Calcium 2.1', 1990)
0 0
500 7.91
750 8.505
1000 8.837
1500 9.199
3000 9.596
50000 10.262

Die durchgefiihrten Kalibriermessungen zeigten, wie in Abbildung 2.11|ersichtlich,
anders als die zuvor in vitro durchgefuhrten Eichungen eine erhebliche Streuung.

10

pCa 7

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
Ratio

Abbildung 2.11 Ratio bei Beladung von Protoplasten mit definierten Ca**-Konzentrationen

Protoplasten wurden Uber die Pipette mit Pipettenldsungen definierter Konzentration an freiem Ca” und
Fura-2 perfundiert. Die Fehlerbalken geben die Standartabweichung aus jeweils vier Messungen an.
Die durchgezogene Linie zeigt einen Fit mit|Gleichung 2.2
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Dies kann verschiedene Ursachen haben. Je nach Glte des Zugriffswiderstandes R,
war eine mehr oder weniger rasche Perfusion des Zytoplasmas zu erwarten. Gerade
bei Messungen mit grofierem R, wurde die Kalziumkonzentration moglicherweise nur
teilweise von der Pipettenlosung bestimmt. Variationen in der Zusammensetzung des
Zytoplasmas zwischen den einzelnen Protoplasten kdnnen eine verschieden starke
Wechselwirkung mit den betrachteten Wellenlangen bewirkt haben. Bedacht werden
muld auch, dald die Einstellung einer definierten freien Kalziumkonzentration im
nanomolaren Bereich nicht trivial ist. Schon winzige Verunreinigungen an verwendeten
Gefalken oder Pipetten bei der Herstellung der Ldsungen kdénnen erhebliche
Verfalschungen der freien Kalziumkonzentration zur Folge haben. Auch der
Reinheitsgrad der anderen verwendeten Salze spielt bei diesen geringen
Konzentrationen eine Rolle und muf® gegebenenfalls berucksichtigt werden. Jede der
berechneten Lésungen wurde in drei Ausfertigungen hergestellt, um Fehler durch
ungenaue Eichlosungen minimieren zu konnen.

Gerade weil die Ursache der Verschiebung unbekannt ist, liel3 erst die Kombination
von in vitro-Eichung zur Bestimmung der Charakteristik der Kalibrierkurve und
anschlieBender in vivo-Eichung zur Umrechnung der Kurve auf die experimentellen
Bedingungen recht sichere RuUckschliusse auf die tatsachlich im Experiment
vorliegenden Kalziumkonzentrationen zu.

Ein Fit der |Kalibrierkurve (2.2), an die Daten der in vivo Kalibrierungen ergab die
folgenden Parameter:

Kgq =6.33
dx =-0.51
Rnn =0.7
Rix =3.2

Die Dissoziationskonstante von Fura-2 fiir Ca** in Lésung wird mit 6.83 angegeben
(Produkt Information, Fura-2, Molecular Probes), wobei ausdricklich darauf
hingewiesen wird, dal} der Wert erheblich von der lonenstarke, dem pH und anderen
intrazellularen Parametern abhangt. Der k; ist daher von Zelltyp zu Zelltyp
unterschiedlich und mul} fur ein anderes Zellsystem stets neu bestimmt werden. Der
Wert liegt allerdings in guter Ubereinstimmung mit fiir andere pflanzliche Systeme
gefundenen Werten, so geben Plieth und Mitarbeiter den k, fur Chara corallina mit
6.29 an. Der kq fUr die Messungen in den Mais Protoplasten lag etwas héher mit 6.69
[Sutter et al., 2000]. Der Wert von dx kann bei der gewahlten Melkonfiguration als ein
Mal} fur die Gute der Kalibrierung dienen, da unter Idealbedingungen dx den Wert —(In
10)" = -0.434 annehmen muB [Plieth, 1995]. Der Wert von —0.51 ist gegeniiber dem
Erwartungswert unter den recht schwierigen Bedingungen der in vivo Kalibrierung als
durchaus hinreichen anzusehen.

Mit diesen Werten war die Bestimmung von [Ca**],,, mdglich.
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2.7 Abschatzung der Konzentration an freiem Magnesium in Zytoplasma

Der Farbstoff Fura-2 weist eine Querempfindlichkeit fur Magnesium lonen auf. Das
bedeutet, da® die Kalzium lonen mit dem vorhandenen Magnesium um die
Bindungsplatze am Fura-2 konkurieren. Dies fuhrt zu einer Verschiebung des ky des
Kalziums. Da der kg von Fura-2 fir Mg* aber um 5 GroRenordnungen Uber dem fiir
Ca* liegt, ist die Verschiebung im gemessenen Ratio gering. Nur bei einer Mg*-
Konzentration, die um GrofRenordnungen Uber der Ca*-Konzentration, wird ein
mel3barer Effekt auftreten [Plieth, 1995].

Hat man eine genaue Kenntnis von [Ca*],. und eine Eichkurve, die das Ratio in
Abhangigkeit von pCa angibt, so kann aus der Abweichung der gemessenen Ca*-
Konzentration von dem vorgegebenen Wert, die Mg*-Konzentration abgeschatzt
werden.

Das Verfahren erlaubt aus mehreren Griinden nur eine Abschatzung von [Mg*’].,. und
kann daher nur verwendet werden, um sehr hohe Mg*-Konzentrationen zu
detektieren. Um Uber die Patch-Pipette eine definierte Ca*-Konzentration in einer
Zelle einzustellen, mull die Zelle Uber einen langen Zeitraum mit Pipettenldsung
durchspult werden. Selbst dann kann nicht mit Sicherheit davon ausgegangen werden,
dal [Ca*].. exakt der Ca*-Konzentration in der Pipettenldsung entspricht. Geringe
Abweichungen in der Ca*-Konzentration vom angenommenen Wert, werden wegen
der geringen Verschiebung im Ratio aber bereits einen erheblichen Einflu auf die
Bestimmung von [Mg*].,.. haben.

Es war aber moglich mit diesem Verfahren Kontrollmessungen durchzufihren, bei
denen es notwendig war hohe Mg*-Konzentrationen im Zytoplasma nachweisen zu
konnen.
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2.8 Fitverfahren

Im Laufe der Zeit sind eine Vielzahl mathematischer Verfahren entwickelt worden, um
eine Funktion an Meldaten anzufitten. Viele diese Verfahren verwenden die
wiederholte Berechnung der Funktion und ihrer Ableitungen, was zum einen sehr viel
Rechenzeit beanspruchen kann und zum anderen die Gefahr in sich birgt,
Rundungsfehler Uber mehrere lterationen unverhaltnismalig stark anwachsen zu
lassen. Eine Alternative zu solchen Verfahren stellt der sogenannte
Simplexalgorithmus dar, der 1965 von Neadler und Mead [1965] entwickelt wurde und
knapp zwanzig Jahre spater 1984 von Caceci und Cacheris [1984] als Programm
dargestellt wurde. Dieses Verfahren verwendet keine Berechnung von Ableitungen
sondern gewinnt den jeweils folgenden Parametersatz durch eine geometrische
Konstruktion. Die Arbeitsweise des Algorithmus soll im folgenden an einem Beispiel
fur zwei Parameter erklart werden. Der Simplex laft sich entsprechend dem Beispiel
leicht auf n Parameter erweitern.
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Abbildung 2.12 Arbeitsweise des Simples Algorithmus in 2 Dimensionen.

Gezeigt ist ein zweidimensionaler Simplex und die Verfahren, die bei der Auswahl neuer
Parametersatze angewandt werden (sfq bezeichnet die Summe Uber die Fehlerquadrate).



Material & Methoden 31

Aus den zwei Vorschlagswerten fur die gesuchten Parameter werden zunachst drei
Startwerte (ABS) bestimmt. Der Algorithmus sortiert die Startwerte nach der Summe
der Fehlerquadrate. Im Beispiel ist B der beste, S der schlechteste und A ein anderer
Wert. Der schlechteste Wert S wird gespiegelt und ergibt den neuen Wert N. Ist die
Summe Uber die Fehlerquadrate fur den neuen Parametersatz besser als fur S, so
wahlt der Algorithmus einen weiteren Parametersatz in Richtung der Geraden SN.
Dieser als Expansion bezeichnete Schritt ergibt den Parametersatz E. Das
Fehlerquadrat des Satzes E wird berechnet. Ist der Fehler des Satzes E geringer als
der von N, so wird das Dreieck ABS durch das neue Dreieck ABE ersetzt, bringt eine
Expansion keinen weiteren Erfolg, so wird ABS durch ABN ersetzt. Ist jedoch schon
die Spiegelung von S nach N erfolglos, so wird ein Parametersatz auf halber Strecke
SN gewahlt. Dieser durch Kontraktion gewonnene Satz wird mit K benannt. Liegt der
Punkt K gunstiger als S, so ersetzt er S im Dreieck ABS. Lediglich wenn weder
Kontraktion noch Expansion in Richtung der Spiegelung erfolgreich sind, wird der
Simplex auf den besten Wert B hin zusammengezogen. Im oben angefuhrten Beispiel
wird das Dreieck ABS auf das Dreieck Z,BZ, zusammengezogen. Der letzte Schritt ist
relativ rechenintensiv, da n-1 Parametersatze neu berechnet werden mussen. In allen
anderen betrachteten Fallen besteht der Simplex aus nur einem neuen und ansonsten
bereits berechneten Punkten. Der Fit bricht ab, wenn das vom Simplex
eingeschlossene Areal unter eine vordefinierte Genauigkeit fallt.

Die Vorteile des Simplexalgorithmus liegen in der Einfachheit der Rechenoperationen.
Wird ein groRer Startsimplex gewahlt, so kann das Fitverfahren zudem recht gut
lokalen Minima entkommen. Die Tatsache, dal} die Schrittweite des Simplex durch die
Mdglichkeit der Expansion der Steigung des Fehlergebirges angepal’t wird, macht den
Simplex zudem zu einem recht schnellen Algorithmus. Ein weiterer wichtiger Vorteil
ist, dal’ der Simplex als geometrisches Konstrukt nicht divergieren kann und nur unter
sehr, sehr unglucklichen Bedingungen oszilliert. Bereits genannt wurde der Vorteil,
dal Rundungsfehler weniger dramatische Folgen haben als bei Programmen, die
iterativ Ableitungen berechnen. Fir die Anwendung des Simplex im Programm ist es
sehr schon, dal® unsinnige Parametersatze einfach ausgeschlossen werden kdénnen,
indem sie mit hohen Fehlersummen belegt werden. Ebenso ist es in dieser Weise sehr
einfach Randbedingungen vorzugeben.
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3 Ergebnisse
3.1 EinfluB von Membraneigenschaften auf die Membrankapazitat

Die Messungen im Rahmen dieser Arbeit befassen sich mit Anderungen der
Membrankapazitat von Protoplasten. Diese wird als ein Mal} fur die Oberflache der
Protoplasten genommen und Anderungen der Kapazitat entsprechend als Anderungen
der Oberflache durch Einbau von zusatzlicher Membran durch Exocytose oder als
Wegnahme vorhandener Menbranflache durch Endocytose gewertet. Die Richtigkeit
dieser Annahme ist vielfach belegt [Neher & Marty, 1982, Fernandez et al., 1984]. Der
gemessene Parameter Kapazitat hangt mit der betrachteten Oberflache aber in nicht
trivialer Weise zusammen. Die Membrankapazitat ist gegeben durch:

A
Con =608, (3.1)

m

mit Membrankapazitat Cn., Dielektrizitatskonstante € o (8.8 107 Fm™), relative
Dielektrizitatszahl €, Membranoberflache A und Membrandicke d. Die Oberflache und
die Kapazitat hangen also zunachst einmal einfach Uber drei Proportionalitatsfaktoren
zusammen. Abgesehen von der Naturkonstanten € o sind diese jedoch vom
thermodynamischen Zustand der Membran abhangig. Die Membrandicke ist abhangig
von der mittleren Energie pro Flache, die in der Membran enthalten ist, die relative
Dielektrizitatszahl hangt ab vom Zustand des Dielektrikums zwischen den polaren
Gruppen der Membran, also von der Konformation der Kohlenwasserstoffketten
innerhalb der Membran. Beide Parameter werden sich innerhalb eines gewissen
Rahmens andern, wenn die Membran beispielsweise wahrend eines Experimentes
gedehnt oder gestaucht wird. Wird zusatzliche Membran eingebaut, so wird das zu
einem andauernden oder vortubergehenden Abfall der Oberflachenspannung fihren.
Wird Membran endocytiert, so steigt die Oberflachenspannung der Membran.

3.1.1 Membranmodelle

Im folgenden wird versucht, die aus diesen Vorgangen resultierenden Meldfehler
abzuschatzen. Hierbei mussen zunachst verschiedene Membranmodelle in Betracht
gezogen werden. Messungen an Tonoplastenmembranen, die gedehnt oder gestaucht
wurden, erlauben dann eine bessere Einschatzung der Abweichung der
Membrankapazitat vom angenommenen Wert.

Wird eine Biomembran gedehnt so wird sich die gemessene Membrankapazitat
andern. Dieser an sich recht trivialen Uberlegung liegen recht komplexe und nur zum
Teil untersuchte und verstandene Vorgange innerhalb der Membran zu Grunde. So
kénnen sich bei Dehnung einer Biomembran eine Reihe relevanter Parameter andern.
Was tatsachlich unter Einwirkung vom lateralem Zug mit der Membran geschieht ist
nicht bekannt. Wird das Volumen der Membran (Jmem.) als konstant angenommen
[Stoekenius & Engelmann, 1969], so ist die Membrandicke eine Funktion des
Vesikelradius. Das Membranvolumen fir eine definierte Membrandicke (do) ist:

S =%n(r3 —(r-d0)3) . (3.2)
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Daraus ergibt sich die Membrandicke in Abhangigkeit vom Radius zu:

33
—pr 3|p3 _ mem.
d(r) =r-3/r an (3.3)

Ist die Annahme konstanten Membranvolumens korrekt, so wird eine Dehnung der
Membran in zweierlei Weise Einflud auf die Membrankapazitat nehmen. Die
VergrofRerung der Oberflache bewirkt eine Steigerung der Kapazitat, ebenso wie die
Verkleinerung der Membrandicke im Nenner von|Gleichung 3.1L

Die Annahme konstanten Volumens entspricht aber nicht unbedingt den Tatsachen.
Sackmann und Mitarbeiter [Sackmann et al., 1973] beschreiben, dal} eine Membran
unter Zufuhr von Energie in Form von Warme bei konstanter Flache um 8% dicker
wird. Auch die Einwirkung von lateralem Zug auf eine Membran stellt eine
Energiezufuhr dar, die zu Konformationsanderungen innerhalb der Membran fihrt. Die
Annahme, dal} die Membran in gleicher Weise reagiert wie bei Energiezufuhr in Form
von Warme, ist durchaus nicht abwegig. Betrachtet man die Membrankapazitat unter
dieser Annahme, SO wirken zwei gegenlaufige Prozesse. Die
OberflachenvergroBerung bewirkt eine Steigerung, die Membranverdickung eine
Verringerung der Kapazitat.

Nun ist es aber ebenfalls vorstellbar, daf} die als Kondensator wirksame Flache
tatsachlich konstant ist. Eine Biomembran ist eben keine Platte aus leitendem
Material, sondern eine mehr oder weniger dichte laterale Packung von polaren
Gruppen. Die Menge dieser Gruppen verandert sich nicht, wenn die Membran gedehnt
oder gestaucht wird. Moglicherweise mul3 eine Biomembran also als eine
Ansammlung mikroskopischer Einzelkondensatoren aufgefal’t werden, deren
elektrisch relevante Flache sich nur durch Einbau oder Wegnahme von
Einzelkondensatoren, Lipidmolekulen also, andern kann.

Betrachtet man die Anderung der Membrankapazitat unter dem EinfluR von
Membrandehnung, so ist die Membrandicke d der einzige Parameter, der sich unter
diesen Voraussetzungen andern wiurde. Wie oben beschrieben, ist sowohl eine
Verringerung als auch ein Anwachsen von d vorstellbar. Entsprechend wirde die
Kapazitat entweder steigen oder sinken.

Ein Vesikel von 20 um Durchmesser habe eine relative Dielektrizitatszahl € ; = 3 und
eine Membrandicke d = 8 nm. Ersterer Wert wurde in Anlehnung an Gillis gewahlt, der
in 'Single Channel Recording' € ; mit 2 bis 3 angibt [Gillis, 1995]. Die Membrandicke
stammt von Janas und Mitarbeitern [Janas et al., 2000]. Damit errechnet sich die
Membrankapazitat zu C,, = 4.15 pF
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Eine Biomembran wird von mehreren Autoren als um bis zu 5% dehnbar beschrieben
[Dai & Sheetz, 1995; Hochmuth et al., 1996]. Betrachtet man die Anderung der
Membrankapazitat bei Dehnung der Membran um 5% unter den verschiedenen oben
angefuhrten Annahmen, so ergibt sich folgendes Bild:

1. Mit der Annahme konstanten Membranvolumens und kapazitiv wirksamer
Oberflache gleich der tatsachlichen Vesikeloberflache, ergibt sich Folgendes: Der
Radius steigt infolge der Dehnung von 10 um auf 10.247 um. Damit berechnet sich die
reduzierte Membrandicke zu 7.619 nm. Die Membrankapazitat steigt um 10.3 % auf
4.572 pF.

2. Wird die kapazitiv wirksame Oberflache durch die Zahl der vorhandenen Lipide
determiniert, so geht bei konstantem Membranvolumen nur die Verringerung der
Membrandicke in die Membrankapazitat ein. Die Dehnung wirde dann einen Anstieg
von nur 5.00 % auf 4.354 pF bewirken.

3. Nimmt man umgekehrt an, dal3 die Membran tatsachlich nicht dinner wird und
die Membrankapazitat durch die reale Oberflache bestimmt wird, so wird die
gemessene Kapazitat um 5.01 % auf 4.355 pF ansteigen.

4. Die Uberlegung, daB die Vesikelmembran unter Zufuhr von Energie dicker wird
ist schwer rechnerisch zu fassen. Uberlegungen, die die mittlere freie Energie pro
Lipid mit bertcksichtigen, sind auf dem bestehenden Kenntnisstand mufRig. Nimmt
man die 8 % an, die Sackmann und Mitarbeiter bei Warmezufuhr nachweisen konnten
[Sackmann et al., 1973], so ergibt sich ein leichter Abfall der Kapazitat von 2.77 % auf
4.032 pF, wenn die reale Oberflache wirksam ist ...

5. und ein deutlicher Abfall der Membrankapazitat bei Membrandehnung von 7.41
% auf 3.84 pF, wenn die Oberflache durch die Lipidzahl determiniert ist.

Einige der aufgefuhrten Szenarien, sind nur durch Messungen der Kapazitat bei
Membrandehnung schwer zu unterscheiden. Ein Abfall der Kapazitat bei Dehnung der
Membran, ware ein deutlicher Hinweis auf eine Verdickung der Membran, ebenso
konnte man einen starken Anstieg als Hinweis auf ein Zusammenwirken einer
Verringerung der Membrandicke und einen Zuwachs an kapazitiv wirksamer
Oberflache werten.

