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Einleitung

WachsendePflanzenzellensindvoneinerprimärenZellwandumgeben,dieauseinerkomplexenMi-
schungausCellulose–Mikrofibrillenbesteht,die nichtkovalentan eineMatrix ausHemicellulosen,
Pektinenund Strukturproteinengebundensind (Cosgrove, 1997).Zur Zeit viel diskutiertwird die
Möglichkeit, daßauchkovalenteBindungen(cross–links)zwischenPolysaccharidender Zellwand
bestehen(CarpitaandGibeaut,1993).DerzwingendeBeweisihrer Existenzstehtjedochnochaus.

BesondereBedeutungkommt in diesemZusammenhangdem Pektin–PolysaccharidRhamno-
galacturonanII (RG II) zu.SeineStrukturist — obwohl essichum ein Polysaccharidundnicht um
ein Proteinhandelt— in denpflanzlichenPrimärwändenhochkonserviert(O’Neill etal., 1990).RG
II kommt in denZellwändenüberwiegendalsDimer vor, dessenMonomeredurcheineBoratester–
Bindungkovalentverkn̈upft sind(Ishii et al., 1999;Kobayashietal., 1996;O’Neill etal., 1996).

DieseEntdeckungenhabendazugeführt, einewesentlichephysiologischeRolle desBorsin der
Pflanzein derKnüpfungdieserkovalentenBindungenzu sehen.Bor, eigentlichein Mikronährstoff,
kommtin Zellwändenin Konzentrationvonbiszu10 � M vor undliegt damitin diesenBereichenan
derGrenzezumMakroelement.

Eine chemischeBesonderheitder Bors̈aureist ihre Fähigkeit, in wässrigerUmgebung spontan
Esterzu bilden.DieseBoratestersindbei hohenpH–Wertenstabil undzerfallenbei niedrigempH.
IhreBildungerfolgtmit einersehrhohenGeschwindigkeitskonstante, sodaßsichdasGleichgewicht
binnenMinuteneinstellt.

Die Stabiliẗat derBoratesterin derpflanzlichenZellwandwird durchzwei Faktorenbeeinflußt.
Das ist zum einender an der Bindung beteiligteZuckerligandApiose.Ein einzelnesBoratester–
Molekül verkn̈upft wahrscheinlichzwei dervier Apiosyl–SeitengruppendesRhamnogalacturonan–
Dimers(dRG–II–B) (Ishii andMatsunaga,1996;O’Neill et al., 1996;Pellerinet al., 1996).Diese
Boratester–Bindungan Apiose ist in vitro bis pH 4–3 stabil. In muro konntedagegen eineStabi-
lit ät bis pH 2.5 gezeigtwerden.DieseErgebnisselegennahe,daßesweitereFaktorengibt, die die
Stabiliẗat desBorat–Estersin derpflanzlichenZellwandbeeinflussen.Man gehtdavon aus,daßdie
stabiliẗat der Esterbindungin muro durchdie Gegenwart fest komplexierter Calcium–Ionenerḧoht
wird (Kobayashiet al., 1996;Matoh andKobayashi,1998;Kobayashiet al., 1999;Ehwald et al.,
2002).

Dasso gebundeneCalciumist dasstabilstgebundeneCalcium,dasin der Zelle bishergefun-
denwurde.Ein SchwerpunktderfolgendenVersuchelag auf derUntersuchungdeswechselseitigen
Einflussesvon Bor– undCalcium–Gehaltin denPrimärwändeneinerChenopodium album–Kultur.

Till Biskup
biskup@physik.hu-berlin.de http://www.till-biskup.de/
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1 Einfluß der Borsäure auf die Mengean fest gebundenemCalcium in der ethanol-
unlöslichenSubstanzvon Zellkultur en

1.1 Einleitung

LangeZeit wardiephysiologischeBedeutungdesMikroelementesBor unklar. Vor etwazehnJahren
entdecktenMATOH undKollegen(Matohetal.,1993;Kobayashietal.,1996),daßdie überwiegende
Mehrheit dessich in denZellwändenhöhererPflanzenbefindendenBors in Form von Bors̈aure–
Esternvorliegt. DieseEsterverkn̈upfenkovalentzweiKettendesPectin–BestandteilsRhamnogalac-
turonanII zu einemDimer (dRG–II–B).NeuereErkenntnisse(Kobayashiet al., 1999)zeigen,daß
CalciumeineentscheidendeRolle bei derAusbildungundStabiliẗat derdRG–II–BMoleküle spielt.

