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Einleitung

Wachsend®flanzenzellesindvon einerprimarenZellwandumgebendie auseinerkomplexen Mi-
schungausCellulose—Mikrofibrillenbestehtdie nichtkovalentan eine Matrix ausHemicellulosen,
Pektinenund Strukturproteinergetundensind (Cosgrae, 1997). Zur Zeit viel diskutiertwird die
Moglichkeit, dalauchkovalenteBindungen(cross—linkszwischenPolysaccharideder Zellwand
besteheriCarpitaandGibeaut,1993).Der zwingendeBeweisihrer Existenzstehtjedochnochaus.

BesonderBedeutungkommtin diesemZusammenhangem Pektin—Polysacchari&@hamno-
galacturonanl (RGII) zu. SeineStrukturist — obwohl essichum ein Polysaccharidind nichtum
ein Proteinhandelt— in denpflanzlichenPrimarwanderhochlonserviert{O'Neill etal., 1990).RG
II kommtin denZellwandeniberwigyendals Dimer vor, desserMonomeredurcheine Boratester
Bindungkovalentverknipft sind (Ishii etal., 1999;Kobayashetal., 1996;O’Neill etal., 1996).

DieseEntdeckungemabendazugefihrt, einewesentlichghysiologischeéRolle desBorsin der
Pflanzein derKnupfungdieserkovalentenBindungenzu sehenBor, eigentlichein Mikronahrstof,
kommtin Zellwandenin Konzentratiorvonbiszul10 M vor undliegt damitin dieserBereicheran
derGrenzezumMakroelement.

Eine chemischeBesonderheitler Borsaureist inre Fahigleit, in wassrigerdmgelung spontan
Esterzu bilden. DieseBoratestesind bei hohenpH-\Wertenstabil und zerfallen bei niedrigempH.
Ihre Bildung erfolgt mit einersehrhohenGeschwindigkitslongarte, sodafl3sichdasGleichgavicht
binnenMinuteneinstellt.

Die Stabilitat der Boratestein der pflanzlichenZellwandwird durchzwei Faktorenbeeinfluf3t.
Dasist zum einender an der Bindung beteiligte Zuckerligand Apiose. Ein einzelnesBoratester
Molekul verkriipft wahrscheinlicrewei dervier Apiosyl-SeitengruppedesRhamnogalacturonan—
Dimers (dRG-II-B) (Ishii and Matsunaga1996; O’'Neill etal., 1996; Pellerinet al., 1996).Diese
BoratesterBindungan Apioseist in vitro bis pH 4-3 stabil. In muro konntedag@en eine Stabi-
litat bis pH 2.5 gezeigtwerden.DieseErgebnissdegennahe,dalResweitereFaktorengibt, die die
Stabilitat desBorat—Estersn der pflanzlichenZellwandbeeinflussenMan gehtdavon aus,dalRdie
stabilitat der Esterbindungn muro durchdie Gegenvart fest komplexierter Calcium—lonererhdht
wird (Kobayashiet al., 1996; Matoh and Kobayashi, 1998; Kobayashiet al., 1999; Ehwald et al.,
2002).

Dasso gelundeneCalciumist dasstabilstgelundeneCalcium,dasin der Zelle bishergefun-
denwurde.Ein SchwerpunktderfolgendenVersuchdag auf der Untersuchungleswechselseitigen
Einflussesson Bor— und Calcium—Gehalin denPrimarwandeneinerChenopodium album-Kultur.

Till Biskup
biskup@physik.hu-bén.de http://mwwitill-biskup.de/



1 Einflu3 der Borsaure auf die Menge an fest gebundenem Calcium in der ethanol-
unloslichenSubstanzvon Zellkultur en

1.1 Einleitung

LangeZeit war die physiologischéBedeutunglesMikroelemente®or unklar Vor etwazehnJahren
entdecktertM ATOH undKollegen(Matohetal.,1993;Kobayashgetal., 1996),dalRdie Uberwigende
Mehrheitdessich in den ZellwandenhdhererPflanzenbefindenderBors in Form von Borsaure—
Esternvorliegt. DieseEsterverknipfenkovalentzweiK ettendesPectin—BestandteiRhamnogalac-
turonanll zu einemDimer (ARG—I1-B). NeuereErkenntnissgKobayashiet al., 1999) zeigen,dald
CalciumeineentscheidendRolle bei der Ausbildungund Stabilitat derdRG—I1-B Molekiile spielt.

AusgehendiondieserErkenntnissemvurdederFragenachggangenin welchenWeisedie Men-
gedesfestgehundenerCalciumsvon der Borversogungder Zellenablangt.Fernerwurdeder Ein-
fluB der EDTA—Konzentrationund der Konzentrationder Borsaurein der EDTA-Ldsungauf die
Ablosbarleit desfestgetundenerCalciumsuntersucht.