3.1.2 Messung der Membrankapazitat von Tonoplasten

Einige der Modelle stellen eine sehr ahnliche Prognose, was die Membrankapazitat
betrifft. So weicht die Prognose durch die an sich recht verschiedenen Ansatze der
Modelle 2 und 3 erst in der dritten Dezimalen hinter dem Komma voneinander ab. Eine
Festlegung auf eines der beiden Modelle wird in diesem Rahmen nicht mdglich sein.
Um aber zumindest einige Modelle ausschliellen zu konnen, wurden Messungen der
Membrankapazitat an Tonoplasten durchgefuhrt, wobei die Membran im Verlauf des
Experimentes gedehnt wurde.

Isolierte Tonoplasten sind nach heutigem Kenntnisstand zur Exocytose oder
Endocytose nicht fahig. Zwar besitzen Tonoplasten mit groler Wahrscheinlichkeit
SNARE-Proteine vom Target-Typ, um mit Vesikeln, die zur Vakuole transportiert
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werden zu fusionieren [Bassham & Raikhel, 1999, Price et al., 2000], aber ein
eigenstandiger Fusionsapparat, der in Abwesenheit des Zytoplasmas funktioniert ist

eigentlich nicht denkbar [Sanderford & Raikhel, 1999]. Das Anschwellen der
Tonoplasten unter Druck ist also allein auf elastische Dehnung der Membran
zuruckzufuhren. Die gleichzeitige Aufzeichnung der Tonoplastenoberflache und der
Membrankapazitat erlaubt dann Ruckschlisse auf grundlegende
Membraneigenschaften.

Aus Tabak Mesophyllzellen wurden Tonoplasten isoliert und anschliefend deren
Membrankapazitat im Patch-Clamp Experiment bestimmt. Mittels eines U-Rohr
Manometers, das an die Patch Pipette angeschlossen war, wurde hydrostatischer
Druck auf den Tonoplasten ausgeubt und der Tonoplast bis zum Zerplatzen gedehnt.
Die Oberflachenvergroflerung wahrend des Ausdehnens wurde bestimmt, indem der
Tonoplastendurchmesser im mikroskopischen Bild kontinuierlich gemessen und notiert
wurde, wahrend parallel dazu die Kapazitat aufgezeichnet wurde.

|Abbildung 3.1| zeigt Daten, die nach dem oben beschriebenen Verfahren
aufgenommen wurden.
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Abbildung 3.1 Membrankapazitat eines Tonoplasten bei Dehnung der Membran

In einem Tonoplast mit einer Membrankapazitat von 56 pF, und einer Oberflache von 7035 pm? wird bei
t = 25 ein Druck von 12 cm H,0 angelegt. Es folgt direkt darauf ein kurzer voribergehender Anstieg der
Kapazitat und nach etwa 10 s ein andauernder Anstieg von 56 pF auf 57 pF. Die Membranoberflache
(graue Rauten) steigt in exponentieller Weise um etwa 70 ym?2. Bei t = 104 platzt der Tonoplast.

Die Oberflache nimmt in Reaktion auf den Druck meist linear, in einigen Fallen
eventuell exponentiell zu, bis der Tonoplast dann platzt. Hier laldt sich ein erster
wichtiger Membranparameter gewinnen. Die mittlere elastische Dehnbarkeit der
untersuchten Membran liegt bei 7 %.
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Betrachtet man die Membrankapazitat zu Beginn und direkt vor dem Zerplatzen des
Tonoplasten, so fallt auf, dal sich die Kapazitat mit der Oberflache nur sehr wenig
andert. [Abbildung 3.2] zeigt die Anderung der Kapazitdt gegeniber dem
Oberflachenzuwachs.
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Abbildung 3.2 Anderung der Membrankapazitit bei Dehnung der Membran gegeniiber dem
Oberflachenzuwachs.

Eine VergroRerung der Membranoberflache durch Dehnung geht in den meisten Fallen einher mit
einem Anstieg der Membrankapazitat. In einem Falle ist aber auch eine Abnahme, in drei Féllen eine
konstante Kapazitat zu verzeichnen. Eine deutliche Korrelation der beiden Mel3grofien zeigt sich nicht.

Ein Abfallen der Kapazitat ist nur in einem, eine konstante Kapazitat nur in drei Fallen
zu verzeichnen. Das der Anschauung so widersprechende Modell der steigenden
Membrandicke bei Dehnung der Membran|[(5) trifft also nicht zu.

Ein deutlicher Anstieg tritt ebenfalls nicht auf. Die Kombination von Verringerung der
Membrandicke gemaly der Vorstellung von konstantem Membranvolumen und dem
Anstieg der elektrisch wirksamen Oberflache mit dem Zuwachs an Oberflache
, wlrde Kapazitatsanstiege bedingen, die deutlich Uber den hier gezeigten liegen
wirden. Uberhaupt 14Rt sich aus den hier gezeigten Daten allenfalls eine Schwache
Korrelation von Anderungen der Membranoberfliche und der Membrankapazitat
ableiten. Die Membrankapazitat andert sich, bei einer Oberflachenanderung von 6%
+/-3.5%, mit 2.7% +/- 2.3% im Mittel nur wenig.
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Ein gangiger Parameter zur Beschreibung von Biomembranen ist die relative
Dielektrizitatskonstante &,.

Diese ist definiert anhand von|GIeichung (3.1j als €y = & & / d und wird Ublicherweise
in den Einheiten pFm™ oder fFcm? angegeben. [Abbildung 3.3| zeigt die mittlere
Dielektrizitatskonstante fur Tonoplastenmembranen aus Nicotiona Tabacum
Mesophyllzellen.
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Abbildung 3.3 Mittlere relative Dielektrizitatskonstante von Tonoplastenmembranen.

Der Mittelwert von ¢, wie er aus 17 Messungen ermittelt wurde. Der Fehlerbalken gibt die
Standardabweichung der MeR3werte an.
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Wird die Membran gedehnt, so andert sich die Dielektrizitatskonstante wenig.
|Abbildung 3.4 zeigt die Dielektrizitatskonstante im Ruhezustand (&...) gegeniiber dem
Wert bei maximal gedehnter Membran (€., ).
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Abbildung 3.4 Anderung der relativen Dielektrizititskonstante bei Dehnung der Membran

Anderung von ¢, bei Dehnung der Tonoplastenmembran. In der Mehrzahl der Experimente ist ein
leichter Abfall von €., zu verzeichnen (Daten unterhalb der Diagonalen). Im Mittel betragt er 3 %. Es kam
bei einigen der Versuche aber auch zu einem geringfligigen Anstieg. Es lat sich im Rahmen der
MefRunsicherheit anhand der gezeigten Daten nicht mit Sicherheit sagen, ob und in welcher Richtung

sich &, gegebenenfalls dndert. So eine Anderung von €, bei Dehnung der Membran auftritt, wird sie
aber weniger als 4% betragen.

In der Uberwiegenden Zahl der Messungen zeigt sich ein geringfligiger Abfall des
Wertes um im Mittel 3%. Es finden sich aber auch Messungen, bei denen ¢, mehr
oder weniger konstant bleibt, in einigen Fallen sogar leicht ansteigt. Festzuhalten
bleibt, dal} sich dieser Membranparameter unter Membrandehnung kaum andert.
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Auffallig ist weiterhin der haufig zu verzeichnende transiente Anstieg der
Membrankapazitat wahrend der Dehnung (Abbildung 3.5).
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Abbildung 3.5 Transienter Anstieg der Membrankapazitat

Wird die Tonoplastenmembran gedehnt, so kommt es in vielen Fallen zu einem voribergehenden
Ansteigen von C,,,. Kurz vor dem Zerplatzen des Tonoplasten erreicht die Kapazitat wieder nahezu ihren
Ausgangswert. Dieser Effekt konnte in 50 % der durchgefuhrten Messungen beobachtet werden.

Das Rauschen nimmt wahrend des voribergehenden Anstieges der Membrankapazitat zu (unteres
Bild). Angegeben ist die Breite des Rauschens in fF vor der Dehnung (Ry) und wahrend der Dehnung
(Ry) fir 9 Messungen.

Dieser Anstieg trat in 50 % der Experimente auf. Das mittlere Rauschen ist wahrend
des Anstieges um 80 % hdher als wahrend des Ruhezustandes. Der Effekt tritt
seltener auf, wenn der Tonoplast mit geringerem Druck gedehnt wird. Vermutlich zeigt
sich hier ein Effekt, der einer Umlagerung von Molekilen in der Membran entspricht.
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Neben der Charakterisierung des Tonoplasten ergibt sich aus den vorgestellten
Ergebnissen ein wichtiges Resumee in Bezug auf die Arbeiten an Mais oder Tabak
Protoplasten.

Da die Osmoregulation verglichen mit Exocytose und Endocytose ein langsamer
Prozel} ist [Homann & Tester, 1997], wird es bei stimulierter Exocytose an
Protoplasten stets auch zu Schwankungen in der Oberflachenspannung der
Plasmamembran kommen.

Auch unter diesen Bedingungen der Dehnung oder Stauchung der untersuchten
Membran ist die Membrankapazitat ein sehr zuverlassiges Mal fur die
Membranoberflache als Menge der vorhandenen Lipide und Membranproteine.
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3.2 Untersuchung von MeRartefakten

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Verfahren der Oberflachenmessung von
Protoplasten mittels Patch-Clamp Technik geht von einer Reihe von Voraussetzungen
an die MeRkonfiguration aus. Parameter wie der Sealwiderstand, die Pipettenkapazitat
oder die Zugriffsleitfahigkeit mussen sich innerhalb bestimmter Bereiche bewegen, um
eine zuverlassige Messung zu gewahrleisten [Lindau & Neher, 1988, Sigworth et al.
1995a & 1995b].

Um Artefakte, die durch die Nichteinhaltung dieser Voraussetzungen entstehen,
verstehen, erkennen und gegebenenfalls korrigieren zu kdnnen, war es notwendig, die
Berechnung des Wertes der Membrankapazitat aus den gemessenen Parametern
exakt nachvollziehen zu kénnen.

3.2.1 Elektrische Parameter
Wird eine sinusformige Spannung uber einem idealen Widerstand angelegt, so wird
der resultierende Strom bestimmt sein durch das Ohmsche Gesetz:

v(t)=V, cosw t (3.4)
U
ir(t)= R - RVocosa)t. (3.5)

Da der Widerstand ein lineares Schaltelement ist, wird der Strom die selbe Frequenz
haben wie die angelegte Spannung. Weiterhin werden Strom und Spannung in Phase
sein, das heif’t, da® der Nulldurchgang der Spannung zur gleichen Zeit erfolgt, wie der
des Stromes. Wird die selbe Spannung Uber einen Kondensator angelegt, so ergibt
sich der Strom zu:

d v(t
iC(t)=C% = -wCV,sinwt . (3.6)

Da auch ein idealer Kondensator ein lineares Bauteil ist, wird auch in diesem Falle die
Frequenz von Spannung und Strom gleich sein. Anders als beim Widerstand folgt der
Strom der Spannung aber mit einer Phasenverschiebung von 90°. Wenn die
Spannung ihren Maximalwert erreicht, wird der Strom einen Nulldurchgang haben. Ist
die Spannung gleich Null, erreicht der Strom gerade das Maximum.

3.2.2 Komplexe Notation
Zur Vereinfachung bietet sich eine Umschreibung mit Hilfe der Eulerschen Formel an.
Es ist:

e =coswt+ sinwt, (3.7)

mit j=\/-_1.



42 Ergebnisse

Damit lassen sich die Spannung und die Strome Uber einen Widerstand und einen
Kondensator darstellen als Realteile (Re) folgender Ausdrticke:

v(t)=Re[V,e']

1 .
(t=Rel()Voe]
()= Rel(&C)V,e]

Die Ausdrucke in den Klammern werden als komplexe Spannung und Komplexe
Strome bezeichnet. Das Verhaltnis der komplexen Spannung durch den komplexen
Strom wird Impedanz genannt und mit dem Buchstaben 'Z' bezeichnet. Die Impedanz
eines Widerstandes ist einfach:

Z. =R, (3.9)
die eines Kondensators:

1

ZC :R' (3.10)

Der imaginare Term mit dem 1/j in der Impedanz des Kondensators gibt die 90°
Phasenverschiebung zwischen Strom und Spannung an. Das Fehlen eines
imaginaren Terms in der Impedanz des Widerstandes entspricht der Phasengleichheit
des Bauteils.

Zur Berechnung von Schaltungen eignet sich meistens die Leitfahigkeit besser als die
Impedanz. Die komplexe Leitfahigkeit ist der Kehrwert der Impedanz und wird
bezeichnet mit dem Buchstaben 'Y'. Die komplexe Leitfahigkeit eines Widerstandes
ist:

Yy =—. (3.11)

Die komplexe Leitfahigkeit eines Kondensators ergibt sich zu:

Y. =jaC. (3.12)
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3.2.3 Ersatzschaltbilder fiir Patch-Clamp Experimente
Ein Protoplast im Patch-Clamp Experiment in der whole-cell Konfiguration 1af3t sich
durch ein Ersatzschaltbild beschreiben (Abbildung 3.6).

Protoplast

Abbildung 3.6 Ersatzschaltbild fiir einen Protoplasten in "Whole-Cell' Konfiguration.

Das Patch Clamp Experiment wird in der 'Whole-Cell' Konfiguration mafgeblich durch die hier
gezeigten Parameter bestimmt. Den einzelnen Grofien sind die entsprechenden elektrischen Bauteile
zugeordnet, mit denen eine Beschreibung der Messung als Vorgang an einem Schaltplan moglich ist.

Die Gesamtleitfahigkeit des Netzwerkes laft sich dann wie folgt angeben:

1 1
Y =jaC, +R_+ 1 . (3.13)
S Ra + 1
Jn*g

m

Die Oberflachenbestimmung durch Messung der Membrankapazitat erfolgt nun unter
einer Reihe von Annahmen. Der Sealwiderstand (Rs) ist idealerweise unendlich grof3,
die Pipettenkapazitat (Cp) gleich Null. Unter dieser Annahme fallen die ersten beiden
Summanden weg und die Gleichung vereinfacht sich zu:

1
Y = — (3.14)
° H +i
jaC, R

m

oder weiter vereinfacht:
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v = +jaR,C,,
- Ra +Rm +jaRaRmCm .

(3.15)

Das entsprechende, vereinfachte Ersatzschaltbild ist in IAbbildung 3.7|gezeigt.

Protoplast

Abbildung 3.7 Vereinfachtes Ersatzschaltbild fiir einen Protoplasten in 'Whole-Cell’
Konfiguration.

Wenn der Sealwiderstand R, als unendlich grol? angenommen werden kann, die Pipettenkapazitat C,
vernachlassigbar klein ist und die Membranspannung konstant ist, so kann ein vereinfachtes Schaltbild
zur Beschreibung des Experimentes herangezogen werden.

Betrachtet man die Frequenzabhangigkeit der komplexen Leitfahigkeit, so zeigt sich,
dal fur sehr kleine Frequenzen, der imaginare Term vernachlassigt werden kann und
die Leitfahigkeit von der Serienschaltung der Widerstande R, und Ry, bestimmt wird.
Fur sehr hohe Anregungsfrequenzen, wird die Leitfahigkeit des Kondensators Cp,
unendlich gro, so dall der Widerstand R, kurzgeschlossen ist und die
Gesamtleitfahigkeit von R, bestimmt wird. Fur mittlere Frequenzbereiche ist die
komplexe Leitfahigkeit Y nahezu proportional zur Kapazitat. In diesem
Frequenzbereich kann C,, durch Messung der Leitfahigkeit bestimmt werden.

3.2.4 Messung mit sinusformiger Spannung

Zur Messung wird eine sinusformige Spannung Uber die Membran angelegt und der
resultierende ebenfalls sinusformige Strom aufgezeichnet. Der Strom wird in seine
reale und seine imaginare Komponente zerlegt. Der Realteil des Stromes liegt in
Phase mit der angelegten Spannung, der Imaginarteil eilt der Spannung um 90° nach.
Je nach verwendetem Verstarkertyp wird der Strom unterschiedlich zerlegt. Der in den
dieser Arbeit zugrundeliegenden Versuchen meist verwendete EPC-9 analysiert den
aufgezeichneten Strom mittels geeigneter Computerprogramme, die im Labor
ebenfalls verwendeten Hennigmann-Verstarker (Swam [IC) zerlegen den Strom Uber
elektronische Schaltungen. Unabhangig von der Art der Stromanalyse werden sowohl
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Software-Verstarker als auch Hardware-Verstarker dieses Typs als lock-in Verstarker
bezeichnet.

Eine komplexe GrofRe kann stets dargestellt werden in der Form:

z=a+jb (3.16)

Damit kann die komplexe Leitfahigkeit fur das Schaltbild in |Abbi|dung 3.6|geschrieben
werden als:

Y=a+ijb (3.17)

mit:
_ R, +R_, +R,w’R:C2
" (R, +R, )’ +’R2R.C?

a (3.18)

(R, +R_)*+w’R?R2C2 (3:19)

Diese beiden Melgrolen werden von dem Verstarker aufgezeichnet. Es zeigt sich
hier, dal® der Realteil nicht nur von 'realen' Bauteilen bestimmt wird, ebensowenig wie
der Imaginarteil nur durch die einen imaginaren Term enthaltende Kapazitat.

Als dritte unabhangige Melgrofle verwenden lock-in Verstarker den Gleichstrom Ipc.
Dieser wird wie oben beschrieben nur durch die Serienschaltung der beteiligten
Widerstande bestimmt und es gilt einfach das Ohmsche Gesetz:

Vin
loe = R +R_ (3.20)

Hierbei ist V,, die angelegte Membranspannung. In die Berechnung der gesuchten
Grolken geht dann der Serienwiderstand R, + R, ein als:

R,+R_=-" (3.21)

IDC

Aus den drei unabhangigen Mel3groRen kénnen nun durch Auflésen einer Gleichung
und jeweiliges Einsetzen in die anderen Gleichungen die drei Parameter R,, R, und
Cm berechnet werden. Die Gleichungen flr die gesuchten Grof3en ergeben sich nach
konzentrietem Rechnen oder Anwendung eines geeigneten Mathematikprogrammes
Zu:

__aR, +R, )
Tt (@ +b*)R, *+R,)-a

(3.22)
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(@ 4R, +R, 2aR, +R,)* .
" @ Hb)R, R, (3:23)

o @+’ 7 R, *R,)* 2R, +R b8 2R, +R,)a’ +a’ (3.24)
" wb((@® +b*)(R, +R,,)* 2a(R, +R,)+ B

Mit diesen Formeln rechnen alle gebrauchlichen lock-in Verstarker.

Nun sind aber in die Berechnung eben dieser Gleichungen Annahmen eingegangen.
Annahmen, die gerade bei Patch-Clamp Experimenten an Pflanzenzellen nicht immer
zutreffen. Die MeRRbedingungen sind nur begrenzt an den fur die korrekte Berechnung
der gesuchten Grolen notwendigen Idealzustand heranzufuhren.

3.2.5 Grenzen der vorgenommenen Naherungen

Nachdem sich gezeigt hatte, dald eine weitere Verbesserung der MelRbedingungen,
vor allem des Sealwiderstandes und der Zugriffsleitfahigkeit, Uber einen Status quo
hinaus nicht machbar war, blieb die Moglichkeit, im Rahmen einer weitest mdglichen
Fehleranalyse die Einflisse verschiedener nicht idealer Parameter zu bestimmen. Da
alle beteiligten Parameter in einer so komplexen Art und Weise zusammenwirken, ist
es unmaoglich den Einflu® einer einzelnen Grofe isoliert zu betrachten.