AusgehendvondiesenErkenntnissenwurdederFragenachgegangen,in welcherWeisedieMen-
gedesfestgebundenenCalciumsvon derBorversorgungderZellenabḧangt.FernerwurdederEin-
fluß der EDTA–Konzentrationund der Konzentrationder Bors̈aurein der EDTA–Lösungauf die
Ablösbarkeit desfestgebundenenCalciumsuntersucht.

1.2 Material und Methoden

Lösungen� 500ml 100mM NaClpH 3.5
mit Citronens̈aureeingestellt� 250ml 1 mM EDTA ohneBor� 250ml 1 mM EDTA + 1 mM Bor� 250ml 10 mM EDTA ohneBor

� 250ml 10 mM EDTA + 1 mM Bor� 1000ml 10 mM NaCl,borfrei� 250ml 100mM HCl, borfrei� 50ml CaStandard50 � M

Geräte� HeraeusSepatechSuprafuge22 mit RotorHSA 7.290� PerkinElmerAtomic AbsorptionSpectrometer3110(AAS)

Präparation der Zellen

EthanolextrahierteZellen(ethanolunl̈oslicheSubstanz)von borhaltigenundborfreienKulturenvon
Chenopodium album wurdenvergleichendhinsichtlichihresCalcium–Gehaltesin Abhängigkeit vom
Borgehaltuntersucht.DabeiwurdenbeideKulturenparallelundidentischbehandelt.

Abl ösendesschwachgebundenenCalciums Die Zellen wurdenauf einerFritte mit demfünf-
fachenPackungsvolumeneiner100 mM NaCl–Lösung(pH 3.5, mit Citronens̈aureeingestellt)ge-
waschen.DiesekurzeSäure–Behandlunglöstdasnur schwachgebundeneCalciumausdenZellen.
Anschließendwurdenje 0.5g Probefür die Blindwertesowie zwei ProbendefinierteMengefür die
Trockenmassebestimmungentnommen.Alle ProbenwurdenalsDoppelbestimmungvorbereitetund
gemessen.

Auf dieProbenfür dieBlindwertederCalcium–Bestimmung(ohneEDTA–Behandlung)wurden
10ml 100mM HCl gegebenundanschließendgescḧuttelt (1 h).DanachwurdendieZellensedimen-
tiert (Zentrifuge,kleineRöhrchen,3000rpm,decel2, 15min) undim abgenommenen̈Uberstanddie
Calcium–Konzentrationgemessen.

Calcium–Extraktion durch EDTA Jeweils 0.5 g derZellenausborhaltigerundborfreierKultur
wurdenin vier verschiedenenLösungen(EDTA–Konzentration1 und10mM, Bors̈aure–Konzentra-
tion 0 und 1 mM, alle Lösungenbei pH 7, mit NaOH eingestellt)jeweils als Doppelbestimmung
inkubiert (überNachtauf demScḧuttler).EDTA extrahiertdabeije nachKonzentrationundGegen-
wart von Bors̈aurein unterschiedlichemUmfangdasfestandie ZellwandgebundeneCalcium.
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AnschließendwurdenalleProbenkurzmit 10mM NaClgewaschen(Zentrifuge,6500rpm,decel
2, 5 min) unddanachmit 10 ml 100 mM HCl versetzt,gescḧuttelt (1 h), sedimentiert(Zentrifuge,
kleineRöhrchen,3000rpm,decel2, 15min) undderCalcium–Gehaltim abgenommenen̈Uberstand
bestimmt.

Calcium–Bestimmung

Die Bestimmungder MengedesverbliebenenCalciumsin der ethanoll̈oslichenSusbstanzerfolg-
temittelsFlammenemissionsanalyseamAtomabsorptions–Spektrometer (N � O–Acetylen–Flamme).
DasGer̈atwurdedabeimit einem50 � M Ca–StandardundReinstwasseralsNullwert kalibriert.