1.2 Material und Methoden

Losungen

500ml 1200mM NaClpH 3.5 250ml 10mM EDTA + 1 mM Bor
mit Citronengwureeingestellt

1000ml 10 mM NacCl, borfrei
250ml 1 mM EDTA ohneBor

250ml 1 mM EDTA + 1 mM Bor 250ml 100mM HCI, borfrei
250m!| 10 mM EDTA ohneBor 50ml CaStandarcb0 M
Gerate

HeraeusSepatecltsuprafuge22 mit RotorHSA 7.290
PerkinElmer Atomic AbsorptionSpectrometeB110(AAS)

Praparation der Zellen

EthanolatrahierteZellen (ethanoluribsliche Substanzyon borhaltigenund borfreienKulturenvon
Chenopodium album wurdenvergleichendhinsichtlichinresCalcium—Gehalte Abhangigleit vom
BorgehaltuntersuchtDabeiwurdenbeideKulturenparallelundidentischbehandelt.

AbldsendesschwachgelundenenCalciums Die Zellen wurdenauf einer Fritte mit demfunf-
fachenPackungselumeneiner 100 mM NaCl-Losung(pH 3.5, mit Citronengure eingestellt)ge-
waschenDiesekurze Saure—Behandluntpstdasnur schwachgehundeneCalciumausdenZellen.
AnschlielBendvurdenje 0.5g Probefur die Blindwertesowie zwei ProbendefinierteMengefur die
TrockenmassebestimmurmgtnommenAlle Probenwurdenals Doppelbestimmungorbereitetund
gemessen.

Auf die Proberfir die Blindwerteder Calcium—-BestimmunghneEDTA—-Behandlungyvurden
10ml 100mM HCI gegeberundanschlieendesclittelt (1 h). Danachwurdendie Zellensedimen-
tiert (Zentrifuge kleine Rdhrchen 3000rpm, decel2, 15min) undim abgenommenedberstandlie
Calcium—Konzentratiorgemessen.

Calcium—Extraktion durch EDTA Jaweils 0.5 g der Zellenausborhaltigerund borfreierKultur
wurdenin vier verschiedenehdsunger{EDTA—Konzentratiorl und 10 mM, Borsaure—konzentra-
tion 0 und 1 mM, alle Losungerbei pH 7, mit NaOH eingestellt)jeweils als Doppelbestimmung
inkubiert (UberNachtauf demSchittler). EDTA extrahiertdabeije nachKonzentratiorund Gegen-
wartvon Borsaurein unterschiedlichemmfangdasfestandie ZellwandgehundeneCalcium.



Anschliel3endvurdenalle Proberkurz mit 10mM NaClgewvascher{Zentrifuge ,6500rpm,decel
2, 5 min) und danachmit 10 ml 100 mM HCI versetztgescfittelt (1 h), sedimentier(Zentrifuge,
kleine Rohrchen3000rpm, decel2, 15 min) undder Calcium—Gehaltm abgenommenedberstand
bestimmt.

Calcium-Bestimmung

Die Bestimmungder MengedesverbliebenenCalciumsin der ethanolbslichenSusbstanzrfolg-
te mittelsFlammenemissionsanalyamAtomabsorptions—Spekimete (N O—Acetylen—Flamme).
DasGeiatwurdedabeimit einem50 M Ca—Standardnd Reinstvasserals Nullwert kalibriert.

Tabelle 1.1: Gemessen€alciumlonzentrationin Zellwandenvon Chenopodium album nachver
schiedenerextraktionsschrittein An—und Abwesenheivon Borsaure.Gemessemwurdeder Calci-
umgehalim HCl-UberstanchachExtraktiondurch100mM HCI.

Extraktionsbehandlung Ca-Konzentratior{ M) desHCI-Uberstandeser
ethanoletrahierterZellcluster

borfreieAnzucht normaleAnzucht
(100 M Borsaure)

1. 100mM CaCl(pH 3.5)

2. wiel.,anschlieBend mM
EDTA, 1mM B

3. wiel.,anschlieBend mM
EDTA

4. wiel.,anschlieBendOmM
EDTA, 1mM B

5. wiel.,anschlieBendOmM
EDTA

1.3 Berechnungen

Stoffmengean Calcium Die Flammenemissionsanalyaen AAS liefert als Wert direkt die Kon-
zentration CaprgpeanCalciumin derProbe(in - M). AusdiesenCalcium—Konzentrationelkannbei
bekanntenProberolumen popedie Stofmenge ¢, anCalciumnachderGleichung

Ca Caprobe Cancl Probe Ca
mit
Cancl Probe

bestimmtwerden.Dabeiist Cayc die Calcium—konzentratiordesBlindwertes(ohneEDTA-Be-
handlung) Wird dieseStofmengeauf einedefinierteTrockenmasse 7 (in diesemFall )
bezogenerhalt mandie spezifischeCalcium—konzentration 2,

s Caproe Cancl Probe S
Ca + Probe ca

bezogeraufl g derTrockenmasse 7. Fur die Wertefir die Trockenmassen 1 Probe derProben
vgl. Tah (1.2).