Eine mdogliche Fehlerquelle ist der Sealwiderstand, der, ganz unabhangig von der
untersuchen Zellspezies, niemals unendlich grof3 ist. Ein Sealwiderstand in Bereich
von mehreren 10 GQ kann noch guten Gewissens als quasi unendlich aproximiert
werden. Ein Widerstand von nur einem GQ eventuell auch noch, einer von 500 MQ
mdglicherweise nicht mehr.

Problematisch ist auch die Pipettenkapazitat C,, die zunachst mit null angenommen
wurde. Die Pipettenkapazitat hangt unter anderem von der Eintauchtiefe der Pipette in
das Badmedium ab. Andert sich diese im Verlauf des Experimentes durch
Schwankungen der Badtiefe bei Messungen mit Baddurchflul3, oder im Verlaufe
langerer Messungen durch Verdunstung aus dem Bad, so wird auch die
Pipettenkapazitat groRer oder kleiner.

Weiterhin ist die Annahme, dal® V., zum einen die tatsachlich anliegende
Membranspannung und zum zweiten konstant sei, nicht unbedingt richtig. Gerade bei
Experimenten, bei denen V,, moglicherweise nicht konstant ist, wie eben beim Einbau
von zusatzlicher Membran durch Exocytose, kénnen Leitfahigkeiten infolge der
Oberflachenspannung aktivieren oder deaktivieren. Tatsachlich liegt Uber der
Membran eine Spannung von V-Ere. an, wobei E..,, das Umkehrpotential der jeweils
aktiven Leitfahigkeiten ist.

Diese drei Parameter haben Einflud auf alle drei zu bestimmenden Mel3gréRRen,
werden bei der Berechnung derselben jedoch vernachlassigt.

Weiterhin geht der Parameter R, in die Berechnung von Ry, ein, beide zusammen in
die Berechnung von C,,. Fehler in der Bestimmung der beiden Widerstande werden
sich also in der Membrankapazitat niederschlagen. Auch starke Schwankungen der
Werte kénnen mdglicherweise Anderungen in C,, hervorrufen, die tatsachlich gar nicht
stattfinden. Das Zusammenwirken der Parameter ist zu komplex, als das der Einfluf
einer Mef3grolde einzeln betrachtet werden konnte.
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3.2.6 Messung mit sinusformiger Spannung unter realen Bedingungen

Um einschatzen zu kdnnen, in welchem Male die gewonnenen Ergebnisse von den
Melbedingungen verfalscht wurden, war es also notwendig die Berechnungen, die die
verwendeten Patch-Clamp Verstarker zur Gewinnung der Mel3gro3en durchfihren, mit
den tatsachlich vorliegenden Parametern durchzuftihren.

GemalR dem Ersatzschaltbild in [Abbildung 3.6| ist die Gesamtleitfahigkeit gegeben
durch:

1 1
Y =jaC, +R_ + 1 . (3.25)
S Ra + 1
JEn*r,

m

Diese Gleichung laft sich vereinfachen zu:

Cm _Ja'CpRsRa _J C&:pRsRm _J CRaRmCm _J CRsRmCm _RS _Ra _Rm)
R.(JaR.R,C +R, +R,,)

p'¥s' Ma'Y'm

~(*C.RR.R
Y =

(3.26)
und wie oben gezeigt als:
Y=a+jb, (3.27)
in Realteil und Imaginarteil zerlegen;
mit:
RZ +2R R, +R?% +RR, +R.R, +w’R’R%C? +wR.R,R%C?
a=
R.(RZ +2R,R_ +R? +w’R’R?C?
(3.28)
und:
CpRﬁ +2C R.R,, +CpR§ +R2C, +w2CpR§RiC§
b=w . (3.29)

RZ +2R R, +R? +w’R’R%C?

Damit hat man Real- und Imaginarteil der Leitfahigkeit dargestellt, wie sie tatsachlich
unter nichtidealen Bedingungen in die Berechnungen der Mel3grofien eingehen. Auch
die dritte verwendete GroRe stellt sich ein wenig komplizierter dar, wenn alle
beteiligten Parameter betrachtet werden. Der Gleichstrom unter steady state
Bedingungen ist:

| _ (Vm _Erev. )(Rs +Ra +Rm) (3 30)
e R.R. +RR, ' '

Der aus der Membranspannung und dem Gleichstrom bestimmte Widerstand ist also
tatsachlich nicht einfach die Serienschaltung der beiden Widerstande R, und Rn
sondern die Serienschaltung der beiden parallel mit dem Sealwiderstand Rs. In den
Realteil des Stromes geht zusatzlich der Sealwiderstand ein, im Imaginarteil steht
zusatzlich die Pipettenkapazitat.

Diese drei Grollen a, b und Ipc sind also die tatsachlich von der Melapparatur
aufgenommenen Werte. Diese gehen dann als RechengréfRen in die Gleichungen zur
Berechnung von R,, Ry und Cp, ein (3.22],[3.23] &[3.24)). Setzt man die Formeln fiir a, b
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und Ipc (3.28,[3.29] [3.3d) in die Gleichungen fiir die gesuchten MeRwerte ein, so erhalt
man Formeln, die die tatsachlich vorgenommenen Berechnungen sehr gut
beschreiben. Diese Formeln sind hier nicht in sinnvoller Weise zu Papier zu bringen
sondern finden sich separat im Anhang (Kapitel 7). Die Formel fir die
Membrankapazitat erstreckt sich in Zehnpunkt Schrift GUber etwa dreieinhalb Meter.
Der Umfang der entstehenden Gleichungen macht dann auch deutlich, warum Clamp
Verstarker mit den genaherten Formeln rechnen muissen. Patch-Clamp Verstarker
konnen im ms-Bereich abtasten. Das heildt, dald in jedem Zeitintervall die
Berechnungen fur alle drei MeRwerte einmal durchgefuhrt werden mussen. Das ist nur
moglich mit Formeln von einer begrenzten Lange.

3.2.7 Datenanalyse

Mit den Formeln, die hier hergeleitet wurden, konnten Daten analysiert werden, die
sonst fur eine Untersuchung kaum geeignet gewesen waren. Im Vorgriff auf die
Vorstellung der Ergebnisse, die an Tabak Mesophyll Protoplasten gefunden wurden,
sei hier ein Datensatz gezeigt:

Abbildung 3.8 Messung an einem Tabak Mesophyll Protoplasten
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Ein Protoplast aus dem Mesophyll von Tabak wird mit Pipettenldsung mit 3.6 uMol freiem Ca**
perfundiert. Infolge des Anstieges in [Ca2+]cyt, fusionieren Vesikel mit der Plasmamembran und es ist
ein Anstieg der Membrankapazitat zu verzeichnen.

Der Sealwiderstand betrug urspringlich 1.1 GQ, die Zugriffsleitfahigkeit 130 nS. Kurz nach dem
Einbrechen in die 'Whole Cell' Konfiguration (t = 147) verschlechtern sich beide Werte sprunghaft.
Der Sealwiderstand stabilisiert sich dann auf niedrigem Niveau, wahrend die Zugriffsleitfahigkeit
langsam weiter abfallt.
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Betrachtet man den Verlauf der Membrankapazitat, so zeigt sich kurz nach dem
Einbrechen in die 'Whole Cell' Konfiguration ein rascher Anstieg bis zu einem
Plateauwert, der von einer zweiten langsameren Phase der Exocytose gefolgt wird.
Die Daten sind nicht ausgesucht schlecht, aber der Sealwiderstand liegt weit unter
einem GQ und die Zugriffsleitfahigkeit mit unter 70 nS eigentlich zu gering.
Problematisch ist aber vor allem, dal} die Zugriffsleitfahigkeit nicht konstant ist,
sondern langsam auf etwa 60 nS absinkt.

Berechnet man die Fehler, die sich aus der unzureichenden Erflllung der
Voraussetzungen ergeben, und subtrahiert diese von den gemessenen Daten, so
ergeben sich einige leichte Anderungen gegeniiber der Ursprungsmessung.
[3.9] zeigt die Kapazitatsspur, wie sie sich nach der Bereinigung von MeRartefakten
darstellt.
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Abbildung 3.9 Von Artefakten bereinigte Messung der Membrankapazitat.

Die Analyse der Melidaten wie sie in Abbildung 3.8 gezeigt wurden mit den im vorliegenden Kapitel
erlauterten Formeln ergab einige Korrekturen an der gemessenen Kapazitatsspur. Die Amplitude des
exocytotischen Ereignisses ist tatsachlich geringer, als in den urspriinglichen Daten. Weiterhin sind
einige Schwankungen der Membrankapazitdt verschwunden, die mit kurzzeitigen Spriingen in der
Membranleitfahigkeit zusammenhingen (t = 159, t = 217).

Die gerade auch in Bezug auf die vorliegende Arbeit wichtigste Korrektur ist die der
Amplitude des exocytotischen Ereignisses. Anders als in den Ursprungsdaten gezeigt,
liegt die Ausgangskapazitat nicht bei 20.0 pF sondern bei nur etwa 19.6 pF. Dieser
Offset kommt durch das Zusammenwirken von Sealwiderstand und Zugriffsleifahigkeit
in der Bestimmung von C., zustande. Da die Zugriffsleitfahigkeit Gber die Messung
nicht konstant ist, nimmt die Abweichung von den tatsachlichen Werten gegen Ende
der Messung noch zu. Der tatsachliche Anstieg betragt nur 4.9 pF, wahrend die
unkorrigierte Messung einen Anstieg von 6.3 pF zeigt.
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Viele der in [Kapitel 3.4 vorgestellten MeRdaten mufdten in der hier gezeigten Art und
Weise analysiert werden, um trotz oft geringer Sealwiderstdnde und
Zugriffsleitfahigkeiten, sichere Aussagen Uber den tatsachlichen Verlauf der
Membrankapazitat machen zu kénnen.
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3.3 Konstitutive Exocytose in Mais Koleoptilzellen

Um einer Grundlage schaffen zu kénnen fur die geplanten Versuche am Tabaksystem,
wurden zunachst Messungen an Mais Koleoptilzellen durchgefuhrt. Es war aus
Vorarbeiten bekannt, daf® diese Zellen eine hohe sekretorische Aktivitat zeigen und es
gab bereits ein Protokoll zur Isolation von Protoplasten aus den Koleoptilen [Thiel et
al., 1994].

3.3.1 Charakterisierung der Exocytose in Koleoptilzellen

Ein Protoplast wurde Uber die Pipettenlésung mit Kalzium beladen welches an DM-
Nitrophen gebunden war. Mittels Freisetzung von Ca®* aus einem sogenannten 'cage’
war es maoglich ein exocytotisches Ereignis auszuldsen. |Abbi|dung 3.1o|zeigt die
maldgeblichen Daten, die im Rahmen solch eines Experimentes gewonnen wurden.
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Abbildung 3.10 Ein Anstieg von [Ca2+]cyt_ bewirkt ein Anwachsen der Membrankapazitat.

Wird Ca®* durch Bestrahlung mit UV-Licht (Balken) aus dem 'cage' entlassen, so kann ein Anstieg der
Membrankapazitat verzeichnet werden. Die Konzentration von Ca®* wird mittels fluoreszenzoptischer
Messungen bestimmt. Gezeigt ist die Fluoreszenz bei 380 nm. Die Zugriffsleitfahigkeit G, und die
Membranleitfahigkeit G, bleiben von dem Anstieg in [Ca2+]cyt, und in C,, unbeeinfluf3t.
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Auf eine Erhohung von [Ca*],. durch Freisetzung von Ca* aus dem 'cage' hin,
erfolgte stets ein Anstieg der Membrankapazitat C,,. Weder bei der Zugriffsleitfahigkeit
G.,, noch bei der Membranleitfahigkeit G,, fanden sich charakteristische Anderungen.
Im hier gezeigten Beispiel steigt G, wahrend der Messung langsam an. Der Anstieg ist
aber sehr gering und innerhalb eines Bereiches, in dem er flr die Bestimmung der
MeRgroRen irrelevant ist (Kapitel 3.2). Zur Auswertung verwendet wurden Messungen
an Mais Zellen nur wenn G, groRer als 100 nS war. Im hier gezeigten Beispiel fallt G,
leicht ab. Um zu untersuchen, inwieweit die Parameter C, und G, tatsachlich
unabhéngig voneinander waren, wurden die Anderungen AC,, und AG,, gegeneinander
aufgetragen. Der Plot in|AbbiIdung 3.1 1| macht deutlich, dal} es keine Korrelation der
beiden GrofRen gibt. Dal} es wahrend eines exocytotischen Ereignisses, wahrend des
Einbaues zusatzlicher Membran also zu einer Abnahme von G,, kommt, ist zunachst
uberraschend. Tatsachlich sind aber Erklarungen moglich. Vorstellbar ware zum
Beispiel eine Deaktivierung von Kanélen infolge der Anderung der
Oberflachenspannung des Plasmalemma bei der Exocytose.
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Abbildung 3.11 Eine Anderung der Membrankapazitit ist nicht korreliert mit einer spezifischen
Anderung der Leitfihigkeit.

Der Plot von AC, und AG, zeigt, da® der Einbau von Membran wahrend der Exocytose nicht zu einer
charakteristischen Anderung in der Leitfahigkeit fihrt.

Damit ist festgestellt, dak die im Rahmen eines Ca*-stimulierten exocytotischen
Ereignisses eingebaute Membran nicht Gber eine ausgewahlte Art oder Anzahl von
Membrantransportern verfugt.
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3.3.2 Wiederholte Stimulation exocytotischer Ereignisse

Wird nach einer vorangegangenen Stimulation mit Ca** [Ca*],,. erneut erhoht, indem
UV-Licht appliziert wird, so I0st dies ein weiteres exocytotisches Ereignis aus. Es
zeigte sich aber dal® die Amplitude des zweiten Ereignisses eine Funktion der
Wartezeit zwischen den Stimuli war.
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Abbildung 3.12 Wiederholte Stimulation exocytotischer Ereignisse.
A In einem Protoplasten wurde durch einen Anstieg von [Ca2+]cyt, ein exocytotisches Ereignis

stimuliert. Nach einer Wartezeit von 155 s wurde mittels UV-Licht (Balken) erneut ca® freigesetzt und
es wurde erneut Exocytose stimuliert. Die Amplitude des zweiten Anstieges ist geringer. Im Einschub
links oben sind die beiden exocytotischen Ereignisse Ubereinandergelegt dargestellt. Um die Kinetiken
vergleichen zu koénnen, ist die Amplitude des zweiten Anstieges auf die erste normiert worden. Die
Kinetik des Membraneinbaus ist gleich.

B Das Verhaltnis der Amplituden in Abhangigkeit von der Zeit zwischen den Ereignissen. Die
Amplitude eines zweiten exocytotischen Ereignisses ist eine Funktion der Wartezeit zwischen zwei
Stimuli. Nach einer Wartezeit von etwa 300 s erreicht ein exocytotisches Ereignis die Amplitude des
vorhergehenden Ereignisses.

Die Kinetik der Kapazitatsantwort hingegen anderte sich nicht bei wiederholter
Stimulation. Dies ist ein Hinweis darauf, daR es keine Anderung des exocytotischen
Mechanismus gibt, sondern die Menge an exocytotischen Vesikeln fir die
Erschopfung des Prozesses verantwortlich ist.
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Festzuhalten bleibt: Es gibt keine Totzeit, das heilt das System ist sofort nach einem
Ereignis wieder mit Ca** stimulierbar. Die Amplitude des Ereignisses ist aber eine
Funktion der Wartezeit zwischen zwei Stimuli.

3.3.3 Das exocytotische Ereignis zeigt zwei deutlich verschiedene Phasen
Betrachtet man den Verlauf der Membrankapazitét in [Abbildung 3.10|so fallt auf, daR
es zwei deutlich unterscheidbare Phasen der Exocytose gibt. Zunachst einen
schnellen Anstieg, der dann von einem langsameren Einbau weiterer Membran in das
Plasmalemma gefolgt wird. Diese Zweiphasigkeit des Membraneinbaus war ein
Charakteristikum aller untersuchten exocytotischen Ereignisse. Stets folgte auf eine
Phase schnelle Exocytose eine zweite langsamere Phase. Wahrend die erste Phase
bei allen untersuchten Protoplasten im Wesentlichen gleich verlief, war die zweite
Phase von Protoplast zu Protoplast verschieden. In einigen Fallen folgte ein
langsamerer Anstieg der Kapazitat, in anderen verharrte die Kapazitat auf einem
konstanten Niveau oder fiel auch langsam wieder ab. |Abbildung 3.13| zeigt
exocytotische Ereignisse, wobei die Amplituden auf Datenpunkt 5 s nach Einschalten
des UV-Lichtes normiert sind.

Cm/relative Einheiten

Abbildung 3.13 Die Ca**-stimulierte Exocytose zeigt eine deutliche Zweiphasigkeit.

Eine Schar exocytotischer Ereignisse, wobei die einzelnen Datenreihen auf eine gemeinsame
Amplitude der ersten schnellen Phase des Membraneinbaus normiert sind. Alle gemessenen Kurven
zeigen eine erste schnelle Phase der Exocytose, die von einer zweiten, variableren Phase gefolgt ist. In
einigen Fallen folgt ein langsamerer weiterer Anstieg der Kapazitat, in anderen ein langsamer Abfall
zurick in Richtung der Ausgangskapazitat.

Diese zwei unterschiedlichen Phasen deuten auf das Vorhandensein zweier
Populationen von exocytotischen Vesikeln hin.

3.3.4 Amplitude des exocytotischen Ereignisses

In der Mehrzahl der Messungen erreichte die Membrankapazitat einen Spitzenwert
und fiel dann langsam wieder in Richtung auf die Ausgangskapazitat hin ab. |Abbildung
zeigt, den Zusammenhang zwischen der Amplitude des Kapazitatsanstieges und
der Kapazitat zu Beginn des Stimulus.
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Abbildung 3.14 Amplitude des exocytotischen Ereignisses als Funktion der Ausgangskapazitat

In allen Datensatzen, in denen der kapazitive Anstieg einen eindeutigen Gipfel aufwies, wurde die
Amplitude AC,, bestimmt (obere Abbildung) und gegen die Ausgangskapazitat C,,, aufgetragen. Ein Fit
der Daten mit einer Geraden ergab einen Mittelwert von 2.5 %.

Es wurde jeweils der Kapazitatsanstieg zwischen dem Gipfel des exocytotischen
Ereignisses und dem Ausgangswert gemessen und ins Verhaltnis zur
Ausgangskapazitat gesetzt. Dieser relative Kapazitatsanstieg gibt ein Maly fur die
Menge an Membran, die auf einen Ca*-Stimulus hin fiir die Exocytose zur Verfiigung
steht. Im Mittel kénnen 2.5 % der Plasmamembranflache zusatzlich eingebaut werden.

3.3.5 Modell fiir die Ca*-stimulierte Exocytose
Die Meliergebnisse aus den Koleoptilzellen stellten die Grundlage dar fur die
Entwicklung eines Modells welches konstitutive Exocytose beschreiben sollte
Ausgehend von den Charakteristika der gemessenen Kurven ergaben sich mehrere
Punkte, denen ein Modell gerecht werden mufite.

Ein Modell, das die [Ca*].,.-stimulierte Exocytose hinreichend gut beschreiben soll,

muf} mehrere Phanomene erklaren kdnnen:

- Wahrend einer Erhéhung von [Ca*].,. kommt es zu einem sigmoidalen Anstieg
der Membrankapazitat (Abbildung 3.10).

- Die Membrankapazitat ist stets durch Anderungen von [Ca*'].,. zu beeinflussen.
Die Amplitude des exocytotischen Ereignisses ist aber eine Funktion der
Wartezeit nach einem vorangegangenen Stimulus (Abbildung 3.12).