Tabelle 1.1: GemesseneCalciumkonzentrationin Zellwändenvon Chenopodium album nachver-
schiedenenExtraktionsschrittenin An– undAbwesenheitvon Bors̈aure.GemessenwurdederCalci-
umgehaltim HCl–ÜberstandnachExtraktiondurch100mM HCl.

Extraktionsbehandlung Ca–Konzentration( � M) desHCl–Überstandesder
ethanolextrahiertenZellcluster

borfreieAnzucht normaleAnzucht
(100 � M Bors̈aure)

1. 100mM CaCl(pH 3.5) ���	� 
�� ���� ��� ��
�� ��
 ����� ���
2. wie 1., anschließend1 mM

EDTA, 1 mM B
������� 	� ��
 ������ ���� ��� ����� ��� ���	� ��

3. wie 1., anschließend1 mM
EDTA

��� �� ��� ��� �	� ���
4. wie1.,anschließend10mM

EDTA, 1 mM B
��� 
�� ��� 
�� ������

5. wie1.,anschließend10mM
EDTA

��� 
�� ��� ��� ������
 �	�����
1.3 Berechnungen

Stoffmengean Calcium Die FlammenemissionsanalyseamAAS liefert alsWert direkt die Kon-
zentration�Ca� ProbeanCalciumin derProbe(in � M). AusdiesenCalcium–Konzentrationenkannbei
bekanntemProbenvolumen  Probedie Stoffmenge! Ca anCalciumnachderGleichung! Ca "$# �Ca� Probe % �Ca� HCl &('  Probe � ! Ca� " �*),+	-
mit �Ca� HCl "/.�021	3 �54  Probe "768096:. -
bestimmtwerden.Dabeiist �Ca� HCl die Calcium–KonzentrationdesBlindwertes(ohneEDTA–Be-
handlung).Wird dieseStoffmengeauf einedefinierteTrockenmasse; T (in diesemFall ; T "<.>= )
bezogen,erḧalt mandie spezifischeCalcium–Konzentration! S

Ca

! S
Ca " # �Ca� Probe % �Ca� HCl &('  Probe; T # Probe& � ! S

Ca� " �*),+	- '?=:@BA
bezogenauf1 g derTrockenmasse; T. Für dieWertefür dieTrockenmassen; T # Probe& derProben
vgl. Tab. (1.2).
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Tabelle 1.2: Frisch–und Trockenmassender ethanolunl̈oslichenSub-
stanzunzersẗorterZellclustereinerSuspensionskulturvon Chenopodi-
um album (in mg).

Frischmasse Trockenmasse C T pro0.5g C FC F / mg C T / mg C S
T / mg

250 
�� � ��
����
borfreieAnzucht

136 ��  ������� 19.7

219 ������� �?�	� �
normaleAnzucht

318 ����  �?�	� � 24.4

Anteil desvorhandenen Calciums an fest gebundenemCalcium Für Aussagen̈uberdenZu-
sammenhangzwischenBoratveresterungund Calcium–Gehaltder Zellwändeist essehrhilfreich,
denAnteil ( D Ca) desnachEDTA–BehandlungverbleibendenCalciumsin derZellwandam vorher
in derZellwandfestgebundenenCalciumzukennen.Er berechnetsichnachderGleichung

D Ca " ! S
Ca # Probe&! S

Ca # Blindwert& � D Ca� "FE
ausdenspezifischenCalcium–Stoffmengen! S

Ca vonProbeundBlindwert.Für dieBlindwertewurde
dabeiaufdie Mittelwerte ! S

Ca zurückgegriffen.

1.4 Ergebnisse

Im vorliegendenVersuchwurdeder Calciumgehaltder Zellwändevon Chenopodium album nach
verschiedenenExtraktionsschrittenin An– und Abwesenheitvon Bors̈aureuntersucht.Dabeizeig-
te sich, daßbei borfrei angezogenenZellen, die im Vergleich zur normalenKultur schonzu Be-
ginneinenniedrigerenCalcium–GehaltderZellwändeaufwiesen,dasCalciumdurchInkubationmit
EDTA mehroderwenigerunabḧangigvon dessenKonzentrationfastvollständigausderZellwand
herausgel̈ostwurde.