Tabelle 1.2: Frisch—und Trockenmassemler ethanolundslichenSub-
stanzunzersbrter Zellclustereiner Suspensionskulturon Chenopodi-
um album (in mg).

Frischmasse Trockenmasse 1 pro0.5g ¢

F/mg T/mg /mg
. 250
borfreieAnzucht 136 19.7
219
normaleAnzucht 318 24.4

Anteil desvorhandenen Calciums an fest gelundenem Calcium Fur Aussageriberden Zu-
sammenhangwischenBoratweresterungind Calcium—-Gehalder Zellwandeist es sehrhilfreich,
denAnteil ( ¢z desnachEDTA-BehandlungrerbleibenderCalciumsin der Zellwandam vorher
in derZellwandfestgelundenerCalciumzukennen Er berechnesich nachder Gleichung

s
2, Probe

Ca —S .
2q Blindwert

Ca

ausdenspezifischerCalcium-Stdimengen 2, von ProbeundBlindwert. Fir die Blindwertewurde
dabeiauf die Mittelwerte 2, zurickgeyriffen.

1.4 Ergebnisse

Im vorliegendenVersuchwurde der Calciumgehaltder Zellwandevon Chenopodium album nach
verschiedeneixtraktionsschritteiin An— und Abwesenheitvon BorsaureuntersuchtDabeizeig-
te sich, daBbei borfrei angezogene&Zellen, die im Vergleich zur normalenKultur schonzu Be-
ginneinenniedrigererCalcium—GehalderZellwandeaufwiesengdasCalciumdurchinkubationmit
EDTA mehroderwenigerunablaingigvon desserKonzentratiorfastvollstandigausder Zellwand
herausgéistwurde.

Tabelle 1.3: Calciumgehalter Zellwandevon Chenopodium album nachverschiedenekxtraktions-
schrittenin An—und Abwesenheivon Borsaure.

Extraktionsbehandlung RestlicherCa—Gehalf mol/ g TM) der
ethanolatrahiertenZellcluster

borfreieAnzucht normaleAnzucht
(100 M Borsaure)

1. 100mM NaCl(pH 3.5)

2. wiel.,anschlieend mM
EDTA, 1 mM B

3. wiel.,anschlieBend mM
EDTA

4. wiel.,anschlieRendOmM
EDTA, 1 mM B

5. wiel.,anschlieBend0OmM
EDTA

Bei normalangezogeneiellen zeigtesich, da3bei Inkubationmit 1 mM EDTA-Ldsungdie
Anwesenheivon Bor (1 mM) signifikantdie ExtraktiondesCalciumsausder Zellwandverringern
konnte.DieserEffekt desBorswar daggenbeierdhterEDTA-Konzentratior(10 mM) nichtmehr

4



vorhandenDeutlich erkennbarwerdendie beschriebenefendenzerbei der Darstellungdesnach
der Inkubationmit EDTA in der Zellwand verbliebenenCalciumsals Anteil vom urspiinglichen
Calcium-GehalterZellwand(vgl. Tah (1.4)).

Tabelle 1.4: CalciumgehalterZellwandevon Chenopodium album nachverschiedenekxtraktions-
schrittenin An— und Abwesenheitron Borsaurein AnteilendesurspiinglichenCalciumgehaltes.

Extraktionsbehandlung RestlicherCa—Gehaltin %) derethanolatrahierten
Zellcluster

borfreieAnzucht normaleAnzucht
(100 M Borsaure)

1. 100mM NaCl(pH 3.5)

2. wiel.,anschlieBend mM
EDTA, 1 mM B

3. wiel., anschlieRend mM
EDTA

4. wiel.,anschlieRendOmM
EDTA, 1 mM B

5. wiel.,anschlieBend0OmM
EDTA

1.5 Diskussion

Ziel desVersucheswvar, zu klaren,ob die Menge desfest gelundenenCalciumsmit der Borat—
VeresterunglesRG-II, d.h.mit derMengeandRG-II-B,zusammenéingt. Aufgrundder Datenlage
konnennur Tendenzerrkanntwerden:Bei normalerAnzucht(mit Bor) kanndie Zugabevon Bor (1
mM) zu einerschwachkonzentrierterh dsung(1 mM) desCalcium—ChelatorEDTA eineExtraktion
desCalciumsausder Zellwand deutlich verringern.Bei einer starkerenKonzentrationvon EDTA
wirkt sichdie Zugabevon Bor nicht mehrsignifikantaus.

Auch wenndie Tendenzeraufgrundder Dateneindeutigzu seinscheinenjst bei der geringen
Zahl der Werte auchein systematischefFehlernicht auszuschlieRBerKlarheit kannhier nur durch
weitereVersucheageschden werden.