- Nach einem exocytotischen Anstieg der Membrankapazitat kann diese
entweder wieder absinken, auf einem konstanten Niveau verharren oder
(langsamer) weiter ansteigen (Abbildung 3.13).
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Heinemann und Mitarbeitern war es 1998 gelungen ein gutes Model zur Beschreibung
von Exocytose zu erstellen [Heinemann et al., 1993]. Das Model in der Form, die
Heinemann verwendete, ist in JAbbildung 3.15 zu sehen.

a'] [Cﬂzqcﬁ_

3
b1+[CaZ+]wt 32[0321
; cyt.
A B C

a1

Abbildung 3.15 Modell zur regulierten Exocytose.

Mit diesem Modell konnten Heinemann und Mitarbeiter [1993] erfolgreich Ca”-abhéngige regulierte
Exocytose in Chromaffinzellen beschreiben. Aus einem Speicherpool A werden Vesikel in einem Schritt,
dessen Caz+-Abhéngigkeit durch eine Michaelis-Menten Kinetik beschrieben werden kann, in einen Pool
B Uberfiihrt. Von diesem fiihrt ein Schritt, bei dem drei Ca**-lonen kooperativ zusammenwirken in die
Exocytose C. Vom Pool B ist ein Rucktransport in den Pool A mdglich. Dieser zeigt keinerlei Cca™"-
Abhangigkeit.

Es besteht im wesentlichen aus zwei Pools von Vesikeln, die im Folgenden mit A und
B bezeichnet werden und in Serie hintereinander geschaltet sind. Vom Pool B fihrt ein
Reaktionsschritt zur Exocytose. Die Membran, die exocytiert wird, wird hier als Pool C
bezeichnet. Die Vesikel werden zwischen den Pools A und B mit den Ratenkonstanten
k; (von A nach B) und k. (Gegenrichtung) hin und her transportiert. In die Exocytose
fuhrt die Ratenkonstante k,.

Das von Heinemann verwendete MelRverfahren war dem von mir an den Mais
Protoplasten benutzten sehr ahnlich und die Ergebnisse zeigten in einigen
charakteristischen Details Ubereinstimmungen. Es lag daher nahe zu versuchen, das
Heinemann-Modell auch zur Beschreibung der Sekretion von Koleoptilzellen zu
verwenden. Die Ubertragung des Models auf die vorliegenden Messungen war aber
vor allem deshalb nicht ganz einfach, da Heinemann und Mitarbeiter bei der Erstellung
ihres Models regulierte Exocytose beschrieben, wahrend es sich bei den hier
gezeigten Phanomenen um konstitutive Exocytose handele. Daraus ergaben sich eine
Reihe deutlicher Unterschiede zu den zu untersuchenden Messungen.

Der Schritt k; vom Pool A in den Pool B wurde von Heinemann und Mitarbeitern mit
einer Michaelis-Menten Kinetik beschrieben. Damit sollte der Uberlegung Rechnung
getragen werden, dal® auf einen Stimulus hin aus einem als nicht zu erschépfend
angesehenen Reservoir an sekretorischen Vesikeln ein der Starke des Reizes
entsprechender Anteil an Vesikeln ausgeschuttet wird. Wie auch im Bereich der
Beschreibung von Transport durch Membrankanale zeigte sich der recht universell
einsetzbare Charakter von enzymkinetischen Modellen. Die Annahme eines nicht zu
erschopfenden Speichers an Vesikeln widersprache aber dem Konzept von
konstitutiver Exocytose, wo ja gerade davon ausgegangen wird, dal® sich keine
Vesikel innerhalb des Transportweges aufstauen. Der Schritt von A nach B wurde
daher fur die Mais Koleoptilzellen durch eine Ratenkonstante multipliziert mit einer
Funktion der Kalziumkonzentration beschrieben.
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Abbildung 3.16 Modell fiir die Ca**-stimulierte konstitutive Exocytose in Mais Koleoptilzellen.

Die Vesikel werden zwischen zwei in Serie liegenden Pools A und B hin und her transportiert. Der
Weitertransport von Pool B fiihrt in die Exocytose C. Beide Schritte in Richtung der Exocytose sind in
linearer Weise von Ca* abhangig. Von Pool B ist ein Ca2+-unabhéngiger Ruckschritt in den Pool A
mdglich. Ein endocytotischer Schritt entfernt Membran aus dem Plasmalemma

Bei den Experimenten an den Mais Koleoptilzellen zeigte sich des Ofteren ein Abfallen
der Membrankapazitat nach einem durch den Stimulus ausgeldsten exocytotischen
Ereignis. Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dal} innerhalb des betrachteten
Zeitraumes bereits Endocytose wirksam ist. Daher mufdte ein Reaktionsschritt k, von
Pool C mit berucksichtigt werden. Im Experiment an den Maiszellen konnte gezeigt
werden, dal} der Reaktionsschritt k, nicht zurick nach B fuhrt, sondern in einen
eigenen Pool endocytierter Vesikel, der als Pool D bezeichnet wird. Starke
endocytotische Aktivitat hatte sonst wiederum zu einer verstarkten Exocytose aus dem
Pool B gefuhrt, so dal} sich ein FlieRRgleichgewicht zwischen dem exocytotischen und
dem endocytotischen Schritt hatte einstellen miussen. Im Experiment hatte dies dazu
gefuhrt, das ein Gleichgewichtszustand erreicht worden ware, ein Abfallen der
Membrankapazitat entsprechend einem Uberwiegen der Endocytose hatte nicht
stattfinden konnen. Es bleibt also fest zu halten, dal} die endocytierten Vesikel nicht
sofort wieder zur Exocytose zur Verfugung stehen.

Insgesamt stellt der deutliche Einflul der Endocytose einen betrachtlichen
Unterschied zu den von Heinemann und Mitarbeitern untersuchten Vorgangen dar
[Heinemann et al., 1993 & 1994]. Hierfur kdnnen zwei verschiedene Grinde in
Betracht gezogen werden. Zum einen ist die Exocytose in den Chromaffinzellen ein
sehr schneller Prozel3, so dald moglicherweise endocytotische Prozesse erst deutlich
nach einem exocytotischen Ereignis starten, wahrend die Exocytose in den Mais
Koleoptilzellen etwas langsamer ablauft, so dal3 die Endocytose schon innerhalb des
betrachteten Zeitrahmens beginnt.

Betrachtet man aber die Grundidee zur konstitutiven Exocytose, so kommt vor allem
die Moglichkeit in Betracht, dal’ ein endocytotischer Prozel} in den Maiszellen nicht
erst stimuliert werden mul}, da die Zelle ja aus einem Zustand des
Fliel3gleichgewichtes zwischen Exocytose und Endocytose heraus angeregt wird. Wird
einer der beiden Prozesse kurzzeitig stimuliert, so wird in dem System nach der
Auslenkung aus dem Ruhezustand der andere Prozell Uberwiegen, bis der
Ruhezustand wieder erreicht ist. Hierfur spricht auch die Beobachtung, dal} die
Endocytose nach einem exocytotischen Ereignis solange dominierte, bis die
Membrankapazitat erreicht wurde, die zu Beginn des Experimentes gemessen wurde.
Ein Beispiel fur diese Beobachtung ist in|Abbildung 3.18|gezeigt.

Sowohl Heinemann an Chromaffinzellen als auch Thiel an Koleoptilzellen fanden eine
Zweiphasigkeit im Anstieg der Membrankapazitat [Heinemann et al., 1993, Thiel et al.,
1994]. In beiden Fallen konnte daher geschlossen werden, dal} die
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Ratenkonstante k; kleiner als k, sein muf3. Das heif3t, Pool B wird in der Regel
schneller exocytiert, als er von A aus nachgefullt werden kann.

3.3.6 Differentialgleichungen

Mit diesen Vorgaben an ein Modell zur Beschreibung von konstitutiver Exocytose in
Mais Koleoptilzellen ergaben sich die Differentialgleichungen fur die Vesikelpools
sowie die Ratenkonstanten wie folgt:

dA

o = KE+k B kA, (3.31)
aB
o = KAk +k,)B, (3.32)
dC
E = sz —k_ZC, (3.33)

mit den Ratenkonstanten:

Ko =@

ki =a, [Caz+]cyt.

ki =a;

k, =a, [Caz+]cyt.

k, =a.,, (3.34)

wobei die a; Konstanten sind. E gibt die gesamte unterhalb des Golgi Apparates und
oberhalb von Pool A verfigbare Vesikelmenge an.

Es zeigte sich an den gemessenen Daten, dald die Ratenkonstante k, offenbar um
mehrere GroRenordnungen kleiner ist als die anderen beteiligten Ratenkonstanten
(Abbildung 3.12 B). Auch wenn das Membranreservoir oberhalb von Pool A als
betrachtlich gro® abgeschatzt werden kann, hat der Reaktionsschritt keinen mef3baren
Einfluld auf den Membraneinbau wahrend eines exocytotischen Ereignisses.
|Gleichung (3.31) wurde daher vereinfacht zu:

dA
i SKBkA. (3.35)

Mit diesen Differentialgleichungen stand ein Gleichungssystem zur Verfugung, das die
Beschreibung konstitutiver Exocytose in Koleoptilzellen erméglichte.

3.3.7 Ratenkonstanten

Um die Eignung von Parametern zur Beschreibung der Messungen zu untersuchen
wurde ein Programm geschrieben, das mittels eines Fit-Algorithmus [Nummerical
Recipes] versuchte die MeRdaten anhand des jeweiligen Models zu simulieren.
Anstatt die Differentialgleichungen fir die einzelnen Pools zu I6sen und den Fit jeweils
anhand der Lésungen vorzunehmen, wurde ein iterativer Algorithmus verwendet, der
den jeweils folgenden Datenpunkt aus dem oder je nach Komplexitat auch den
vorangegangenen Datenpunkt(en) bestimmt. Fur diese Wahl waren mehrere Grinde
ausschlaggebend. Anderungen in den Differentialgleichungen, um

einen bestimmten Aspekt zusatzlich zu berlcksichtigen oder einen Term weg fallen zu
lassen, erfordern keine erneute Berechnung der Losungen. Wird die Schrittweite im
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Iterationsverfahren etwa so weit gewahlt, wie die Abtastrate der abzubildenden
Messung, so konnen Effekte, die auf eine verrauschte Messung zurickzufuhren sind
wesentlich leichter erkannt und kompensiert werden. Eine Abbildung durch eine
mathematische Losung hat zwischen zwei Datenpunkten unendlich viele Punkte. Eine
Iteration geeigneter Schrittweite hat hingegen keine zusatzlichen Punkte, was die
Darstellung von Rauschen erleichtert.

3.3.8 Abhangigkeit der Ratenkonstanten von der Kalziumkonzentration

Mittels dieses Programmes wurden Abhangigkeiten der einzelnen Ratenkonstanten
von der zytoplasmatischen Kalziumkonzentration untersucht. Regulierte Exocytose
konnte in mehreren Fallen [Heinemann et al., 1993, Heidelberger et al., 1994]
erfolgreich beschrieben werden, indem ein oder mehrere Schritte von der
zytoplasmatischen Kalziumkonzentration in quadratischer oder kubischer Weise
abhangig modelliert wurden. Die Abhangigkeit der Sekretion von der
lonenkonzentration ist dann sehr steil, so dal schon kleine Anderungen in der
Kalziumkonzentration einen starken Effekt haben. Anderungen wirken dann quasi wie
ein Schalter zwischen zwei Zustanden.
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Abbildung 3.17 Ca®* wirkt beim Ubergang zwischen den Pools nicht kooperativ.

Es wurde versucht den exocytotischen Schritt vom Pool B nach C mit kooperativ wirkenden Ca**-lonen
zu beschreiben. Gezeigt ist eine Datenreihe und drei unterschiedliche Kurven, die unter verschiedenen
Annahmen an die Daten gefittet wurden. Die erste Kurve (unterbrochene Linie) entstand unter der
Voraussetzung, da der exocytotische Schritt eine lineare Ca*'-Abhangigkeit aufweist. Die zweite Kurve
(schwarz, breit) zeigt eine quadratische Abhangigkeit und die dritte (schwarz, schmal) eine
Abhangigkeit wie im Modell fiir regulierte Exocytose mit k, = a, ([Ca**]o,t)°.

Die mittlere Abweichung pro Datenpunkt ist fiir den linearen Fit 33 fF, 37 fF fir den quadratischen und
45 fF fur den kubischen Fit. In 9 untersuchten Spuren ergab in einen Falle eine Abhangigkeit von
([Caz+]cyt,)2 das beste Ergebnis, in allen anderen Fallen war ein linearer Fit am geeignetsten. Ein
Zusammenhang wie bei regulierter Exocytose war in keinem Fall geeignet.

Erwartungsgemal’ fand sich in der vorliegenden Arbeit eine solche Abhangigkeit zur
Beschreibung konstitutiver Exocytose nicht. Beide kalziumabhangigen Schritte werden
von der Kalziumkonzentration in linearer Weise beschleunigt.
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Vor allem in der ersten schnellen Phase des Kapazitatsanstieges zeigten Fits mit
Abhangigkeiten in hoherer Potenz deutliche Abweichungen von den gemessenen
Spuren (Abbildung 3.17)). Kalzium wirkt in keinem Reaktionsschritt des konstitutiven,
sekretorischen Weges in kooperativer Weise. Das heilt, stets wird beim Ubergang
von einem zum nachsten Reaktionsschritt nur ein Kalziumion gebunden.

3.3.9 Bestimmung der Faktoren

Zur Bestimmung der Ratenkonstanten wurde das Computerprogramm um eine
Mdglichkeit zum so genannten 'Joint-Fit' erweitert. Damit war es madglich mehrere
Datensatze mit ein und dem selben Satz an Ratenkonstanten aber verschiedenen
PoolgroRen fur die einzelnen Messungen zu fitten. Die Grundidee hierbei war, dal} die
Ratenkonstanten durch zellbiologische Gegebenheiten determiniert sind, die fur alle
Protoplasten einheitlich sind. Es ist anzunehmen, da® die Proteine, die an der
Sekretion beteiligt sind ebenso wie die Transportwege fur alle Zellen eines Geweben
einheitlich sein. Die Poolgréfien, also die Menge an Vesikeln die exakt zum Zeitpunkt
der Messung in dem Protoplasten vorhanden ist, hingegen werden bestimmt durch die
Vorgeschichte der Zelle. Protoplasten, die aus Gewebebereichen stammen, die zum
Zeitpunkt der Isolation starker wuchsen, werden auch eine hohere sekretorische
Aktivitat zeigen [Phillips et al., 1988]. Auch die Protoplastierung selbst kann die Menge
an sekretorischen Vesikeln innerhalb eines Protoplasten verandern. Selbst bei sehr
sorgfaltigen und vorsichtigen Protoplastieren kann es zu Membranrupturen kommen,
die als Stimulus fur Exocytose wirken [Wolfe et al., 1985] und so vorhandene
Vesikelansammlungen verbrauchen kénnen. Auch nur Membrandehnungen, wie sie
beim Filtrieren der Protoplasten durch des Nylonnetz denkbar sind, kdnnen bereits
starke exocytotische Aktivitat auslosen [Thiel et al.,, 2000]. Auch kbénnen
Veranderungen oder Beschadigungen am Zytoskelett Einflud auf den Transport von
Vesikeln zur Plasmamembran haben. Die Menge an Vesikeln, die auf einen
Kalziumstimulus hin fur ein exocytotisches Ereignis zur Verfigung steht wird also mit
grolier Wahrscheinlichkeit von Protoplast zu Protoplast unterschiedlich sein.
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Auch wenn Datenreihen mit sehr unterschiedlicher Charakteristik zusammen gefittet
wurden, konnten gemeinsame Parameter ermittelt werden (Abbildung 3.18).
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Abbildung 3.18 Joint-Fit zweier Datensatze

Gemeinsamer Fit zweier Datensatze mit unterschledllcher Charakteristik mit den selben
Ratenkonstanten. Im Falle der ersten Messung wurde [Ca ]Cyt sehr schnell erhoht wodurch ein sehr
schneller Anstieg von C,, bedingt war. Bei der zweiten Messung war die ca® -Freisetzung durch einen
Graufilter im Strahlengang des UV-Lichtes deutlich verlangsamt. Als Folge davon steigt Cm deutlich
langsamer an.

Der Fit ergab flir die Poolgrofen: A; = 0.033 pF, By = 1.337 pF (obere Abbildung), A, = 0.919 pF und B,
=0.214 pF.

Die Ratenkonstanten ergaben sich mit: k 1 = 0.10 [Ca™ o s, k4 =0.006s", ky =1.81[Ca’]s™ und
k»=0.11s"". Der mittlere Fehler pro Datenpunkt betragt 141 fF

Das unterstreicht die Richtigkeit der oben angefiinrten Uberlegungen.

Die Ratenkonstanten k; ergeben sich zu:

Ratenkonstanten Fehler: y
ki =0.098 [Ca*].,. +/- 0.02
k1 =0.002 +/- 0.015
k, =2.31 [Ca* ] +/-1.25

k, = 0.07 +/- 0.017
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Der Fehler y wurde ermittelt als die mittlere Differenz der Vorfaktoren a; aus dem Joint-
Fit und der Vorfaktoren, wie sie sich ergaben, wenn jede Datenreihe einzeln gefittet
wurde.

Um daruber hinaus zu zeigen, dald das Model nicht nur einzelnen Datensatzen oder
Gruppen von Datensatzen gerecht wird, wurde versucht die Charakteristik einer Schar
von MeRkurven durch modellierte Kurven nachzuzeichnen. |Abbildung 3.19|zeigt eine
simulierte Kurvenschar.
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Abbildung 3.19 modellierte Kurvenschar

Um deutlich zu machen, dal® das verwendete Modell die Charakteristika der gemessenen Kurven
wiedergeben kann, wurde eine Schar von Kurven generiert. Diese entstanden mit einer einheitlichen
Poolgréfie B, was einer Normierung auf eine Amplitude der ersten, schnellen exocytotischen Reaktion
entspricht und varriierenden Poolgréfen A.
Die Ratenkonstanten sind die oben ermittelten, Pool B = 1000 fF, Pool A = 0 (untere Kurve), 250, 500,
750, 1000, 1500, 2000, 2500 und 3000 fF.

Die Kurvenschar wurde generiert unter der Voraussetzung, dal} der Pool B eine
einheitliche GroRRe hat. Dies entspricht der Normierung von gemessenen Kurven auf
die Amplitude der ersten schnellen Phase des Kapazitatsanstieges. Die GrofRe des
zweiten Pools wurde von vollstandig entleert bis hin zu sehr gro3en Pools variiert. Die
Kurvenschar ist abgesehen von hoherfrequenten Schwankungen identisch mit der aus
den MeRdaten ermittelten (Abbildung 3.13).
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Zusammenfassend lassen sich aus diesen Ergebnissen zwei wichtige Punkte
benennen.

- Die Kinetik eines exocytotischen Ereignisses auf einen Kalziumstimulus hin wird
fur alle Zellen einheitlich bestimmt durch die Ratenkonstanten zweier Schritte
im sekretorischen Weg.