Tabelle 1.3: CalciumgehaltderZellwändevonChenopodium album nachverschiedenenExtraktions-
schrittenin An– undAbwesenheitvon Bors̈aure.

Extraktionsbehandlung RestlicherCa–Gehalt( � mol / g TM) der
ethanolextrahiertenZellcluster

borfreieAnzucht normaleAnzucht
(100 � M Bors̈aure)

1. 100mM NaCl (pH 3.5) ��� 
�� ��� ��� ����� �� �����9�?�
2. wie 1., anschließend1 mM

EDTA, 1 mM B
���9�?� ��� ��� �����G� �� 
�� ��� ��� �	� ��


3. wie 1., anschließend1 mM
EDTA

������� ������ ��� ��

4. wie1.,anschließend10mM

EDTA, 1 mM B
��� ��� ��� ��
 ��� ���

5. wie1.,anschließend10mM
EDTA

��� ��
 ������
 ��� ��� �������
Bei normalangezogenenZellen zeigtesich, daßbei Inkubationmit 1 mM EDTA–Lösungdie

Anwesenheitvon Bor (1 mM) signifikantdie ExtraktiondesCalciumsausderZellwandverringern
konnte.DieserEffekt desBorswardagegenbei erḧohterEDTA–Konzentration(10mM) nichtmehr
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vorhanden.Deutlich erkennbarwerdendie beschriebenenTendenzenbei der Darstellungdesnach
der Inkubationmit EDTA in der Zellwand verbliebenenCalciumsals Anteil vom urspr̈unglichen
Calcium–GehaltderZellwand(vgl. Tab. (1.4)).

Tabelle 1.4: CalciumgehaltderZellwändevonChenopodium album nachverschiedenenExtraktions-
schrittenin An– undAbwesenheitvon Bors̈aurein Anteilendesurspr̈unglichenCalciumgehaltes.

Extraktionsbehandlung RestlicherCa–Gehalt(in %) derethanolextrahierten
Zellcluster

borfreieAnzucht normaleAnzucht
(100 � M Bors̈aure)

1. 100mM NaCl (pH 3.5) ����� �����
2. wie 1., anschließend1 mM

EDTA, 1 mM B
�� ��
 ��� �� ��� ��

3. wie 1., anschließend1 mM
EDTA

��� ��� ���
4. wie1.,anschließend10mM

EDTA, 1 mM B
��� ��� �G�

5. wie1.,anschließend10mM
EDTA

��� �?� � ���
1.5 Diskussion

Ziel desVersucheswar, zu klären,ob die Mengedesfest gebundenenCalciumsmit der Borat–
VeresterungdesRG–II, d.h.mit derMengeandRG–II–B,zusammenḧangt.AufgrundderDatenlage
könnennurTendenzenerkanntwerden:Bei normalerAnzucht(mit Bor) kanndieZugabevonBor (1
mM) zueinerschwachkonzentriertenLösung(1 mM) desCalcium–ChelatorsEDTA eineExtraktion
desCalciumsausder Zellwanddeutlichverringern.Bei einersẗarkerenKonzentrationvon EDTA
wirkt sichdie Zugabevon Bor nicht mehrsignifikantaus.

Auch wenndie Tendenzenaufgrundder Dateneindeutigzu seinscheinen,ist bei dergeringen
Zahl der Werteauchein systematischerFehlernicht auszuschließen.Klarheit kannhier nur durch
weitereVersuchegeschaffen werden.

Auf denerstenBlick ein wenigverwunderlichist, warumdie borfreieKultur keinenEffekt auf
die Zugabevon Bor mit derEDTA–Lösungzeigte.Eine möglicheErklärungist die sehrlangsame
Bildung desDimersdRG–II–B,auf die aufgrundder langsamenDissoziationdesdRG–II–B (vgl.
Ehwald et al., 2002)geschlossenwerdenkann.Vermutlichist Bor beim Bindenin Gegenwart von
EDTA zu langsam,um im vorliegendenVersuchbei denverḧaltnism̈aßigkurzenInkubationszeiten
(überNacht)zu signifikantenEffektenzu führen.DieseHypothesemüßtedurchweitereVersuche
mit längerenInkubationszeiten̈uberpr̈uft werden.