Auf denerstenBlick ein wenig verwunderlichist, warumdie borfreie Kultur keinenEffekt auf
die Zugabevon Bor mit der EDTA-L 6sungzeigte.Eine mogliche Erklarungist die sehrlangsame
Bildung desDimers dRG-II-B, auf die aufgrundder langsamerDissoziationdesdRG—I1-B (vgl.
Ehwald et al., 2002) geschlossemwerdenkann.Vermutlichist Bor beim Bindenin Gegenwart von
EDTA zulangsamum im vorliegendenVersuchbei denverhaltnismafdig kurzenlnkubationszeiten
(UberNacht) zu signifikantenEffekten zu fiihren.Diese HypothesemiiBtedurch weitereVersuche
mit langererinkubationszeitefiberpiift werden.

Ein eindeutigegrgebnisdesVersuchesst aberdie Feststellungdaldie Affinitatvon dRG—I11-B
zu Calciumwesentlichstarker ist alsjenedeseDTA.

1.6 Ausblick

Die vorliegenderDatenlassergrundétzlichzweiRichtungerweitererExperimenteinnvoll erschei-
nen:Zum einensolltedie Zeitkinetik derCa—HerausisungausderZellwanduntersuchtwverden Des
weiterensolltederVersuchmit einerfeinergestufterKonzentrationsreindese DTA wiederholtwer-

den,um so Erkenntnissaiberdie Konzentrationskinetikler Ca—Herauglsungausder Zellwandzu

erhalten.Fur normal (mit Bor) angezogen&ellkulturen von Chenopodium album wurde diesim

drittenVersuchdurchgeiihrt.



2 Herstellung einesborfr eienentproteinierten Zellwandpraparatesund Bestimmung
desWassegehaltsnach Quellung in einer 3%igen Dextranlosung

2.1 Einleitung

Der grofRteTeil desMikroelementsBor, derin denZellwandenhdhererPflanzenvorkommt, liegt als
Borsaureestewor, der zwei KettendesPektin—Polysaccharid®hamnogalacturonah (dRG-I1-B)
kovalentmiteinandewerkripft (Matoh et al., 1993;Kobayashet al., 1996).Zusammermmit Unter
suchungerder mechanischetabilitat und die PorenstruktupflanzlicherZellwande,insbesondere
beim Ubeigangvon Zellkulturenin die statioriire PhasgFleischeret al., 1998,1999),deutendiese
Befundeauf einewichtige Rolle desBorsfiir die Stabilisierungder pflanzlichenzellwandhin.

Dasfuihrtezu der Uberlggung,daRZellwand—Paparatedie zuvor borfrei gemachtwurden,ein
groRereuellungsernbgenalsnormale(borhaltige)Zellwandeaufweisersollten.DieseFragestel-
lung wurdeim folgendenuntersucht.

2.2 Material und Methoden

Losungen
500ml 0.1M Na HPO , pH 6.5 500ml 10mM NH HCO , borfrei
mit HCI eingestellt 100ml 20 MM Schwefel&ure
250ml 0.1M NaCl/ 1 mM CacCl 100ml 3% Dextran,borfrei

Gerate
Ultraschall-Stab
HeraeusSepatecltsuprafuge22 mit RotorHSA 7.290

Polarimeter

Herstellung einesborfr eienentproteinierten Zellwandpr aparates

DasZellwandp&paratwurdeausdenethanolgesttigten ZellclusterneinerSuspensionskultyiChe-
nopodium album) hegestellt.

Aufbrechender Zellstruktur 20 ml der ethanolfeuchtemasse,10 g Natriumchlorid(Kristalle
zur mechanischezZersbrung der Zellen) und 0.1 g Calciumchlorid(zur Stabilisierungder Zell-

wand)werdenmit 50 ml Ethanol(96%) versetztundgescliittelt. Je20 ml dieserSuspensiomverden
mit dem Ultraschallstabbehandelt{10 min). Zur Verhinderungder Erwarmungder Losungwird

die Zerkleinerungn einemBecheglasim Wasserbadlurchgefihrt. AnschlieRendvurdeunterdem
Mikroskop auf nochintakte Zellen kontrolliert (10 min Behandlungausreichend)Alle Portionen
wurdenvereinigt.

Abtr ennender Zellwande und enzymatischeEntfernung von Protoplasmaresten Die Masse
wird durchZentrifugationvon Ethanolbefreitundin Wasseitiberiihrt (auf2 Rohrcherverteilen,3x

mit Wasserzentrifugieren500rpm, 10 min) und anschlieBendx mit demStandardpdér fur das
Pankreasgiparat“T rypsin zur Zellzucht” (Na HPO ) zentrifugiert(2000rpm, 10 min, Uberstand
verworfen). AnschlieBendAufnahmein 80 ml des Standardpdérs und Zugabevon 100 mg des
Enzymgemischegnthalt ProteasenNucleasenAmylasen).InkubationuberNacht.



Entfernen der Borsaureesterausdem RG—II  Die Zellwandewurden2x mit 0.1 M NaClund1
mM CaCl zentrifugiertundin demgleichenMedium aufgenommenEine Halfte der Suspension
wurdezentrifugiert(Heraeus Sepatech Suprafuge 22, 6500rpm, accel.9, decel.2, 5 min), 2x aufder
Zentrifugemit borfreierlOmM NH HCO gewascherundim Zentrifugenbecheyophilisiert.