- Die Amplitude des exocytotischen Ereignisses ist abhangig von der Menge
sekretorischer Vesikel im Zytoplasma des jeweils untersuchten Protoplasten
und variiert von Zelle zu Zelle.
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3.3.10 Kinetik der Fusion in Abhangigkeit von der Kalziumfreisetzung

Um den Einflul der Kalziumkonzentration auf die Exocytose genauer charakterisieren
zu kénnen, wurde der Anstieg der Membrankapazitat in Abhangigkeit vom Anstieg der
Kalziumkonzentration betrachtet (Abbildung 3.20).
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Abbildung 3.20 Abhangigkeit der Exocytoserate von der Geschwindigkeit der Ca2+-Freisetzung.

A Drei ausgewahlte Beispiele exocytotlscher Ereignisse (offene Rauten) die jeweils mit
unterschiedlichen Freisetzungsraten von ca” (schwarze Rauten) aus dem 'cage' ausgel6st wurden.
Der Pfeil deutet jeweils auf den Beginn der Bestrahlung mit UV-Licht und damit die Fre|setzung von
ca®*. Fur geringe Intensitdten des UV-Lichtes (Messung 3) erfolgt der Anstieg von [Ca ]Cyt mit einer
Verzogerung Dies ist vermutlich auf erneute Bindungen von freigesetztem Ca®* mit dem 'cage’
zurickzufuhren. Die Zahlen an den Kapazitatsspuren geben die Ausgangskapazitat an.

B Raten des Kapazitadtsanstieges und des Anstieges in [Caz"]cyt,. Die Daten konnen durch eine
Michaelis-Menten Funktion beschrieben werden. Der maximale kapazitive Anstieg betragt 2.9 % der
Ausgangskapazitat pro Sekunde.
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Es zeigt sich, dal} die Fusion von sekretorischen Vesikeln mit der Plasmamembran um
so schneller ablauft, je schneller die Kalziumkonzentration ansteigt. Die
Fusionsgeschwindigkeit geht bei sehr schnellem Anstieg der Kalziumkonzentration in
Sattingung. Der Prozel3 lalkt sich mit einer Michaelis-Menten Kinetik sehr gut
beschreiben. Der Maximalwert des Membraneinbaus betragt 2.9 % der Ruhekapazitat
pro Sekunde. Die halbmaximale Sattigung wird fur eine Kalziumfreisetzung von 0.49
uMol s™ erreicht.

Die Tatsache, dal} kein Schwellwert der Kalziumkonzentration feststellbar ist oberhalb
dessen Uberhaupt erst ein Effekt auftritt, unterstreicht, da® es sich bei dem
betrachteten Prozel3 um konstitutive Exocytose handelt. Zusammengenommen mit
dem Ergebnis, dal® Kalzium nur in linearer Weise beschleunigend auf die Sekretion
wirkt, zeigt sich deutlich, dall das Kalzium hier nur als quasi Modulator
beziehungsweise als Ubertrager innerhalb einer Signalkette wirkt.
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3.4 Kalziumstimulierte Exocytose in Tabakzellen

Protoplasten aus Tabak Mesophylizellen wurden Uber die Pipettenlésung mit einer
hohen Konzentration [3.5 pMol] freier Kalziumionen beladen. Dieser Stimulus loste
genau wie in den Zellen aus der Koleoptile von Mais, eine exocytotisches Ereignis
aus. Ein Beispiel fiir eine Messung ist in |jAbbildung 3.9|gezeigt.

Die Beladung mit Ca** (iber die Plpettenlosung stellte gegentber den Versuchen an
Mais Protoplasten in denen der Ca?*-Stimulus durch Freisetzung von Ca®* aus einem
‘cage’ erfolgt war, eine deutliche Anderung dar. Um sicher zu gehen, dafs es sich trotz
der unterschiedlichen Technik des Ca®*-Stimulus auch hier um Ca? *-abhangige
Exocytose handelte, wurden zwei Vorversuche gemacht

Wird das Kalzium in der Pipettenlésung gegen Magnesium gleicher oder auch héherer
freier lonenkonzentration ausgetauscht, so bleibt die Membrankapazitat unverandert,
wie in [Abbildung 3.21 gezeigt ist.
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Abbildung 3.21 Die Membrankapazitat ist unabhangig von der Magnesiumkonzentration.

Ein Protoplast aus dem Mesophyll von Tabak wurde Uber die Pipettenlésung mit 100 nMol freiem ca®
und 25 mMol fre|em Mg beladen. [Mg ]Cyt wurde abgeschatzt aus der Verschiebung des Fura-2
Ratios. Die hohe Mg -Konzentration 16st kein exocytotisches Ereignis aus.

Die beobachtete Exocytose ist also nicht durch die Perfusion des Protoplasten mit
einem anderen zweiwertigen lon auszulésen.
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Wird die Kalziumkonzentration in der Pipette durch zusatzliches EGTA in der
Pipettenldésung auf eine freie lonenkonzentration von 2 nMol gepuffert, so ist ebenfalls
keine Veranderung der Membrankapazitdt zu beobachten (Abb. 3.22). Der Effekt ist
also zusétzlich auch an das Uberschreiten einer bestimmten Kalziumkonzentration im
Zytoplasma gebunden.
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Abbildung 3.22 Geringe Werte von [Caz"]cy,, bewirken kein exocytotisches Ereignis.

Durch EGTA in der Pipettenlosung ist [Ca2+]cyt, auf einen Wert von 2 nMol gepuffert. Es zeigt sich kein
exocytotisches Ereignis. Der Wert von C,, fallt sogar geringfligig von 39.2 pF auf 37.5 pF. Geringe
Werte von [Ca2+]cyt_ I6sen ein endocytotisches Ereignis aus.

Tatsachlich ist in |Abbildung 3.22| sogar ein geringer Abfall der Membrankapazitat zu
beobachten. Das bedeutet, da® die Endocytose uberwiegt und so die
Protoplastenoberflache geringer wird. Das stitzt die Idee von einem bestehenden
FlieRgleichgewicht zwischen Exocytose und Endocytose, welches durch die freie
Kalziumionenkonzentration im Zytoplasma quasi balanciert wird. Wird, wie in der
Mehrzahl der Experimente, die Ca®*-Ruhekonzentration lberschritten, so (iberwiegt
die Exocytose, wird sie unterschritten so Uberwiegt die Endocytose. Schon dieser
erste Befund stutzt die Ansicht, dal} es sich bei dem beobachteten Proze® um
konstitutive Exocytose handelt, bei der es einen standigen Membranflul} gibt, wahrend
bei regulierter Exocytose Momente exocytotischer Aktivitat mit Pausen im
Membraneinbau abwechseln wirden. Ein solches System ware durch die oben
beschriebenen Experimente nicht quasi stufenlos regulierbar. Zusammen mit weiteren
Ergebnissen, die durch die Modellierung des Prozesses gewonnen werden konnten,
ist dieser Effekt ein guter Hinweild darauf, daf® der endocytotische Schritt nicht
kalziumabhangig ist. Dieses deckt sich gut mit Arbeiten von Gilbert, die zeigen konnte,
daR die Formation endocytotischer Vesikel Ca?*-unabhangig ist [Gilbert et al., 1997].
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Um zu untersuchen, inwieweit die Auslosung des exocytotischen Ereignisses von der
Ca*-Konzentration abhangt, wurde wie bei den Mais Zellen, die Abhangigkeit der
Exocytoserate von der Rate des Anstieges in [Ca2+]cyt_ aufgetragen. Der Plot
(Abbildung 3.23) deutet auf einen ahnlichen Zusammenhang hin, wie er flr die
konstitutive Exocytose in Mais Koleoptilzellen gefunden wurde (Abbildung 3.20).
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Abbildung 3.23 Abhingigkeit der Exocytoserate von der Geschwindigkeit des Ca**-Einstromes

Ahnlich wie schon fir die Exocgtose in Mais Koleoptilzellen wird hier die Rate des Membraneinbaues in
Abhéngigkeit der Rate des Ca“’-Einstromes gezeigt. Die Messungen an den Tabakzellen wurden mit
deutlich geringeren Ca”"-Konzentrationen durchgefiihrt, als die Messungen an den Koleoptilzellen. Es
gelang daher nicht die Sattigung der Ca®*-Konzentration zu bestimmen, oberhalb derer eine erhdhte
Konzentration die Vesikelfusion nicht mehr beschleunigt.

Es gelang jedoch nicht eine Sattigungskonzentration wie im Falle der Exocytose in
Mais zu bestimmen. Ausschlaggebend hierfur ist vor allem die Tatsache, dal die
Messungen an Tabak mit deutlich geringeren Konzentrationen an Cca* durchgefihrt
wurden.

Die nicht wirksame Konzentration von 2 nMol liegt deutlich unterhalb der normalen
Ruhekonzentration im Zytoplasma (Abbildung 3.24), was sich auch mit dem Befund
deckt, dald dann die endocytotische Aktivitat Gberwiegt. Die Ruhekonzentration konnte
nur mit begrenzter Genauigkeit bestimmt werden. |Abbildung 3.24| zeigt die
Konzentrationen an freiem zytoplasmatischen Kalzium, wie sie fur 15 Protoplasten
direkt nach dem Einbrechen in den Whole-Cell Mode gemessen wurden.
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Abbildung 3.24 Mittelwert von [Ca2+]cyt_.

Mittelwert der freien Kalziumkonzentration im Zytoplasma. Der Wert wurde aus 15 Messungen
unmittelbar nach dem Einbrechen in die 'Whole Cell'-Konfiguration ermittelt.

Die MeRwerte streuen etwas und es mul® weiterhin bedacht werden, dald mit dem
Einstrom des zur Messung verwendeten Fura-2 auch Kalzium aus der Pipette
einstromt, so dal® die Werte nur eine obere Abschatzung der Ruhekonzentration
darstellen kénnen.

Dennoch Dbleibt anzumerken, dal® bei jeder Messung, bei der eine
Kalziumkonzentration oberhalb der im Rahmen der Kalibrierung der Fura-2
Messungen ermittelten Ruhekonzentration von 180 nMol gemessen wurde, stimulierte
Exocytose auftrat. Damit unterstreichen diese Ergebnisse die Auffassung, dal} es sich
bei dem betrachteten Transportweg eindeutig um konstitutive Exocytose handelt. Jede
Auslenkung der Kalziumkonzentration Uber die Ruhekonzentration hinaus hat also
offenbar einen stimulierenden Effekt auf die Exocytose, wahrend im Falle von
regulierter Exocytose ein eindeutiger Schwellwert hatte feststellbar sein missen.

3.4.1 Relation zwischen Proteinmenge und exocytotischer Aktivitat

Man kann davon ausgehen, dal die Sekretionsrate eines Proteins von der Anzahl der
in den Zellen vorhandenen Kopien des entsprechenden Synthese-Gens abhangt. Dies
gilt zumindest wenn, wie im vorliegenden Falle das Gen unter dem Regime eines
konstitiutiven Promotors steht. Entsprechend sollten Protoplasten aus Tabakpflanzen
mit unterschiedlicher Anzahl an Kopien des fur a-Amylase kodierenden Gens auch
unterschiedliche Sekretionsraten zeigen. Dieser Zusammenhang wurde durch
Messung an Protoplasten aus Pflanzen mit unterschiedlicher a-Amylase-Aktivitat
untersucht.

Damit war es moglich einen Schritt Uber die Arbeiten, wie sie an den Maiszellen
durchgefuhrt worden waren, hinauszugehen.
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|Abbildung 3.25|zeigt die Amplitude des kapazitiven N
Anstieges 90 s nach dem Beginn des Anstieges. C,, fwm% AC
Das MeRprinzip ist nebenstehend gezeigt. N—
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Abbildung 3.25 Amplitude des exocytotischen Ereignisses in transgenen und Wild-Typ
Protoplasten.

In 21 Experimenten an transgenen Protoplasten und in 8 an Wild-Typ Protoplasten wurde nach einer
Zeit At = 90 s nach Erreichen der Whole Cell Konfiguration die Amplitude AC,, des Kapazitatsanstieges
gemessen. Vergleicht man die relativen Amplituden AC,/C, des exocytotischen Ereignisses in
transgenen und Wild-Typ Protoplasten, so zeigt sich, dal3 die Amplitude in den transgenen Protoplasten
mit 22 % um nahezu eine GréRenordnung héher ist, als in Wild-Typ Protoplasten mit 2.5 %.

In Wild-Typ Protoplasten betragt die Amplitude 2.5 % der Ausgangskapazitat. Das
heil3t es werden auf den Kalziumstimulus hin 2.5 % der Membranoberflache durch
Vesikelfusion hinzugefugt. In transgenen Protoplasten betragt die Amplitude nach der
gleichen Zeit 22 % des Ausgangswertes. In transgenen Protoplasten steht also fast
zehnmal mehr Membran in Vesikeln fur die Exocytose zur Verfugung. Der
betrachtliche Fehlerbalken fur die transgenen Pflanzen deutet hier weniger
MefRungenauigkeiten an, als vielmehr unterschiedliche Expressionsraten der a-
Amylase in den verschiedenen transgenen Pflanzen.

Ist im untersuchten Protoplasten ein vergrofRerter Anteil an sekretorischem Protein
vorhanden, so ist der Betrag an Membran, der auf einen Kalziumstimulus hin
eingebaut wird, ebenfalls erhoht.
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Das zusatzlich verwendete Amylase-Assay ermoglichte nun weiterhin eine
Abschatzung des Gehaltes an a-Amylase, die innerhalb eines bestimmten Zeitraumes
setserniert wird. Mit der Bestimmung des Gehaltes an a-Amylase konnte dann die
exocytotische Aktivitdt mit der Syntheserate an sekretorischem Protein zusammen
gebracht werden. |Abbildung 3.26| zeigt den Zusammenhang der Menge an
sekretorischem Protein in dem Protoplasten und die exocytotische Aktivitat auf einen
Kalziumstimulus hin.
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Abbildung 3.26 Zusammenhang zwischen sekretorischer Aktivitat und Gehalt an sekretorischem
Protein

Fir Protoplasten von Wild-Typ Zellen (weile Rauten), Amylase Zellen (hellgraue Rauten und Amylase-
HDEL Zellen (dunkelgraue Rauten) ist hier der relative Kapazitatsanstieg in Abhangigkeit von der
Aktivitdt an a-Amylase gezeigt. Wéhrend sich fir die Amylase Protoplasten eine 'je-mehr-desto-gréRer’
Relation abzeichnet, liegen einige der MeRdaten von Amylase-HDEL Protoplasten totz hoher Amylase
Aktivitat im Bereich sekretorischer Aktivitat, wie ihn auch Wild-Typ Protoplasten zeigen.

Es fallt zunachst auf, dal} einige der MelRwerte, die an Protoplasten von Amy.-HDEL
Pflanzen gewonnen wurden etwas aus dem Rahmen fallen. Obwohl die Syntheseraten
recht hoch sind, zeigen die Messungen keine erhdhte sekretorische Aktivitat. Dieser
Befund gab AnlaR zu genaueren Untersuchungen der an HDEL-Protoplasten
gemachten Messungen.
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|Abbi|dung 3.27| zeigt die Amplitude des Kapazitatsanstieges von HDEL-Zellen in
Abhangigkeit der Zeit, die zwischen der Protoplastierung und der Durchfihrung der
Messung lag.
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Abbildung 3.27 Sekretorische Aktivitdt von HDEL Zellen in Abhédngigkeit von der Zeit nach der
Protoplastierung.

Wird eine Messung der sekretorischen Aktivitdt innerhalb der ersten 1% Stunden nach der
Protoplastierung durchgefiihrt, so ist der relative kapazitive Anstieg im Bereich, wie er auch fir Wild-Typ
Zellen ermittelt wird. Erst nach dieser Zeit ergeben sich bei Messungen Werte, die denen von Amylase
Zellen vergleichbar sind.

Auf Grund der relativ geringen Zahl an Mel3werten, kann das Ergebnis allenfalls eine
Arbeitshypothese darstellen, aber es bleibt festzuhalten, dal® es bei HDEL-
Protoplasten einen Zeitbereich nach der Protoplastierung gibt, in dem sie sich unter
dem hier verwendeten MelRverfahren wie Wild-Typ Zellen verhielten, wahrend nach
Ablauf dieser Zeit Messungen Ergebnisse ergaben, die denen an Amylase-Zellen
entsprechen. Moglicherweise wird das FlieRgleichgewicht in dem sich die a—Amylase
in einer HDEL-Zelle befindet durch die Protoplastierung derart gestort, das flr eine
gewisse Zeit nach der Prozedur wieder Speicherkapazitat im ER und/oder im Golgi
vorhanden ist. Erst wenn wieder ein Gleichgewichtszustand erreicht ist, setsernieren
die Protoplasten in einer Art Uberlaufsekretion wieder wie eine Amylase-Zelle. Die
"Totzeit' nach der Protoplastierung kann mit etwa 90 min. abgeschatzt werden. Der
Wert beinhaltet aber zugegebenermal3en eine betrachtliche Unsicherheit, der Effekt
an sich ist aber eindeutig.

Mit diesem zusatzlichen Wissen werden einige Melwerte, die von HDEL-Protoplasten
stammen und nur kurz nach der Protoplastierung gewonnen wurden, im Folgenden als
Wild-Typ Messungen gewertet.
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3.4.2 Mathematische Beschreibung der Relation

Der tatsachliche Zusammenhang zwischen der Expression eines Gens, der Synthese
eines Proteins und schluf3endlich der Amplitude eines exocytotischen Einbaus von
Transportvesikeln in die Plasmamembran auf einen Kalziumreiz hin, ist sicher komplex
und schwer in Formeln zu fassen. Naherungen, die auf einer Relation zwischen
Vesikelvolumen und Vesikeloberflache beruhen, waren vorstellbar. Derartige
mathematische Beschreibungen der  Transportvorgange wilrden aber
Zusammenhange implizieren, uber die zum jetzigen Zeitpunkt nichts bekannt ist.
Unklar ist, ob Vesikel exklusiv mit jeweils einer Sorte sekretorischen Proteins beladen
werden, ob die Beladungsdichte konstant ist und ob in einem Transportvesikel
verschiedene Proteine exclusiv oder entsprechend ihrer Haufigkeit im Golgi auftreten.
Zur Beschreibung der Korrelation wurde daher ein Mathematisches Modell gewahilt,
welches keine Voraussagen Uber die Verteilung von Transportgut und Membran
macht. Wenn ein Substrat aus einem als nicht zu erschopfenden Pool an Substanz
einen Reaktions- oder Bindungspartner rekrutiert, so lafldt sich dieser Vorgang durch
eine sogenannte Michaelis-Menten Kinetik beschreiben. Diese mathematische
Formulierung entstand auf der Grundlage von Substrat-Enzym Reaktionen, weswegen
derartige Beziehungen auch als enzymkinetische Modelle bezeichnet werden.
Derartige Beschreibungen wurden bereits mit Erfolg auch auf Bereiche auf3erhalb von
Enzymreaktionen angewandt. Ein gutes Beispiel hierfur ist die Beschreibung von
lonenflissen durch Membrankanale mit enzymkinetischen Modellen [Hansen et al.,
1981]. Fur den hier untersuchten Prozel} stellt die a-Amylase das Substrat dar und die
Lipidvorrate des Golgi entsprechen dem unbegrenzten Pool an Substanz. Diese
Naherung ist naturlich ab einem gewissen Grade zweifelhaft. Da aber keinerlei
Hinweise bekannt sind, dal3 die Membranmenge innerhalb einer Zelle limitierender
Faktor der Proteinsynthese oder des Proteintransportes ist, ist die Beschreibung so
gerechtfertigt. |Abbildung 3.28| zeigt einen Fit der Michaelis-Menten Funktion an die
MeRdaten.
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Abbildung 3.28 Mathematische Beschreibung der Relation von sekretorischer Aktivitat und
Gehalt an sekretorischem Protein

Die Daten wurden mit einer Michaelis-Menten Funktion mit einem zusatzlichen Offset beschrieben. Der
Offset tragt der Tatsache Rechnung, dal’ auch Protoplasten ohne zusatzliche a-Amylase eine
sekretorische Aktivitat zeigen. Der Fit ergab fir die Sattigung im Bereich der sekretorischen Aktivitat
einen relativen Kapazitatsanstieg von 63 %. Die Sekretionsrate ohne zusatzliches Protein betragt 2.5
%.