Ein eindeutigesErgebnisdesVersuchesist aberdieFeststellung,daßdieAffinitätvondRG–II–B
zu Calciumwesentlichsẗarker ist alsjenedesEDTA.

1.6 Ausblick

DievorliegendenDatenlassengrunds̈atzlichzweiRichtungenweitererExperimentesinnvoll erschei-
nen:ZumeinensolltedieZeitkinetikderCa–Herausl̈osungausderZellwanduntersuchtwerden.Des
weiterensolltederVersuchmit einerfeinergestuftenKonzentrationsreihedesEDTA wiederholtwer-
den,um soErkenntnissëuberdie KonzentrationskinetikderCa–Herausl̈osungausderZellwandzu
erhalten.Für normal (mit Bor) angezogeneZellkulturen von Chenopodium album wurdedies im
drittenVersuchdurchgef̈uhrt.
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2 Herstellung einesborfr eienentproteinierten Zellwandpräparatesund Bestimmung
desWassergehaltsnach Quellung in einer 3%igen Dextranlösung

2.1 Einleitung

DergrößteTeil desMikroelementsBor, derin denZellwändenhöhererPflanzenvorkommt,liegt als
Bors̈aureestervor, der zwei KettendesPektin–PolysaccharidsRhamnogalacturonanII (dRG–II–B)
kovalentmiteinanderverkn̈upft (Matohet al., 1993;Kobayashiet al., 1996).Zusammenmit Unter-
suchungendermechanischenStabiliẗat unddie PorenstrukturpflanzlicherZellwände,insbesondere
beimÜbergangvon Zellkulturenin die station̈arePhase(Fleischeret al., 1998,1999),deutendiese
BefundeaufeinewichtigeRolle desBorsfür die StabilisierungderpflanzlichenZellwandhin.

Dasführtezu der Überlegung,daßZellwand–Pr̈aparate,die zuvor borfrei gemachtwurden,ein
größeresQuellungsvermögenalsnormale(borhaltige)Zellwändeaufweisensollten.DieseFragestel-
lung wurdeim folgendenuntersucht.

2.2 Material und Methoden

Lösungen� 500ml 0.1M NaH HPOI , pH 6.5
mit HCl eingestellt� 250ml 0.1M NaCl / 1 mM CaClH

� 500ml 10 mM NH I HCOJ , borfrei� 100ml 20 mM Schwefels̈aure� 100ml 3% Dextran,borfrei

Geräte� Ultraschall–Stab� HeraeusSepatechSuprafuge22 mit RotorHSA 7.290� Polarimeter

Herstellung einesborfr eienentproteinierten Zellwandpr äparates

DasZellwandpr̈aparatwurdeausdenethanolges̈attigten ZellclusterneinerSuspensionskultur(Che-
nopodium album) hergestellt.

Aufbr echender Zellstruktur 20 ml der ethanolfeuchtenMasse,10 g Natriumchlorid(Kristalle
zur mechanischenZersẗorung der Zellen) und 0.1 g Calciumchlorid(zur Stabilisierungder Zell-
wand)werdenmit 50ml Ethanol(96%)versetztundgescḧuttelt. Je20ml dieserSuspensionwerden
mit dem Ultraschallstabbehandelt(10 min). Zur Verhinderungder Erwärmungder Lösungwird
die Zerkleinerungin einemBecherglasim Wasserbaddurchgef̈uhrt. Anschließendwurdeunterdem
Mikroskop auf noch intakte Zellen kontrolliert (10 min Behandlungausreichend).Alle Portionen
wurdenvereinigt.