Die andereHalftewurdeebenélls zentrifugiertundin H SO (20mM, 35ml) aufgenommennd
gescliittelt (4 h). DanachAbtrennungderH SO durchZentrifugationund Waschermit borfreier
entionisierterlO mM NH HCO (6500rpm, accel.9, decel.2, 3x5 min). Anschlieendvurdedas
Sedimenim Zentrifugenbechdyophilisiert.

Quellung

Je 25 mg desLyophilisateswurdenmit 5 ml einer3%igenborfeienLdsungvon Dextran T-250in
Wassersuspendier{5 min auf dem Schittler) und zentrifugiert(3000rpm, accel9, decel2, 1x10
min, 1x15 min). Der Uberstand( ml) wurde dekantiertund erneutzentrifugiert (3000 rpm,
accel9, decel2, 10 min). Der Drehwinkel der Ausgangsdsungund der Uberstindewurdeam Po-
larimetergemesserDie Messungenvurdenals Doppelbestimmungedurckgetihrt (je 2x borhaltig
undborfrei)

Tabelle 2.1: OptischeDrehwinkel der Dextran—Losungerder Zellwandp&parate
in Abhangigleit von der Verfugbarleit von Bor. Gemessenvurde die Dextran—
Ausgangsbsungsowie die Ubersindeder Losungenmit denendie Zellwand-
praparaténkubiertwordenwaren.

Probe Trockenmasse Drehwinkel mittlerer Drehwinkel —
(mg) () ()

Dextran 14.192

borhaltiges 24.7 14.661 14.670 14.6655

Zellwandp@parat 25.0 24.85 14.634 14.633  14.6335 14.6495

borfreies 24.8 14.895 14.922 14.9085

Zellwandp#parat 25.4 25.10 14.918 14.917  14.9175 14.9130

2.3 Berechnungen

Dem Versuchiegt die AnnahmezugrundedalRdie Dextran—Konzentration p proportionaldemim
PolarimeteigemessenebDrehwinkel p ist:

Unter der Annahme,dal3die Dextran—MolekKile nicht in die Zellwand eindringen kanndaherdas
Quellungselumen ¢ wie folgt berechnewerden:

p Stammbsung p
~p Probe

Q D Q ml

Hierbeiist p Stammbsung der Drehwinlkel der Dextran T-250-1l9sung, p daspro Probeeinge-
setzteVolumender Dextran-Losungund — Probe derMittelwert dergemesseneBrehwinlel fur
die jeweilige Probe.Dasso erhalteneQuellungselumen g kannjetzt nochauf die Trockenmasse

1 Probe bezogerwerden Man erhélt dadurchdasspezifisch&uellungselumen 5’

Q

s s
_ ml
Q + Probe Q 9



oderalternatv denspezifischetWassegehalt ﬁ o dergequollenerZellwande

s Q HO
HO + Probe Ho G0
mit der Dichte von Wasser H o . Der einzige Unterschiedbestehtin den Einheitenbeider

GroRen.

2.4 Ergebnisseund Diskussion

Ausgehendion der Tatsachedal3der UberwiggendeTeil desBorsin derZellwandhohererPflanzen
als Borat—Esteworliegt, der zwei Kettenvon Rhamnogalacturonah (dRG-I1-B) kovalentmitein-
anderverbindet(Matoh et al., 1993; Kobayashiet al., 1996) und so zur Vernetzungdes Pectins
beitragt, liegt die Vermutungnahe,dal3die Quellfahigkeit der Zellwandedurchdie Entfernungdes
Borserhbhtwerdenkann.

Tabelle 2.2: Wassegehaltder borfreienund borhaltigen
Zellwand—PaparatenachQuellungin einer3%igenDex-

tranlosung.
Wassegehalt(ml/g)
unbehandelfborhaltig) 6.54 6.03
behandel{borfrei) 9.69 9.57

Diese Hypothesewurde durch den vorliegendenVersucheindrucksell besttigt. Die bei der
Quellungaufgenommendlengean Wasselliegt bei denborfreienZellwandenetwa um die Half-
te hoherals bei dennichtsaurebehandtn (borhaltigen)Ansatzen(vgl. Tah (2.2)). Beide Ansatze
warenunterdengegebenerBedingungemmaximalgequollen.



3 Wirkung von EDTA auf die Menge an fest gelundenem Calcium in der ethanol-
unloslichenSubstanzder Zellkultur

3.1 Fragestellung

Nachdemim erstenVersuchbereitsfestgestelltwordenwar, daf3 eine Konzentrationvon 1 mM

EDTA nicht ausreichtum dengroRtenTeil desin der Zellwand der ethanoluribslichen Substanz
von Chenopodium album—KulturengehlundenenCalciumszu extrahierenabereinezehnfich hthe-
re Konzentratioran EDTA (10 mM) diesvermochte wurdeim Folgendenuntersuchtab welcher
EDTA—KonzentratiorCalciumvollstandigausder Zellwandherausgélstwird.