Mit dem Fit ergeben sich die folgenden Parameter.

3.4.3 Oberflachenzuwachs ohne zusatzliches sekretorisches Protein

Die Rate an Kapazitatszuwachs, die auftritt, wenn kein zusatzliches rekombinantes
Protein vorhanden ist, betragt 2.5 %. Das ist genau der Wert, der sich auch als
Kapazitatszuwachs fiir Mais Koleoptilzellen ergab (Abbildung 3.14)). Damit konnte an
zwei verschiedenen pflanzlichen Zellsystemen gezeigt werden, dal3 der
Oberflachenzuwachs auf einen Kalziumstimulus hin 2.5 % betragt und fir beide
Systeme gleich ist.

3.4.4 Maximaler Oberflaichenzuwachs

Sowohl fur die a-Amylase-Aktivitat als auch fur den relativen Kapazitatsanstieg muf®
es eine obere Grenze geben. Die Menge an sekretorischem Protein, die eine Zelle
sezernieren kann, mufl} einen Maximalwert haben. Die Natur dieser Grenze kann
vielfaltig sein. Der Energiehaushalt einer Zelle erlaubt notwendigerweise nur eine
bestimmte maximale Syntheserate, die Kapazitaten von ER und Golgi sind
zwangslaufig begrenzt. Es ist mit den hier vorgestellten Versuchen nicht maoglich
festzustellen, was die Syntheserate begrenzt, es kann aber mit Sicherheit gesagt
werden, dal’ eine maximale Syntheserate existieren mul}.

Ebenfalls beschrankt mufl} die Sekretionsrate sein. Vermutlich bedingt einfach der im
Zytoplasma fur Vesikel vorhandene Platz eine obere Grenze fir Sekretion. Denkbar
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ware aber auch, dal® einzelne Schritte des sekretorischen Weges eine maximale
Kapazitat haben.

Im Bereich, der von dem hier vorgestellten Mel3verfahren abgedeckt wird, zeigt sich
lediglich die Sattigung im Membraneinbau. Als Maximalen Oberflachenzuwachs auf
einen Kalziumstimulus hin ergibt sich ein Wert von 60 % der Ruheoberflache. Da bei
dem gewahlten MelRverfahren der Protoplast kontinuierlich mit einer hohen
Konzentration an freiem Kalzium aus der Pipette durchspllt wird, mul3 man
annehmen, dal alle zellularen Kalziumpuffer gesattigt sind und der Kalziumstimulus
einen Plateauwert erreicht. Die 60 % Membran, die eingebaut werden kdnnen, stellen
also vermutlich den gesamten Pool an Membran dar, der zur Verfligung steht.

3.4.5 Kinetik des Membraneinbaus

Die hohere Amplitude des Kapazitatsanstieges in Zellen mit hoher
Proteinsyntheserate kann unterschiedliche Ursachen haben. Moglicherweise lauft mit
zunehmendem Vorrat sekretorischer Proteine die Sekretion schneller. Je mehr
sekretorische Proteine vorhanden sind, desto mehr Membran mufte dann pro

Zeiteinheit via Exocytose in die Plasmamembran eingebaut werden (Abbildung 3.29]
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Abbildung 3.29 Modelle fiir die Kinetik des Membraneinbaus in das Plasmalemma.

Wird Membran in Form von Vesikeln in die Plasmamembran eingebaut, so registriert man einen Anstieg
der Membrankapazitat (Abbildung oben). Um mehr Membran einzubauen, gibt es generell zwei
verschiedene Wege.

Ist die Menge an sekretorischen Vesikeln auf eine feste Grdfde begrenzt und wird die vergréRerte
Amplitude realisiert indem die Fusionsmaschinerie schneller arbeitet, so registriert man bei héheren
Amplituden einen schnelleren Membraneinbau.

Ist die Geschwindigkeit in der die Vesikelfusion stattfinden kann eine Feste Gro3e und die Menge an
sekretorischen Vesikeln

Denkbar ware aber auch, dal} die Sekretionsrate eine feste GroRe darstellt und mehr
Transport Uber einen langeren Zeitraum und eine grolkere Anzahl an sekretorischen
Vesikeln realisiert wird. In diesem Falle, sollte der Membraneinbau pro Zeiteinheit
unverandert bleiben, wenn mehr oder weniger Protein setserniert werden soll
(Abbildung 3.29, unteres Bild).
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Um zwischen den beiden Modellen unterscheiden zu kdnnen, wurden die Kinetiken
des Membraneinbaus untersucht. |[Abbildung 3.30|zeigt eine MeRreihe, die an einer
Amylase-Zelle aufgenommen wurde, und eine, die von einer Wild-Typ Zelle stammt.
Zunachst fallt der deutliche Unterschied in der Amplitude ins Auge und man ist
geneigt, die Kinetiken zu gleichen Zeitpunkten zu vergleichen, womit sich ein
deutlicher Unterschied in der Rate des Membraneinbaues ergabe.
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Abbildung 3.30 Vergleich der Kinetik an transgener und Wild-Typ Zelle

Vergleich einer Messung an einem Wild-Typ Protoplasten mit einer Messung an einem Amylase-
Protoplasten.

Der Membraneinbau zeigt bei dem transgenen Protoplasten eine deutliche Zweiphasigkeit mit einer
schnellen Phase (3pF in 30s (t=[70,100])) und daran anschlieRend einer langsameren Phase (4pF in
230s(t=[100,330])). Beim Wild-Typ scheint nur die langsamere Phase aufzutreten mit 1pF in 50s
(t=[75,125])).

VergréRert man den ersten Abschnitt der Messung am Wild-Typ (kleines Bild), so kann man auch hier
eine erste schnelle Phase des Membraneinbaus von 0.5pF in 5s erkennen.

Die Kinetiken des Membraneinbaus sind in transgenen und Wild-Typ Protoplasten gleich. Es gibt eine
schnelle Phase mit 100 fF s™ und eine langsamere Phase von etwa 20 fF s
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VergrofRert man aber den ersten kurzen Abschnitt der Melreihe von der Wild-Typ
Zelle, so zeigt sich, dal} zwar die Amplitude und auch die Dauer der ersten Phase des
Membraneinbaus sehr viel geringer sind als bei der transgenen Zelle. Die Kinetik aber
ist gleich. In beiden Fallen werden die vorhandenen Vesikel mit der gleichen
Geschwindigkeit eingebaut. Die groRere Amplitude, die die Amylase-Zelle erreicht,
muld demnach durch eine grolere Menge sekretorischer Vesikel im Zytoplasma
realisiert werden, die Uber einen langeren Zeitraum setserniert werden.

Um 2zu zeigen, dall diese einheitlichen Kinetiken ein Charakteristikum aller
untersuchten Protoplasten sind, wird in |Abbi|dung 3.31| eine Aufstellung der Kinetiken
fur mehrere Zellen gezeigt.

120,00

M Olangsame Phase

100,00 W Nachlieferung
O schnelle Phase
80,00 1 1
fFs' 6000 — —
40,00 A
20,00 — 1
0,00 -

T T T
Amy Amy HDEL Amy Amy Amy HDEL Amy WT Amy Amy WT Amy Amy Amy Amy Amy HDEL Amy Amy Amy

Abbildung 3.31 Kinetiken, wie sie aus verschiedenen Datensatzen ermittelt wurden.

Gezeigt sind die Kinetiken, die aus 21 ausgewahlten Messungen ermittelt wurden. In etwa 30% der
MelRreihen treten mehrere Phasen auf.

Unabhangig von der Art der untersuchten Zelle finden sich stets ahnliche Kinetiken: Eine schnelle
Phase mit 100 fF s™ und eine Nachlieferungsreaktion mit etwa 35 fF s

Hier sieht man, dal} einzelne Reaktionsgeschwindigkeiten unabhangig von der Art der
Zelle immer wieder zu finden sind. Es gibt offenbar eine schnelle Reaktion von 100
fFs' und eine darauf folgende langsamere von 38 fFs” . Die schnelle Reaktion
entspricht wahrscheinlich der direkten Fusion von angedockten Vesikeln, die
langsamere Reaktion einem Nachlieferungsschritt. Eine weitere noch langsamere
Reaktion im Bereich von 5 fFs” ist so nicht signifikant. Mdglicherweise ist hier ein
weiterer langsamerer Nachlieferungsschritt zu sehen. Es ist aber auch denkbar, dal}
Regulationen, die an der Endocytose angreifen, in der Uberlagerung mit der
Exocytose eine Kinetik simulieren, die tatséchlich die zuféllige Uberlagerung nicht
gekoppelter Prozesse ist.
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Untersucht man die gefundenen Kinetiken gezielt auf transgene und Wild-Typ sowie
wild-typ-artige von HDEL-Zellen, so ergibt sich das Bild in|Abbildung 3.32]

120,00

100,00

i
HH

80,00

fF s’ 60,00

40,00

—
-

20,00

0,00
schnelle Phase Nachlieferung
Amy WT & HDEL Amy WT & HDEL

Abbildung 3.32 Kinetische Phasen der Exocytose in transgenen und Wild-Typ Zellen

Es lassen sich deutlich zwei Phasen des Membraneinbaues bei der konstitutiven Exocytose erkennen.
Die Phasen sind unabhangig von der Menge des sekretorischen Proteins in der Zelle.

Die Geschwindigkeit der Exocytose ist unabhangig von der Menge sekretorischen
Proteins. Eine VergroRerung der Pools an sekretorischem Protein bewirkt eine
VergrofRerung des Pools an sekretorischen Vesikeln.

3.4.6 Model fiir kalziumstimulierte Exocytose in Tabakzellen

Es wurde vermutet, dal} die Amylase in konstitutiver Weise sezerniert werden wurde.
Das bedeutet, dald der zentrale Regulierungsmechanismus flr die exocytotische
Aktivitat nicht innerhalb des sekretorischen Weges angesiedelt ist, sondern durch die
Proteinsynthese selbst gegeben ist. Einer vergroRerten Proteinsynthese sollte eine
erhohte exocytotische Aktivitat folgen, wahrend Substanzen wie ATP oder eben
Kalzium, die am sekretorischen Weg wirken nur modulierende Funktion haben dirften.
Um zeigen zu konnen, dal® es sich tatsachlich um konstitutive Exocytose handelt,
wurde versucht die gemessenen Daten durch das Model flr konstitutive Exocytose zu
beschreiben, welches an Mais Koleoptilzellen erstellt worden war. Erste Versuche
zeigten bereits sehr deutlich, da® das Model tatsachlich beiden Vorgangen gerecht
wird. Obwohl die Messungen an doch recht unterschiedlichen Zellsystemen
durchgefuhrt worden waren und zudem eines der Systeme genetisch manipuliert war,
um hohere exocytotische Aktivitat zu zeigen, konnten beide mit ein und demselben
Modell beschrieben werden. |Abbildung 3.33| zeigt einen Fit einer Datenreihe von
Tabak, die mit dem Modell fir die Ca*-abhangige konstitutive Exocytose in Mais
Koleoptilzellen (Abbildung 3.16) durchgefiihrt wurde.
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Abbildung 3.33 Fit des Modells fiir konstitutive Exocytose in Mais Koleoptilzellen an Daten von
Tabakzellen

Die Membrankapazitat und die zytoplasmatische Ca’ -Konzentratlon wurden synchron gemessen. Die
Abbildung zeigt den Fit einer Datenreihe mit dem Modell fir Ca’ *_abhéngige konstitutive Exocytose, wie
es an den Daten von Mais Koleoptilzellen entwickelt wurde. Der Fit ergab fur die PoolgroBen A = 1.805
pF, B = 1 066 pF die Ratenkonstanten ergaben sich mit: k 4 = 0.046 [Ca ]Cyt [s° ] k4 =0.08[s ] ko, =
2.89 [Ca ]cyt [s° ] und k., =0.0001[s ] Der mittlere Fehler pro Datenpunkt betragt 69 fF.

Die Ratenkonstanten, die sich aus der Anpassung an die Meldaten ergeben, liegen
durchweg innerhalb derselben GrolRenordnung, wie sie sich auch an Protoplasten aus
Mais ergab.

Die Ratenkonstanten k; ergeben sich, gemittelt Uber 14 Fits an Tabak
Mesophyllprotoplasten zu (in Klammern angegeben die Faktoren a;, wie sie fur Mais
Koleoptilzellen ermittelt wurden):

Ratenkonstanten Fehlery a; (Mais)
k, =o0.05[Ca*], [s] +0.48, -0.05 (0.098)
k., =o0.01 [s7] +0.36, -0.01 (0.002)
k, =2.60[Ca®ly. [s] +/-1.61 (2.31)
k, =o0.04 [s7] +/- 0.04 (0.07)

Der Fehler y gibt die Abweichung der ermittelten Faktoren, wie sie sich im 'Joint-Fit'
ergeben von den Faktoren bei Fit der einzelnen Datensatze an. Die ermittelten Werte
machen deutlich, daf die Faktoren in den Ratenkonstanten noch relativ unsicher sind.
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In einigen Tabakzellen lag die sekretorische Aktivitat bis zu einen Faktor von 25 Uber
dem normalen Wert, der an Mais Protoplasten oder an Tabak Wildtyp Zellen ermittelt
werden konnte. Daher war es moglich, dall es bei der Weiterleitung der
Transportvesikel durch den sekretorischen Weg an einigen Stellen zu Engpassen
kommen wirde. Das wuirde einen Stau von Vesikeln vor einigen kinetischen Schritten
des Transportweges bewirken. Auf einen Stimulus hin wirden dann zunachst Vesikel
aus einem als nicht erschopfbar anzusehenden Pool rekrutiert werden. Die
Beschreibung des Vesikeltransportes sollte in diesem Falle analog zum Modell von
Christian Heinemann flr regulierte Exocytose besser durch eine Michaelis-Menten
Kinetik méglich sein als durch einen Faktor (Abbildung 3.15)). Dies gilt natiirlich nur fir
den Transportschritt von Pool A nach B, da bei dem exocytotischen Schritt von B nach
C davon auszugehen ist, dal3 die Vesikel im Pool bereits an der Plasmamembran
angedockt liegen und nur ein Kalziumstimulus zur finalen Fusion fehlt. Ein solcher
Schritt ist, unabhangig von der Zahl der Vesikel in Pool B, nicht durch ein
enzymkinetisches Modell zu beschreiben.

Gelange eine bessere Beschreibung der MelRdaten mit einem Michaelis-Menten
Schritt im Model, so ware das ein Hinweis auf einen Schritt im sekretorischen Weg,
der als limitierender Faktor wirkt. Dann konnte man ausschlieen, dal} die
Speicherkapazitaten des Golgi als begrenzender Faktor wirken.

|Abbildung 3.34| zeigt einen Fit einer Messung an einer Zellen mit sehr hoher
Amylaseaktivitat, wobei ein modifiziertes Model mit einem enzymkinetischen
Nachlieferungsschritt verwendet wurde.
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Abbildung 3.34 Versuch zur Bestimmung der Natur der Sittingung im Bereich hoher
sekretorischer Aktivitat

Die Abbildung zeigt einen Fit mit einem Modell, welches den Ubergang von Pool A nach Pool B mit
einer Michaelis-Menten Kinetik beschreibt (vergleiche hierzu |Abbildung 3.33). Die Parameter ergeben
sich mit: PoolgréRen: A = 0.990 pF, B = 1.790 pF und den Ratenkonstanten: k ; = 3.01 [Caz+]cyt,/(o.054 +

[Ca™ ey [, ky = 0116 [s], k, = 1.51 [Ca*]y, [s7] und k. =0.07 [s™"]. Der mittiere Fehler pro
Datenpunkt betragt 67 fF.
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Der Fit dieses Datensatzes mit dem an den Mais Zellen entwickelten Modell ist in
Abbildung 3.33|gezeigt. Der Fit mit der Michaelis-Menten Funktion in Schritt von Pool
A zu Pool B liefert ein Ergebnis mit einer geringflgig kleineren Abweichung von den
Daten. Die Verbesserung der Fits durch die Einflhrung eines Michaelis-Menten
Schrittes in das Model ist aber so gering, da® die Ergebnisse nicht als signifikant
aufgefaldt werden kdnnen. In gleicher Weise wurden 4 andere Datensatze untersucht,
die an Zellen mit sehr hoher a-Amylase Aktivitat aufgenommen wurden. In keinem
Falle verbesserte die geanderte Komponente den Mittleren Fehler pro Datenpunkt um
mehr als 3 fF.

Die Natur der Sattigung im sekretorischen Weg kann somit nicht sicher bestimmt
werden. Die Tatsache, dald Fits mit Sattigungskinetik nicht deutlich besser sind, kann
aber als Hinweis gewertet werden, dal} die Sattigung der Sekretion bei hohem Gehalt
an sekretorischem Protein oberhalb der hier untersuchten Vorgange in fruhen
sekretorischen Weg zwischen ER und Golgi zu suchen ist.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wird die Ca®*-stimulierte Exocytose in Pflanzenzellen
untersucht. Schwerpunkte der Arbeit sind dabei die Charakterisierung der Ca?*-
Abhangigkeit und die Beschreibung des Zusammenhanges zwischen sekretorischer
Aktivitat und der Menge an sekretorischem Protein.

Die Messungen zur sekretorischen Aktivitat wurden mittels der Kapazitatsmessung
durch die Patch Clamp Technik durchgeflhrt.

4.1 EinfluR von Membraneigenschaften auf die durchgefiihrten Messungen

Eine Vielzahl von mdglichen Membranmodellen stand zur Verfugung. Jedes davon mit
einer unterschiedlichen Prognose inwieweit die Membrankapazitat von Dehnung oder
Stauchung der Membran beeinfluf3t werden wirde.

Messungen an Tonoplasten, die durch hydrostatischen Druck gedehnt wurden
erlaubten hier zwar nicht die genaue Festlegung auf ein bestimmtes Modell, konnten
aber zumindest einige Moglichkeiten ausschliefen. Die vorliegenden Ergebnisse
zeigen, dall Konformationséanderungen der Tonoplastenmembran durch Dehnung nur
einen sehr geringen Einflul} auf die Kapazitat der Membran haben. Dementsprechend
kann geschlossen werden, dal3 die Zunahme an Membrankapazitat das Resultat von
Einlagerung zusatzlicher Membran in die PM anzeigt.

Die mittlere Dehnbarkeit der Membran, die mit den Experimenten an Tonoplasten
ermittelt werden konnte ist mit > 6% hoher als die von < 5%, die von Steponkus und
Mitarbeitern angegeben werden [Wolfe & Steponkus, 1981, Wolfe et al., 1985], oder
die 2-3%, die Evans und Mitarbeiter ermittelten [Evans et al., 1976].