Abtr ennender Zellwände und enzymatischeEntfernung von Protoplasmaresten Die Masse
wird durchZentrifugationvonEthanolbefreitundin Wasser̈uberf̈uhrt (auf2 Röhrchenverteilen,3x
mit Wasserzentrifugieren,6500rpm, 10 min) undanschließend1x mit demStandardpuffer für das
Pankreaspr̈aparat“Trypsin zur Zellzucht” (Na� HPOK ) zentrifugiert(2000rpm, 10 min, Überstand
verworfen). AnschließendAufnahmein 80 ml desStandardpuffers und Zugabevon 100 mg des
Enzymgemisches(entḧalt Proteasen,Nucleasen,Amylasen).InkubationüberNacht.
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Entfernen der Borsäureesterausdem RG–II Die Zellwändewurden2x mit 0.1M NaCl und1
mM CaCl� zentrifugiertund in demgleichenMedium aufgenommen.Eine Hälfte der Suspension
wurdezentrifugiert(Heraeus Sepatech Suprafuge 22, 6500rpm,accel.9, decel.2, 5 min), 2x aufder
Zentrifugemit borfreier10mM NH K HCOL gewaschenundim Zentrifugenbecherlyophilisiert.

DieandereHälftewurdeebenfallszentrifugiertundin H � SOK (20mM, 35ml) aufgenommenund
gescḧuttelt (4 h). DanachAbtrennungder H � SOK durchZentrifugationund Waschenmit borfreier
entionisierter10 mM NH K HCOL (6500rpm, accel.9, decel.2, 3x5 min). Anschließendwurdedas
Sedimentim Zentrifugenbecherlyophilisiert.

Quellung

Je25 mg desLyophilisateswurdenmit 5 ml einer3%igenborfeienLösungvon Dextran T–250in
Wassersuspendiert(5 min auf demScḧuttler) und zentrifugiert(3000rpm, accel9, decel2, 1x10
min, 1x15 min). Der Überstand( M 1N02O ml) wurdedekantiertund erneutzentrifugiert(3000rpm,
accel9, decel2, 10 min). Der Drehwinkel der Ausgangsl̈osungund der Übersẗandewurdeam Po-
larimetergemessen.Die MessungenwurdenalsDoppelbestimmungendurckgef̈uhrt (je 2x borhaltig
undborfrei)

Tabelle 2.1: OptischeDrehwinkel der Dextran–Lösungender Zellwandpr̈aparate
in Abhängigkeit von der Verfügbarkeit von Bor. Gemessenwurdedie Dextran–
Ausgangsl̈osungsowie die Übersẗandeder Lösungen,mit denendie Zellwand-
präparateinkubiertwordenwaren.

Probe Trockenmasse Drehwinkel PRQ mittlererDrehwinkel P Q
(mg) ( S ) ( S )

Dextran 14.192

borhaltiges 24.7 14.661 14.670 14.6655
Zellwandpr̈aparat 25.0

24.85
14.634 14.633 14.6335

14.6495

borfreies 24.8 14.895 14.922 14.9085
Zellwandpr̈aparat 25.4

25.10
14.918 14.917 14.9175

14.9130

2.3 Berechnungen

DemVersuchliegt die Annahmezugrunde,daßdie Dextran–KonzentrationT D proportionaldemim
PolarimetergemessenenDrehwinkel U D ist: T D V U D

Unter der Annahme,daßdie Dextran–Molek̈ule nicht in die Zellwandeindringen,kanndaherdas
Quellungsvolumen  Q wie folgt berechnetwerden: Q "  D % U D # Stamml̈osung&('  DU D # Probe& �9 Q � " ml

Hierbei ist U D # Stamml̈osung& derDrehwinkel derDextranT–250–L̈osung, D daspro Probeeinge-
setzteVolumenderDextran-Lösungund U D # Probe& derMittelwert dergemessenenDrehwinkel für
die jeweilige Probe.DassoerhalteneQuellungsvolumen  Q kannjetzt nochauf die Trockenmasse; T # Probe& bezogenwerden.Manerḧalt dadurchdasspezifischeQuellungsvolumen  S

Q S
Q "  Q; T # Probe& �9 S

Q � " ml ' g @BA
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oderalternativ denspezifischenWassergehalt ; S
H W O dergequollenenZellwände

; S
H W O "  Q '�X H W O; T # Probe& � ; H W O � " g ' g @BA

mit der Dichte von WasserX H W O "Y. . Der einzigeUnterschiedbestehtin den Einheitenbeider
Größen.