3.2 Material und Methoden

Der Versuchist im Wesentlichereine FortflihrungdeserstenVersuchesDie wesentlicherUnter
schiedezu Versuchl sind:

Zur genaueremestimmungdesCa—Gehaltesvurdein denLodsungeril und 2 der Ca—Gehalt
bestimmtundauf einedefinierteKonzentratio(10 M) eingestellt.

Eswurdenkeine“borfreien” Kulturenund Losungerverwendet.

Losungen
1500ml Losungl 100ml 10 mM CacCl
1 mM NacCl, 10 mM Natriumcitrat,1 mM Bor fur denStandard

pH 7 mit HCI eingestellt 1000ml 1 mM NaCl

1000ml Lésung2 alsBlindwertzur Ca—Messung

1 mM NaCl,10mM EDTA, 1 mM Bor 100ml Ca-Standard
ph7 mit NaOHeingestellt 1 mM NaCl/20 M CacCl

Tabelle 3.1: Natrium—EDR—KonzentrationZusammensetzungnd Konzentra-
tion freier Calcium—lonender Inkubations—und WaschbsungenDie Konzen-
tration freier Calcium—lonenwurde nach dem Massenwirkungsgesetusder

Natrium—EDTRA—Konzentratiorbei bekannteDissoziationsknstantéeipH 7.0

errechnet.

EDTA- Volumenvon Volumenvon Konzentratiorder
Konzentration Lsg.1proProbe Lsg.2 proProbe freienCa—lonen

(mM) (mi) (mi) (PM)

0.0
1.0
2.5
5.0
7.5
9.0

Gerate
HeraeusSepateclsuprafuge22 mit RotorHSA 7.290
PerkinElmer Atomic AbsorptionSpectrometeB110(AAS)



Praparation der Zellen

Entfernung desaustauschbaen Calciums Zellclustereiner borhaltigenZellkultur von Cheno-
podium album wurdenzur Entfernungdesaustauschbare@alciumsin einer calciumfreienNaCl—
Losung(100mM, pH 3.5, mit Citronen&ureeingestelltigevascher(funffachesPackungselumen).
AnschlieBendwvurdenzwei Probenzur Trockenmassebestimmurgntnommengenvogen und bei
105 Cfur 24 him Trockenschranlgetrocknet.

Tabelle 3.2: Frisch-undTrockenmassederethanolundslichen
Substanaunzersbrter Zellclustereiner Suspensionskultuwon
Chenopodium album (in mg).

Frischmasse Trockenmasse Trockenm.pro0.5g Frischm.

r/mg T/ mg S/mg
730 11.3 10.5
396 9.7 |

Calcium—Extraktion durchEDTA DefinierteMengendesZellmaterial90.5g Frischmasseayur-
denmit je 40 ml verschiedene¥ersuchsisungeniiber Nacht bei Raumtemperatuinkubiert. Al-
le Versuchddsungerhattenden gleichenpH-\Wert (pH 7.0), die gleiche CaCl —Konzentration(10
M) unddie gleicheBorsaurelonzentraton (1 mM). Sieunterscheidesichlediglichin derEDTA—-
KonzentrationDie HerstellungerfolgtedurchMischungzweierStammésunger(Lsg. 1 undLsg.2)

gemalRTah (3.1)
In beidenStammbsungerwurdedurchvorherigeMessunglesCalcium—Gehalteam AAS eine

definierteCalcium—konzentration( Cagg ) durch Zugabeeineserrechneten/olumens
( soll)
ist Casol Cajst
soll
Ca standard
an CaCl ( Castandard ) moglichst genaueingestellt.Durch Einstellungder Calcium—

Konzentrationist die Konzentratiorder freien Calcium—lonenn diesenLdsungemnittels Massen-
wirkungsgesetmoglich (vgl. Tah (3.1)).

DasEDTA in der Losungextrahiertedabeije nachKonzentratiordasfest gelundeneCalcium
ausder Zellwand.Nachder Inkubationwurdendie Probensedimentier{Zentrifuge,6500rpm, de-
cel 2, 5 min) und danachalle Ansatzezweifachmit ihrer jeweiligen Inkubationsbsunggenvaschen
(Zentrifuge,6500rpm, decel2, 5 min, danachl min absetzemassen).

Calcium—Extraktion durch HCI NachdemWaschenwurdendie Zellen zur ErfassungGehaltes
anCalciummit HCI (10 ml, 200mM) extrahiert(Schittler, 1 h) undanschlieRendedimentiertklei-
ne Rohrchen3000rpm, decel2, 15 min). Fur die Calcium—Bestimmungvurdeder (abgenommene)
Uberstand/erwendet.

Calcium-Bestimmung

Die Bestimmungder MengedesverbliebenenCalciumsin der ethanolbslichenSusbstanzrfolg-
te mittelsFlammenemissionsanalyamAtomabsorptions—Spekimete (N O—Acetylen—Flamme).
Das Gerat wurde dabeimit einem50 M Ca-Standard50 M Ca/ 1 mM NaCl/ 0.1 M HCI)
undReinstvwasserls Nullwert kalibriert. AuRerdemwurdefiir jedelnkubationsbsurg der Calcium—
Gehaltbestimmt(vgl. Tah (3.3)).