Betrachtet man diese Daten aber in Zusammenhang mit den Ergebnissen aus dem
Labor von Steponkus [Steponkus, 1991], so ist das nicht Uberraschend. Steponkus
interpretiert das ZerreiRen von Membran infolge Dehnung als einen Anstieg einer
Wahrscheinlichkeit fur einen Membranri3 mit zunehmendem Zug. Diese Interpretation
wird gestutzt durch sehr umfangreiche Experimente bei denen auch unterschiedliche
Methoden zur Dehnung verwendet wurden [Gordon-Kamm & Steponkus, 1983, Wolfe
& Steponkus, 1983]. Damit ist das Zerplatzen des Tonoplasten oder Protoplasten
determiniert durch ein statistisches Ereignis, welches an einem lokalen Ort auf der
Membran stattfindet. Ein einzelner Ort auf der Membran bestimmt also das
Gesamtergebnis mit. Damit missen Verfahren, die keinen Ort der Membran
besonderer Belastung aussetzen, zwangslaufig zur hoheren Membranfestigkeiten
fuhren als Methoden, die zur Dehnung der Membran an einem Ort angreifen, wie das
Einsaugen in eine Pipette [Wolfe et al., 1985, Nicol & Hutter, 1996] oder das Dehnen
an einem 'Bead' (Membrananker) [Sheetz & Dai, 1996]. Das Schwellen eines
Tonoplasten infolge eines gleichmafig wirkenden Druckes ist verglichen mit Methoden
die an einem lokal recht begrenzten Ort angreifen ein sehr schonendes Verfahren.
Auch innerhalb der hier vorgestellten Experimente fallt auf, dal} die grof3tmoglichen
Dehnungen gerade dann erreicht wurden, wenn der Tonoplast mit sehr geringem
hydrostatischen Druck gedehnt wurde.

Offenbar ist der Tonoplast Uber den flir das Plasmalemma verschiedener Zellen
ermittelten Wert [Evans et al., 1976, Wolfe et al., 1985, Needham & Hochmuth, 1989]
hinaus dehnbar.

Der hier ermittelte Wert von (6 +/- 0.7)% liegt relativ dicht unterhalb der von
Stoeckenius und Engelman [1969] an Hand von Berechnungen Uber die Struktur von
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Biomembranen prognostizierten Wert von etwa 7-8% . Auch Sackmann und
Mitarbeiter [1973] geben die Dehnbarkeit von Biomembranen auf Grund von
Modellbetrachtungen mit 7 % an. Diese Werte scheinen also durch ein hinreichend
schonendes experimentelles Verfahren tatsachlich verifizierbar zu sein.

Angemerkt werden mul® zu den Vergleichen allerdings, dald alle oben angeflihrten
Experimente an der aul3eren Zellmembran durchgefuhrt wurden. Es ist vorstellbar,
dall die Tonoplastenmembran sich in ihrer Lipidzusammensetzung oder in den
Membranproteinen in einer Art unterscheidet, die eine hohere Dehnbarkeit erlaubt. Die
Berechnungen der Membrandehnbarkeit basieren stets auf der Betrachtung reiner
[Sackmann et al., 1973], bei Stoeckenius und Engelmann [1969] sogar homogener
Lipidlayer. Die Art und der Anteil von Membranproteinen mag eine erhebliche Rolle bei
der Dehnbarkeit realer Membranen spielen, was Unterschiede zwischen Messungen
am Plasmalemma und dem Tonoplasten auf der einen Seite und Berechnungen flr
Lipidlayer auf der anderen Seite erklart.

Solsona und Mitarbeiter prognostizieren [1998], dal} der Wert von €, = & & / d mit 5
pFm™ eine quasi Naturkonstante fiir alle Biomembranen darstellt. Abweichende,
grolkere Werte kommen, so Solsona, durch Einfaltungen der Membran an
zytoplasmatischen Strukturen zustande, die eine fehlerhafte, zu geringe Abschatzung
der Oberflache bewirken.

In diesem Zusammenhang ist der Tonoplast als Modellsystem gut geeignet, da eine
isolierte Vakuole in Losung Kugelgestalt annimmt, was eine exakte Berechnung der
Oberflache erlaubt. Weiterhin ist aus elektronenoptischen Untersuchungen des
Tonoplasten bekannt, dal? die Membran keinerlei Einfaltungen aufweist. Messungen
am Tonoplasten erlauben eine genaue Bestimmung der Gesamtmembranflache.

Die Hypothese Solsonas konnte hier nicht bestatigt werden. Der Wert von € ,, der in
den hier beschriebenen Experimenten ermittelt wurde lag durchweg tber 5 me-z_

Die relative Membrankapazitat des Tonoplasten betragt im Mittel 8.5 pFm™. Wird der
Tonoplast maximal gedehnt, so sinkt der Wert von €, auf 8.3 me'Z.

Die relative Dielektrizitatskonstante wird fur reines Lipid von Kwock und Evans mit 3
bis 4 pFm™ angegeben [Kwok & Evans, 1981]. Fiir reale Membranen aus Organismen
ergeben sich deutlich hdhere Werte. Gustin gibt den Wert fr die Plasmamembran von
Hefe mit zwischen 6 pFm™ und 11 pFm™ an [Gustin et al., 1988], fiir die Hiillmembran
roter Blutkdrperchen wird von Evans ein Wert von 6 — 12 pFm™ beschrieben [Evans et
al., 1976].

Werte, wie sie fur die Plasmamembran von Pflanzenzellen ermittelt wurden, liegen
genau im Bereich, der hier fuir den Tonoplast gefunden wurde. Homann und Tester
ermittelten [1998] einen Wert von 7.5 pFm? fiir das Plasmalemma von Gersten
Aleuronzellen, Carroll und Mitarbeiter Werte von 8 pFm fiir Mais Koleoptilzellen und
7.5 me'2 fur Zellen aus Mais Wurzelspitzen [Carroll et al., 1998].

Mit der Hypothese von Solsona besteht insofern Ubereinstimmung, als daR
prognostiziert wird, daf® sich die Dielektrizitatskonstante einer Membran, die nicht an
zytoplasmatischen Strukturen gefaltet ist, unter Dehnung auch kaum andern sollte.
Das ist genau, was hier fur den Tonoplasten bestatigt werden konnte.

Wollte man mit dem hier verwendeten Verfahren weitere, prazisere Messungen
durchflhren, so mufdte man als erstes wohl eine Kiuhlung des Badmediums in Betracht
ziehen. Die Kugelgestalt des Untersuchungsobjektes und die Moglichkeit
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die Dehnung schon mit sehr geringen Kraften durchfihren zu kdénnen, erlauben
vermutlich schon Messungen bis dicht an die Schwelle, oberhalb derer Membranen
bei Dehnung auf Grund ihrer molekularen Struktur zerreiRen. Kénnten dartber hinaus
Molekulbewegungen durch Kuhlung verringert werden, so wurde die Rauschbreite
geringer, was eventuell eine Festlegung auf ein Membranmodell erlauben wirde und
darUber hinaus wurde (1, die Wahrscheinlichkeit fur eine Ruptur pro wirksamen Zuges,
noch einmal verringert.

Neben den Ergebnissen zur Natur von Tonoplastenmembranen stutzen die Befunde
die der vorliegenden Arbeit zugrunde liegende Annahme, das Anderungen der
Membrankapazitat stets den Einbau oder die Wegnahme von Membranmaterial
bedeuten. Messungen der Membrankapazitat stellen auch unter verschiedenen
thermodynamischen Bedingungen ein direktes Mal} fur die Oberflache dar.

4.2 Erkennung und Beseitigung von Artefakten

Es muld hier zunachst noch einmal deutlich betont werden, dal3 das hier verwendete
Modellsystem transgener Tabakzellen trotz vieler Vorteile nur bedingt fur die
durchgefihrten Experimente geeignet war.

Die Grundvoraussetzung bei jeder Art von Patch-Clamp Messung ist die Ausbildung
des Abdichtwiderstandes in der GroRenordnung von GQ zwischen Pipette und
Membran. Ohne diese elektrisch dichte Verbindung ist ein verninftiges Messen nicht
denkbar. Die Untergrenze flr den Sealwiderstand wird von Penner mit einigen GQ
angegeben [Penner, 1995]. Gerade im Bereich der Pflanzenzellen werden
Melisysteme haufig auch unter dem Aspekt gewahlt, ob eine verniunftige
Wahrscheinlichkeit besteht, einen Abdichtwiderstand im GQ-Bereich zu erreichen
[Elzenga et al., 1991; De Boer et al., 1994].

Fir Messungen der Membranleitfahigkeit ist der Sealwiderstand insofern weniger
kritisch, als dal® das Signal-Rausch Verhaltnis eine direkte Einschatzung des Wertes
einer Messung erlaubt. In die Messung der Membrankapazitdt geht der
Sealwiderstand in leidlich komplexer Weise ein [Gillis, 1995]. Eine Abschatzung der
Gute einer Messung ist relativ schwierig.

Wenn der Widerstand sich wie mit den hier verwendeten Zellen statt im Bereich von
GQ routinemaliig nur im Bereich mehrerer hundert MQ bewegt, so sind die
gewonnenen Daten fur Kapazitatsmessungen nicht mehr ohne weiteres nutzbar.

In Anlehnung an die detaillierten Ausfuhrungen von Gillis in 'Single Channel
Recording' [1995] wurden Algorithmen erstellt, mit denen die MeRbedingungen an
lock-in Verstarkern zuverlassig simuliert werden konnten [Sigworth et al., 1995b].

An einer Messung wurde beispielhaft gezeigt, dal® Artefakte, die durch geringe oder
instabile Werte des Sealwiderstandes oder der Zugriffsleitfahigkeit entstehen,
korrigiert werden kdénnen. Auch Schwankungen in der Membranleitfahigkeit oder der
Membranspannung kdnnen nachtraglich ausgeglichen werden.

Erst mit dieser Methode war es moglich Kapazitatsmessungen zur
Oberflachenbestimmung an Protoplasten aus transgenen Tabak Mesophylizellen
durchzufuhren.
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4.3 Ca**-stimulierte Exocytose in Pflanzenzellen

Sekretion in Pflanzenzellen wird reguliert durch die Synthese des sekretorischen
Proteins.

Treten innerhalb der sekretorischen Weges Ca®*-abhéngige Schritte auf, so dienen
diese lediglich der Modulation der sekretorischen Aktivitat oder der Kopplung an einen
hormonellen Signalweg.

Ausgehend von einem Modell, welches Heinemann und Mitarbeiter zur Beschreibung
von regulierter Exocytose entwickelt haben [Heinemann et al., 1993 & 1994], konnte
ein Modell erstellt werden, das die gewonnenen Daten beschreiben kann.

Es gelang zu zeigen, dal} die Sekretion in den untersuchten Zellen tatsachlich in
konstitutiver Weise ablauft, da® also die Synthese der sekretorischen Proteine der
maldgebliche regulierende Schritt ist und innerhalb des Transportweges keine
regulatorischen Schritte angesiedelt sind, an denen ein Weitertransport der Vesikel
unter normalen physiologischen Bedingungen nicht statt findet.

Das erstellte Modell steht in guter Ubereinstimmung mit der Vorstellung von
konstitutiver Exocytose als einem System im FlieRgleichgewicht. Die Tatsache, dal®
kein Schwellenwert fur die Kalziumkonzentration bendtigt wird, ebenso wie die im
Hintergrund permanent ablaufende Endocytose, beschreiben genau die
entsprechenden Prozesse.

Die Auflosungsgenauigkeit des Modells wirkt im Vergleich zu Modellen an anderen
Zellsystemen recht grob. Einzelne Schritte der Exocytose vor allem in Nervenzellen
sind inzwischen auf einem Level modelliert, der es erlaubt einzelnen kinetischen
Schritten die Reaktion einzelner Moleklle zu zuordnen [Xu et al. 1998 & 1999,
Review, Brunger, 2000]. Besonders die Fortschritte, die in den letzten Jahren auf dem
Gebiet der an der Fusion von Vesikeln und Zielmembran direkt beteiligten Proteine
gemacht wurden, haben es ermdglicht Bindungsreaktionen zwischen Proteinen und
Konformationsanderungen einzelner Proteine in die Erstellung von Modellen mit
einzubeziehen [Chapman & Davis, 1998, Wei et al., 2000].

Betrachtet man aber konkret das Gebiet der konstitutiven Exocytose, so ist das
Auflosungsvermogen von beschreibenden Modellen noch wesentlich geringer als fur
regulierte Exocytose.

Auch mull angemerkt werden, dal® die verschiedenen Modelle auf deutlich
unterschiedlichen Zeitskalen arbeiten. Die Prozesse, die einzelnen Proteinreaktionen
zugeordnet werden konnen, nehmen innerhalb des Zeitraumes, der von dem hier
beschriebenen Modell abgedeckt wird, einen winzigen Zeitbereich in Anspruch. Zieht
man andere Modelle heran, die einen gro3eren Bereich im sekretorischen Weg zu
beschreiben suchen, so findet man vergleichbare Auflosung einzelner Schritte.
[Heinemann et al., 1993 & 1994, Fujita-Yoshigaki, 2000].

Die Abhangigkeit der Exocytoserate von der zytoplasmatischen Kalziumkonzentration
konnte in linearer Weise beschrieben werden. Regulierte Exocytose wurde mehrfach
mit einer Kalziumabhangigkeit in quadratischer oder kubischer Weise beschrieben
[Heinemann et al., 1993, Heidelberger et al. 1994]. Das bewirkt, dal Anderungen in
der Konzentration des freien Kalziums im Zytoplasma einen starken Einflul} auf die
Exocytoserate haben. Im hier untersuchten Fall hat das Kalzium offenbar mehr einen
modulierenden Einflu. In gleicher Weise wurde konstitutive Exocytose auch von
Bourgoyne und Mitarbeitern [Burgoyne et al., 1998] in Epithelzellen aus dem
Milchgewebe von Mausen beschrieben. Es wurden aber auch in regulierten
sekretorischen Wegen lineare Ca®*-Abhangigkeiten gezeigt, so von Thomas und
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Mitarbeitern, die eine Abhangigkeit von 3 nicht kooperativ wirkenden Ca**-lonen im
letzten Sekretionsschritt in Melanotrophen zeigen konnten [Thomas et al., 1993].

FUr mehrere Zellsysteme konnte auch kalziumunabhangige konstitutive Exocytose
gezeigt werden [Lew & Simon, 1991; Burgoyne & Duncan, 1998], dies schlie3t auch
pflanzliche Systeme ein [Homann & Tester, 1997]. Im Falle der von Lew und Simon
vorgestellten Ergebnisse an Hefezellen ist dle Interpretation aber immer noch
umstritten. Bourgoyne konnte neben einem Ca -sensitiven sekretorischen Weg noch
einen Anteil an Sekretion nachweisen, der Ca?*-unabhangig sezerniert wurde.

Da konstitutive Exocytose also auch Ca?*-unabhangig vorkommt stellt sich die Frage
nach einer moglichen physiologischen Bedeutung der Ca?*-stimulierten Exocytose,
wie sie in den Mais Koleoptilen realisiert ist. Bei Zellen aus dem oberen Bereich der
Mais Koleoptile handelt es sich um vollstandig ausdifferenzierte Zellen, die lediglich
noch Streckungswachstum durchfihren. Streckungswachstum beinhaltet die
Notwendigkeit zu erhohter sekretorischer Aktivitat [Willison, 1981], um
Zellwandproteine in  den Apoplasten zu sezernieren. Weiterhin  wird
Streckungswachstum in Pflanzenzellen gemeinhin mit dem Phytohormon IAA in
Verbindung gebracht [Galston 1961]. Felle konnte [1988] zeigen, dal} ein Stimulus mit
IAA einen vorubergehenden Anstieg in [Ca ]Cyt zu Folge hat. Die dabei gemessenen
Amplituden der [Ca® ]Ct — Auslenkung lagen im Bereich von einigen 100 nMol bis zu
einem pMol. Mit Ca®’-Auslenkungen in genau diesem Bereich wurde in der
vorliegenden Arbeit in Protoplasten aus der Mais Koleoptile Sekretion stimuliert.

%Ilcherwelse stellt die hier aufgezeigte Kopplung der konstitutiven Sekretion an
[Ca“'Joyt. €in Bindeglied innerhalb der Signalkette von IAA dar.

Vergleicht man die am Modell ermittelten Ratenkonstanten mit Literaturdaten anderer
Zellsysteme, so zeigt sich, dal® der exocytotische Schritt in derselben Gréfienordnung
liegt wie von Heinemann [Heinemann et al., 1993] oder Heidelberger [Heidelberger et
al., 1994] beschrieben. Das legt die Vermutung nahe, dal} diese Ratenkonstante durch
einen Schritt determiniert wird, der fur alle untersuchten Zellarten nahezu gleich ist.
Denkbar ist hier eine Interaktion zwischen einem Kalziumion und einem so genannten
SNARE-Komplex [Brunger, 2000]. Bock und Scheller konnten zeigen, dal} Vesikel mit
der Zielmembran fusionieren, wenn der SNARE-Komplex eine
Konformationsanderung durchmacht [Bock & Scheller, 1999]. Ein denkbarer Stimulus
fir solch eine Anderung ware die Bindung mit einem Kalziumion [Sugita & Sudhof,
2000]. Mit der ermittelten Ratenkonstanten flr den sekretorischen Schritt im
konstitutiven exocytotischen Weg ergibt sich ein erster, wenn auch indirekter, Hinweis
auf die Beteiligung von SNAREs auch an den Fusionsvorgangen in Mais
Koleoptilzellen.
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4.4 Physiologische Relevanz der Ca**-Antwort

Herauszustreichen ist sicher, dal die Messungen an Mais und Tabak Protoplasten mit
unterschiedlichen Techniken des Ca?*-Stimulus durchgefiihrt wurden. Gerade die
Infusionstechnik, die bei den Messungen an Tabak angewendet wurde, bewirkte nur
einen sehr geringen Anstleg von [Ca? *leyt. auf Werte meist unterhalb von 1 uM. Gerade
hohe Werte von [Ca? ]Cyt kénnen Anlall zu Artefakten sein. Oberhauser und
Mitarbeiter beschreiben eine regulierte exocytotische Kom 2ponente die nur unter sehr
hohen, wahrscheinlich unphysiologisch hohen, *-Konzentrationen  auftritt
[Oberhauser et al., 1995a]. Erst vergleichende Messungen von Membrankapazitat und
Amperometrie erlaubten eine Aufklarung der gemessenen Phanomene [Oberhauser et
al., 1995b]. Oberhauser und Mitarbeiter warnen ausdrucklich vor der Verwendung
unphy5|olog|scher Ca? -Konzentratlonen zur Stimulierung von Exocytose. Dal die
Messungen an Tabak mit geringen Cca* Konzentratlonen ahnliche Ergebnisse liefern,
wie die an Mais, wo Werte von bis zu 4 uM fur [Ca leyt. erreicht wurden, ist ein
Hinweis, dal auch bei den Messungen an Mais keine Artefakte auftraten.
Auch das stitzt die Uberlegungen zu einer méglichen Einbindung der hier
beschriebenen  Ca®*-Abhangigkeit in die Reaktionskette IAA-induzierten
Langenwachstums.

4.5 Abhéangigkeit der Sekretion von der Menge sekretorischen Proteins

Die an dem Tabaksystem gewonnenen Daten stellen erstmals eine parallele Messung
vom Vorkommen eines sekretorischen Proteins einerseits und der resultierenden
exocytotischen Aktivitat andererseits dar.

Einer Menge sekretorischer Proteine in einer Pflanzenzelle entspricht ein Pool
sekretorischer Vesikel im Zytoplasma.