Die ZellenlieRensichdurchdie Zentrifugationtrotz langsameBremsenicht einwandfreisedimentieren
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Tabelle 3.3: Calcium—Konzentratiorin denWasch-undInkubationsbsungen.
Wasch-und Inkubationsbsungerwurdengetrenntangesetztind daherbeide

gemesserkUr die weitereVerrechnungindnur die Calcium—Konzentrationen
in denWaschbsungervon Interesse.

EDTA- Ca—Konzentratiorin den Ca—Konzentrationn den
Konzentration Inkubationsbsungen Waschbsungen
(mM) (ml) (ml)

0.0
1.0
2.5
5.0
7.5
9.0

3.3 Berechnungen

Trockenmassen ZurBestimmunglerTrockenmassemwurdenzweikleineKeramikgeéfReleerund
mit derProbeFrischmassgenvogenunddaraudlie eingesetzt&rischmasse ¢ alsDifferenzerrech-
net. DurchWiegender GefalRemit der Trockenmass@achder Trocknungkonntedie Trockenmasse
1 alsDifferenzdesGewichtesdesGefaReamit Trockenmasseum Leegewicht errechnetverden.
Aus dersoerhaltenerrockenmasse 1 konntenochdie spezifisch@rockenmasse 3
def
F s
T T
F
bezogerauf einedefinierteFrischmasse ¢ (hier  2°f ) errechnetverden Fiir Wertevgl.
Tah (3.2).

BerechnungdesGehaltesan freiemCalcium in denInkubationslésungen DerGehaltanfreiem
Calciumin denlInkubationsbsunga kanndurchdasMassenwirkungsgeseberechnetverden.Es
ermiglicht die quantitatve Behandlungson Gleichgevichtsreaktionermer Form

A B C D (3.1)

undlautetin seinerallgemeinerfForm:

A B

'C D (3.2)

Dabeiist die Gleichgevichtslonstante die fir jede chemischeReaktioneinencharakteristischen
Wert annimmt.In diesemspeziellenFall der GleichgevichtsreaktionzwischenCa—EDTA und den
freienKomponenten

Ca EDTA Ca-EDRA (3.3)

lautetdasMassenwirkungsgesetz:

Ca EDTA

CalEDR mit mol (3.4)
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Zur Berechnungler KonzentratiorfCa] desfreien Calciumsausdemzugesetztei©alcium ([Ca],)
gilt die Beziehung:

Ca Ca, Ca-EDRA (3.5)

Analogdazukanndie KonzentratiofEDTA] desfreienEDTA ausdemzugesetzteBDTA ([EDTA],)
errechnetverden:

EDTA EDTA, Ca-EDRA

DurchEinsetzerdieserbeidenGleichungerin dasMassenwirkungsgesegrgibt sichdieseszu:
Ca, Ca-EDRA EDTA,; Ca-EDR

Ca-EDRA (3.6)
DurchUmstellennach[Ca—EDTA] ertalt maneinequadratisch&leichung
Ca, Ca-EDRA EDTA, Ca-EDRA Ca-EDRA

Ca-EDRA Ca, EDTA, Ca-EDRA Ca; EDTA ,

die nachder bekannterLdsungsformefir quadratischesleichungerfir die Konzentrationerdes
Komplexes[Ca—EDTA] gelbstwerdenkann:

Ca, EDTA, \/ Ca, EDTA,
Die Berechnungler Konzentratiordesfreien Calciums[Ca] erfolgt danniiberEinsetzerder erhal-
tenenWertefur die KonzentratiordesKomplexes[Ca—EDTA] in Gleichung(3.5).

Extrahierte Ca—lonen Die Stofmengeder extrahiertenCalcium—lonen g« Ca errechnetich
ausdemnachdemZentrifugierenm SedimenturickbleibendeVolumen gseq EDTA derEDTA-
Losung(durch Wiegen der Rohrchenleer und mit Sedimentund Differenzbildungerhalten),dem

Volumen HCI derzur ExtraktioneingesetzetCl-Losung( HCI ) unddernachder
Extraktionim HCl-Uberstandyemessene@alcium—konzentrationCagy wie folgt:
ex Ca sed EDTA HCI Cagy

Anteil in der Flissigphase Der Anteil gpn Ca der Calcium—lonengder ausder Waschbsung
stammt,kannausder ebenélls gemessenealcium—Konzentrationrder Waschbsung Caw, und
demVolumen . derWaschbsungerrechnetverden:

Fph Ca  Caw.  we

Anteil in den Zellwanden Die Stofmenge zw Ca von Calciumin denZeIIV\_{éndenergibt sich
ausdemProduktderam AAS gemessene@alcium—kKonzentrationCa im HCl-Uberstandundder
Trockenmasse 1 derProbe:

zw Ca Ca T

Gehaltin der Trockenmasseder Zellwand Die spezifischeCalcium—KonzentrationCas in der
Zellwandbezogeraufein GrammTrockenmasséalitsichschlieRlichausdemQuotienterder Stoff-
menge zw Ca von Calciumin denZellwandenundderTrockenmasse 1 derProbebestimmen:

cas _zwCa
T

Fur Wertevgl. Tah (3.4)
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3.4 Ergebnisse

Entgeen der Ergebnisseaus Versuchl lag die Konzentrationan Calciumin der Zellwand uiber
dengesamterBereichder EDTA-Konzentrationeifvon 1 mM bis 9 mM) bei einemsehrahnlichen
Wert (ca.8 M pro g Trockenmasseygl. Abb. 3.1). Lediglich der Ansatzganzohne EDTA im
Inkubations—Medim zeigt einendeutlichdariberliegendenWert der Calcium—Konzentration(ca.
15 M prog Trockenmasse).

AuRBerdenfallt auf, daRdie Konzentrationemon Calciumin diesemVersuchhdherliegenalsbei
Versuchl (ca.8 M prog Trockenmassegegeriiber M pro g Trockenmasseygl. Tah (1.3)).

10 T T T T T T
L . ]
o .
> L 4
o 8 —
o L [ | [ i
g 7+ m |
1 - -
g 6 ]
5 L . | . | . | . | .
0 100 200 300 400 500 600
[Ca] (frei) / pM

16 T T T T I T I T I T T T T i
= 14 — ]
F 12 ]
(@] 10 - -
° . ]
5 .l u .
5 °r m - ] -
E 6 N ] ]
s 4r 7
O L[ N
0 C 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 7

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

[EDTA]/ uM

Abbildung 3.1: Calcium—Gehaltler Zellwandeim Gleichgevicht mit borhaltigenEDTA-L 6sungen.
Die ethanoluribsliche Substanainzersbrter Zellclustereiner Suspensionskultuwron Chenopodium

albumwurdein Losungemit 10 M Calciumchlorid,1 mM Borsaure,1 mM NaClundunterschied-
lichenKonzentrationeanNatrium—EDTA UberNachtinkubiert. AnschlieRendvurdedie Mengeder

andenFeststdf gehundenerCalciumionerermittelt.

3.5 Diskussion

DaseigentlichezZiel desVersuchesginevon der EDTA—-KonzentratiorabrangigeExtraktiondesin
der ZellwandfestgehundenerCalciumsim SinneeinerKonzentrationskinetikestzustellengelang
mit denhier gevahltenKonzentrationemn EDTA nicht. Daskonntedarangelegenhabendal3die
Konzentrationan Calciumim Systemdurch die VoreinstellungeinesdefiniertenWertes(10 M)
hoherlag alsbei Versuchl (wahrscheinlichum denFaktor 10). Daherist einehdhereKonzentration
von EDTA notwendig,um dasCalciumausder Zellwandzu ldsen.
EskannaberausdenDatengeschlossewerden,dalidie Bindungslkonstante fiir die Bindung
desfestgehbindenenCalciumsan die Zellwand ein Wert pM (entsprechend ge-
geniber fur CaEDTA) angenommemverdenmuf3. Dasbedeutetdal3die Affinitat der
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BindungdesCalciumsandie Zellwandmindestensimdie Dimension  starkeristalsdie Bindung
von Calciuman EDTA. WeitegehendeAussagerund Tendenzersind nur durchweitereVersuche
moglich.

3.6 Ausblick

Alle vorliegendenExperimentenabenden Charaktervon Vorversuchendie mdgliche Richtungen
weitererExperimenteaufzeigenAls ein Verbesserungsvschag fir weitereVersuchesoll hier fest-
gehalterwerden,dal3bei weiterenVersucherisolierte Zellwandpaparatewie in Versuch2 anstelle
von ethanol&trahiertenZellclusternverwendetverdensollten.Die Vorteile dieserPraparationsme-
thodeliegenaufderHand:

1. DasPelletwird kleiner Dasbedeutetdal3mit geringererEDTA—Konzentrationemearbeitet
werdenkann.

2. Fehlerin denMeRwertendurch unenaiinschteWechsealirkungenmit dentotenZellen wer-
denvermiedenDer Komplex ausCalciumund EDTA (CaEDTA) ist immer noch zweifach
negatv geladenund kann dahervermutlich, wenn auch schwach, an Proteinebinden. Das
fuhrt zu hohenBlindwertenbei den MessungenAuRerdemsind die bestimmtenCalcium—
KonzentrationemvahrscheinlictdurchdiesenEffekt bedingtum 2-3 M zu hoch.

Dageyenhatsichdie EinstellungeinerdefiniertenCalcium—Konzentrationin denLdsungerbevahrt,
weil nur so Aussageriiberdie Dissoziations@nstante und damitdie Affinitat der BindungdesCal-
ciumsin derZellwandgemachwerdenkdnnen.
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