VergroRert oder verringert sich das Aufkommen an sekretorischem Transportgut, so
flhrt das zu einer Anderung der PoolgroRe. Anderungen der sekretorischen Aktivitat
werden nicht durch kinetische Anderungen am Sekretionsmechanismus selbst
vermittelt.

Dies steht in guter Ubereinstimmung mit neueren Arbeiten zu den an der Sekretion
beteiligten Proteinen [Brunger, 2000]. Die Proteine zur Fusion von Vesikeln mit der
Plasmamembran vermitteln danach einen 'Alles-oder-Nichts' Prozeld. Regulation muf}
vor dem eigentlichen Sekretionsprozel} angreifen.

Exocytose wird derzeit vor allem unter dem Aspekt der Regulation von
Reaktionsschritten kurz vor der Fusion des Transportvesikels mit der Plasmamembran
oder wahrend der Fusion selbst untersucht. Selbst bei Arbeiten an Systemen, die eine
oder mehrere Proteinsorten konstitutiv sezernieren, wird der Fokus der Experimente
im Wesentlichen auf Schritte im Transportwege gerichtet [Lew & Simon, 1991,
Burgoyne & Duncan, 1998]. Das Grundkonzept zur Unterscheidung der konstitutiven
von der regulierten Exocytose basiert aber eben gerade darauf, dal} der zentrale
regulatorische Schritt in der konstitutiven Sekretion die Syntheserate des
sekretorischen Proteins selbst ist. Willison zeigte [1981], dall erhdhte Sekretion
gerade in Zellen zu verzeichnen ist, die hohe Raten an Zellwandproteinen
synthetisieren.

Schritte innerhalb des Transportweges haben nur modulierenden Charakter.
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Um ein Mal} flr die Syntheserate eines sekretorischen Proteins zu haben, bietet es
sich an, an Systemen zu messen, die Enzyme sezernieren. Lew und Simon konnten
eine umfangreiche Analyse konstitutiver Exocytose von Invertase aus Hefezellen
erstellen [Lew & Simon, 1991], wobei sie sich die enzymatische Wirkung der Invertase
zur Synthesebestimmung zu Nutze machen konnten. Im Gegensatz zu den im
Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Ergebnissen, fanden sie die konstitutive
Exocytose in Hefe vollstandig kalziumunabhangig. Schmitt allerdings beschreibt, dal®
eine hohe Kalziumkonzentrationen im Zytoplasma die eingeschrankte Sekretion einer
temperatursensitiven Hefe-Mutante (ypt1) wieder herstellen kann [Schmitt et al. 1988].
Dieser Effekt deutet auf einen kalziumempfindlichen Schritt im sekretorischen Weg der
untersuchten Zellen hin.

Neu an den hier vorgestellten Ergebnissen ist die Fokusierung auf den
Zusammenhang von Proteinsyntheserate und exocytotischer Aktivitat. Das System der
transgenen Tabakpflanzen lieferte MeRobjekte, die eine weite Bandbreite von
Proteinsyntheserate abdekten: von keiner zusatzlichen Proteinsynthese und
Exocytose, wie in Wildtyp Pflanzen und in HDEL-Exemplaren kurz nach der
Protoplastierung, bis hin zu extrem hohen Syntheseraten in einigen transgenen
Amylase Pflanzen. Die Tatsache, dal es sich bei dem zusatzlich sezernierten Protein
um das Enzym a-Amylase handelt, fir das eine Vielzahl etablierter Assays zur
Aktivitatsbestimmung existieren, ermdglichte dann erst die Quantifizierung der in einer
Zelle synthetisieren Menge. Bei der mathematischen Beschreibung des
Zusammenhanges der Synthese sekretorischen Proteins und der Sekretionsrate
wurde mit einem enzymkinetischen Modell bewuf3t ein Modell gewahlt, welches
keinerlei Implikationen Uber Art oder Transportgut der sekretorischen Vesikel
beinhaltet. Anders als Vesikel des regulierten sekretorischen Weges sind die
sogenannten glatten Vesikel des konstitutiven Weges von uneinheitlicher und héchst
unregelmaniger Gestalt [Schmoranzer et al. 2000, Toomre et al., 2000]. Damit sind
Annahmen uber das Verhaltnis von exocytierter Membran zur Menge sekretorischen
Proteins bisher nicht moglich.

Neben der Beschreibung der konstitutiven Exocytose in Abhangigkeit von der
Synthese sekretorischen Proteins gelang es weitere Daten zu gewinnen, die fur
zukinftige Arbeiten an dem verwendeten Zellsystem von Nutzen sind. Die Ca*-
Gleichgewichtskonzentrationen im Zytoplasma betragt 180 nM in Tabakzellen. Der
Wert liegen in einem Bereich, der auch schon fur andere Pflanzliche Systeme ermittelt
wurde, so 1997 von Bauer fur die Grinalge Eremosphera virides mit 160 nMol [Bauer
et al., 1997] und fur die auch hier verwendeten Zellen aus der Mais Koleoptile mit 120
nMol [Felle, 1988]. Mit der Kenntnis der Ca*-Gleichgewichtskonzentration ist es
mdglich, Experimente so zu gestalten, dal3 nur geringe Auslenkungen von der
Gleichgewichtskonzentration auftreten.
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Um an den Tabak System weitere Ergebnisse zu gewinnen, waren langer andauernde
Messungen erstrebenswert. Es gelang aufgrund der meist nur kurz haltenden
Sealwiderstande nicht Messungen durchzuflhren, die den endocytotischen Schritt
genauer charakterisiert hatten. Nach den hier vorgestellten Ergebnissen wird die
Endocytose weder von [Caz+]cyt. noch von dem exocytotischen Ereignis stimuliert.
Wahrscheinlich entspricht die Endocytoserate nach einem exocytotischen Ereignis der
Rate im Gleichgewichtszustand. Da im Gleichgewichtszustand Exocytose und
Endocytose gerade ausbalanciert sind, entspricht, die Rate, die aus langeren
Melireihen ermittelt werden konnte der Exocytoserate im Ruhezustand.

Ebenfalls erstrebenswert ware die Verwendung eines reduzierbaren sekretorischen
Proteins, welches der Amperometrie zuganglich ware [Gonon et al., 1993], oder eines
fluoreszenzmarkierten Proteins, welches mittels Evanescent Light Microscopy [Omann
& Axelrod, 1996, Oheim et al., 1998] detektiert werden konnte.

Jeder der Techniken wirde eine genauere Aufklarung des Verhaltnisses von
exocytierter Membran zu sezerniertem Protein erlauben, da damit parallel zur
Messung der Exocytose eine Messung der Sekretion erfolgen kdnnte.
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5 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der Ca®*-stimulierten Exocytose
in Pflanzenzellen. Im Vorwege war es notwendig die Eignung der gewahlten
Untersuchungstechnik fur die Fragestellung zu untersuchen.

5.1 Eigenschaften der Tonoplastenmembran

Es konnte gezeigt werden, dal® die GroRe der Membrankapazitat mit dem
thermodynamischen Zustand der Membran nur schwach korreliert ist.

- Die experimentelle Bestimmung der Oberflache eines Tonoplasten oder eines
Protoplasten mittels Messung der Membrankapazitat wird durch Effekte, wie die
Dehnung oder Stauchung der Membran wenig beeinfluf3t und ist gut geeignet
auch unter solchen Bedingungen Exocytose und Endocytose aufzuzeichnen.

Mit einem vergleichsweise einfachen Versuchsaufbau wurde weiterhin eine Menge an
Membraneigenschaften bestimmt oder zumindest eingegrenzt. 'Einfach' ist weniger
der recht komplexe MeRaufbau als vielmehr der am Untersuchungsobjekt selbst
angreifende Teil des Aufbaus. Es werden keine Verankerungen fur Zugvorrichtungen
in der Membran verwendet und der Protoplast oder Tonoplast wird nicht in irgendeine
besondere Geometrie verformt. Das Untersuchungsobjekt hat ideale Kugelform ohne
Stellen, an denen besondere Krafte angreifen.

- Der Tonoplast ist um 6 % dehnbar.

- Die relative Membrankapazitit des Tonoplasten betragt 8.5 pF m? und andert
sich bei Dehnung der Membran kaum.

5.2 Messungen unter nichtidealen Bedingungen

Die verwendeten Zellsysteme waren der gewahlten experimentellen Technik nur
bedingt zuganglich.

- Es konnen aber auch unter Bedingungen, die im Patch Clamp Experiment
erhebliche  Artefakte  verursachen, verlalliche Kapazitatsmessungen
durchgefuhrt werden.

Mit Algorithmen, die Storungen der Messung durch unginstige MelRparameter
berticksichtigen, konnten an transgenen Tabakzellen Messungen von Exocytose und
Endocytose durchgefuhrt werden.
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5.3 Ca?*-stimulierte konstitutive Exocytose in Pflanzenzellen

An zwei verschiedenen pflanzlichen Zellsystemen wurden Charakteristika der Ca?*-
stimulierten Exocytose untersucht und beschrieben.

- In beiden untersuchten Fallen handelt es sich um konstitutive Exocytose, das
hei’t, Sekretion in diesen Zellen ist ein Prozel, der gesteuert wird durch die
Syntheserate an Transportgut und der in sekretorischen Weg von [Ca2+]cyt_
modifiziert wird.

In beiden Systemen konnte die Abhangigkeit der Exocytose von Anderungen in
[Ca®*]eyt. beschrieben werden.

- Ein kinetisches Modell zeigt, daR in sekretorischen Weg wenigstens zwei Ca?*-
stimulierte Schritte liegen. Beide Schritte sind in linearer Weise von [Ca®*]y:
abhangig.

- Zeigen verschiedene Zellen unterschiedliche Sekretionsraten, so resultiert dies
aus verschieden groRen Pools sekretorischer Vesikel im Zytoplasma der Zellen.

Der letztgenannte Punkt wurde unter Verwendung hypersekretorischer Pflanzen weiter
untersucht. Damit gelang im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine Korrelation einer
Menge eines sekretorischen Proteins mit exocytotischer Aktivitat.

- Auch in hypersekretorischen Pflanzernzellen wird die vergroRerte
Sekretionsrate nur durch einen Anstieg in der Menge der sekretorischen Vesikel
realisiert.

Die Abhangigkeit der sekretorischen Aktivitat von der Menge an sekretorischem
Protein, welches synthetisiert wird, gehorcht einer Sattigungskinetik. Der Faktor,
welcher fur die Sattigung verantwortlich ist liegt vermutlich im frihen sekretorischen
Weg zwischen ER und Golgi.
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6.2 Software

Der Meliplatz war mit einem softwaregestiutzten Melverstarker des Typs EPC-9
versehen. Dieser wurde angesteuert mittels des Programmes

- Pulse 7.0 (mit lock-in Erweiterung), HEKA, Lambrecht, Deutschland.

Zur Losung komplexerer mathematischer Probleme wurden folgende Programme
verwendet:

- MathCAD 7.0, MathSoft, Bagshot, Surrey, UK

- Mathematica 2.1, Wolfram Research, UK.

Die Computerprogramme zum Fit der Modelle an die Mel3daten und zur Betrachtung
von Artefakten bei der Datenberechnung wurden erstellt mit:

- Turbo Pascal 7.0, Borland, Amsterdam, Niederlande, 1994

- Delphi 3.0, Borland, Amsterdam, Niederlande, 1998.

Der innerhalb der Fit-Routine verwendete Simplex Algorithmus stammt aus den:

- Numerical Recipes in Pascal, Cambridge, UK.

Die Berechnung der freien Kalziumkonzentration in Losungen wurde durchgefthrt mit:
- Calcium 2.1, Karl-Joseph Foehr & Wojciech Warchol, 1989/1990.
Wurden Fits einzelner Datenplots durchgeflhrt so kam Ublicherweise das Programm
- Curve Expert 1.34, Daniel Hyams, 1997

zum Einsatz. Lediglich die Kalibrierkurven zu den Fura-2 Messungen wurden mit:

- Origin 3.5, Microcal Software, Northampton, Ma., USA, 1994

durchgefuhrt.
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Anhang

7.1 Herleitung der Formeln zur Betrachtung von MeRartefakten

Auch Gleichungen, die im Ergebnisteil bereits angegeben wurden, sind hier der
Ubersichtlichkeit halber aufgefihrt und in die Kapitelnummerierung mit einbezogen
worden.

Herleitung der Formeln zur Berechnung der Zugriffsleitfahigkeit, der
Membranleitfahigkeit und der Membrankapazitat anhand der tatsachlichen Real- und
Imaginarteile der Stromes.

Die Leitfahigkeit gemaf} lAbbiIdung 3.6|ist gegeben durch:

1
Y :jan +R_ + 1 . (71)
SR
JCn*r

m

Zerlegt man die Leitfahigkeit in die reale und die imaginare Komponente, so ergibt
sich:

Y=a+jb, (7.2)
mit:
. R +2R,R_ +R2 +R._R, +R.R_ +w’R’R?>C? +w’R.R,R2C?
R.(R? +2R,R_ +R2 +w?R2R?C?2
(7.3)
und:
) :prRg +2C,R,R, +C RZ +R2C, +w’C RZR:C2 | 74

RZ +2R R, +R? +w’R’R%C?

Aus dem vereinfachten Schaltbild (Abbildung 3.7) wurden die Gleichungen fiir die
Zugriffsleitfahigkeit R,, die Membranleitfahigkeit R, und die Membrankapazitat C,
aus der realen und der imaginaren Komponente der komplexen Leitfahigkeit, sowie
dem Gleichgewichtsstrom Iss bestimmt. Die Herleitung hierzu ist in[Kapitel 3.2 gezeigt.
Es ergaben sich folgende Gleichungen:

__aR, +R, )
Tt (@ +b*)R, +R,)-a

(7.5)
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_(a®+b*)R, +R,)* 2aR, +R )+
" (a®> +b?)R, +R,)-a !

(7.6)

c - (@®> +b*)*(R, +R_)*2(R, +R_)b%*a 2(R, +R_)a’ +a’ 7.7)
" wb((@® +b*)R, +R,)* 2aR, +R,)# S

Eine sehr genaue Abschatzung der Werte, die vom lock-in Verstarker ermittelt werden,
erhalt man indem die MelRparameter (a, b sowie die Summe (Ra + Rp), die aus Igs
ermittelt wird), wie sie aus dem vollstandigen Schaltbild berechnet wurden in die
Gleichungen fur Ry, Rm und Cy, einsetzt. Das ist mit erheblichem Rechenaufwand
verbunden und ergibt fur den gemessenen Wert des Zugriffswiderstandes (Ra-est.):

Ry =
W
mit:
®=R’R.R,C?
und:

Y =w’RRRZC2CE +RIR,C% +RIR,C> +R}R,C2

#2R3R.C.C, +

WRERRICZCE +3R2ZR R,C? +2R2R R,C,C,, 3R, R.R2C? +R R3C?

m S a m S a m S a m S a
(7.8)

Analog erhalt man die Gleichung fur den tatsachlich gemessenen Membranwiderstand
(Rm~est.):

Ry ==
mit:
M =RZ(w’R;R2C2CE +2R}C C,, +R1C2 +R; C2 +2/RER3C2C2 #4R2R,C C,, )+
R3(4R}R,C2 + w’RZRICICE +6RZR2C2 +2R2R2C C,, ¥R RIC? +R.C?)
und:

==R, +R, +R)(@WRIRRICICL +RIR.Co +RR.C) +RIR.C., #2R'R.C.C,) +

a m° s p m" s m

(R +R. +R_)(w’R2R.R3C2C2 +3R2R.R.C? #2R2R R
m s a m'¥s' Ya~p~m m' ‘s’ Ya™~p

m" 's” "a

C,C, ¥R, RRiC2 +RRIC]
(7.9)
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Die Gleichung fur die Membrankapazitat (Cy-est), Wie sie sich aus den tatsachlich
gemessenen Parametern errechnet, sieht wie folgt aus:

>

C m~est. = P_@

s =Rs"Cp"Rm4Rs'C Ra+Cm4~Rm6~R32+Cm4-R R4 C R C R 0? Ry

3 2 2 2
+Cm RS CH Ry 0RS16C 1 RFCIRER,L6C PRI R Cp
2 2 3 2 2 2 3 2
2Cn RSRGC IR 2C R, RSC Rm 0’ ,6Cn Ra"Rp " RgCyy
2 3 2 4 2 5 2
+4-Cm-RS-Cp-Rm-R 4C RGRGC R 14C P RPR (C AR,

3 2 4 6 2
4C 7 RARGC R 16C RS C ] Rm-Ra+2-Cm-Ra-RS-Cp-Rm-w

3 2 2 2 3 2 4 5.2
4#C R C R 24C R C IR MR Y, 8C PR SRIC IR o

4 4 2 4 2 [§ 4 2 2 6 2 2
+Cm Ra Rg -Cp Rm w? 2-Cm -Ra-w ~RS~Cp~Rm+2~Cm~w ‘RgR -Cp-Ra
4 2 4 2 3 € 2 2 4 2 2
+2-Cm-RS-Cp Rm w? R, 4~Cm-RS-Cp~Rm+10-Cm~RS-Rm~Cp-Ra
2 2 5 2 4 2 2 5 2 3 3 2 3 5 2 3
+6-Cm-Ra-Rm-RS-Cp+2-Cm-w Rg Ry "Cp Rg8C 1 "RgCy R0 Ry
3 2 2 4 2 4 3 3
+4-Cm-Ra-RSCpRm+15R CIO ‘Rm 'Rg20Rs"C"R "Ry
2 4 4 3 2 2 3 6 2
+15-RS-Cp~Rm-R +OR -CIO Rm- apdC -Ra-RS~Cp Ry @
2 4 2 2 2 4 2 2 §
+2Cm Rg Rm ‘R Cp+2Cm-RaR ®R Cp+2Cm-RS-Cp-Rm-w R,
2 2 4 3 2 5 6 2 4 2 4 4 2
+8Cm RgCy Ry 0 -Ra+2-Cm-Ra-Rm-Rs+12-Cm-Ra-RS-Cp-Rm-w
2 4 5
+ORs -CIO R Ry
und:
2 2 2 2 2 2 2
P=Cp~Ra+2-Cp-Ra-Rm+Cp-Rm+Cm-Rm+Ra-w -Cm-Rm-Cp
und:
2 2 2 2 .2 4 2 2 3 2 4 2 4
ezRS(Cm-Cp-Rm-w Ra42CmCy Ry ‘w2 Ra+Cm-Rm Cp ‘w2 Ra+Cm-Rm)

2 2 4 3
Rg (2-Cm~Cp~Rm -Ra+4~Cm-Cp~Rm ‘R5,2C Ry’ 'C:Chp -Ra+4-Cp RmRa)
2 2 2 2 3 4 2
RS(6-Cp~Rm R4 4Cpo Ry RgRp"C )
(7.10)

Wahrend die Gleichungen [7.8] und |7.9] zumindest noch eine Abschatzung der
Abweichungen von den von 'lock-in' Verstarkern nach Gleichung [3.22| und [3.23]
berechneten Werten erlauben, ist die Gleichung fur die Membrankapa2|tat (7.10) in
dieser Form lediglich ein Tribut an das Streben nach Vollstandigkeit.
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Es ist geplant, die Herleitung, sowie die Formeln auf der Homepage der Biophysik der
Georg August Universitat Goéttingen unter:

Wwww.biophysik.uni-goettingen.de|

in MathCAD-Format (MathCAD 7.0, Mathsoft) zuganglich zu machen. Dies ermdglicht
dann das Kopieren der Gleichungen in dieses oder andere Mathematikprogramme.


http://www.biophysik.uni-goettingen.de/
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