2.4 Ergebnisseund Diskussion

Ausgehendvon derTatsache,daßderüberwiegendeTeil desBorsin derZellwandhöhererPflanzen
alsBorat–Estervorliegt, derzwei Kettenvon RhamnogalacturonanII (dRG–II–B)kovalentmitein-
anderverbindet(Matoh et al., 1993; Kobayashiet al., 1996) und so zur VernetzungdesPectins
beitr̈agt, liegt die Vermutungnahe,daßdie Quellfähigkeit derZellwändedurchdie Entfernungdes
Borserḧoht werdenkann.

Tabelle 2.2: Wassergehaltder borfreienund borhaltigen
Zellwand–Pr̈aparatenachQuellungin einer3%igenDex-
tranlösung.

Wassergehalt(ml/g)

unbehandelt(borhaltig) 6.54 6.03

behandelt(borfrei) 9.69 9.57

DieseHypothesewurde durch den vorliegendenVersucheindrucksvoll besẗatigt. Die bei der
QuellungaufgenommeneMengean Wasserliegt bei denborfreienZellwändenetwa um die Hälf-
te höherals bei dennichts̈aurebehandelten (borhaltigen)Ansätzen(vgl. Tab. (2.2)). BeideAnsätze
warenunterdengegebenenBedingungenmaximalgequollen.

8



3 Wirkung von EDTA auf die Menge an fest gebundenemCalcium in der ethanol–
unlöslichenSubstanzder Zellkultur

3.1 Fragestellung

Nachdemim erstenVersuchbereitsfestgestelltwordenwar, daßeine Konzentrationvon 1 mM
EDTA nicht ausreicht,um dengrößtenTeil desin der Zellwand der ethanolunl̈oslichen Substanz
von Chenopodium album–KulturengebundenenCalciumszu extrahieren,abereinezehnfachhöhe-
re Konzentrationan EDTA (10 mM) diesvermochte,wurdeim Folgendenuntersucht,ab welcher
EDTA–KonzentrationCalciumvollständigausderZellwandherausgel̈ostwird.

3.2 Material und Methoden

Der Versuchist im WesentlicheneineFortführungdeserstenVersuches.Die wesentlichenUnter-
schiedezuVersuch1 sind:Z Zur genauerenBestimmungdesCa–Gehalteswurdein denLösungen1 und2 derCa–Gehalt

bestimmtundaufeinedefinierteKonzentration(10 � M) eingestellt.Z Eswurdenkeine“borfreien” KulturenundLösungenverwendet.

Lösungen� 1500ml Lösung1
1 mM NaCl,10mM Natriumcitrat,1 mM Bor
pH 7 mit HCl eingestellt� 1000ml Lösung2
1 mM NaCl,10 mM EDTA, 1 mM Bor
ph7 mit NaOHeingestellt

� 100ml 10 mM CaClH
für denStandard� 1000ml 1 mM NaCl
alsBlindwertzur Ca–Messung� 100ml Ca–Standard
1 mM NaCl / 20 � M CaClH

Tabelle 3.1: Natrium–EDTA–Konzentration,ZusammensetzungundKonzentra-
tion freier Calcium–Ionender Inkubations–und Waschl̈osungen.Die Konzen-
tration freier Calcium–Ionenwurde nachdem Massenwirkungsgesetzausder
Natrium–EDTA–KonzentrationbeibekannterDissoziationskonstantebeipH 7.0
errechnet.

EDTA–
Konzentration

Volumenvon
Lsg.1 proProbe

Volumenvon
Lsg.2 proProbe

Konzentrationder
freienCa–Ionen

(mM) (ml) (ml) (pM)

0.0 ��� � ����[
1.0 ��� � ����
2.5 ��� ��� �����
5.0 ��� ��� �����
7.5 ��� ��� ���
9.0 � ��� ��

Geräte� HeraeusSepatechSuprafuge22 mit RotorHSA 7.290� PerkinElmerAtomic AbsorptionSpectrometer3110(AAS)
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Präparation der Zellen

Entfernung desaustauschbaren Calciums ZellclustereinerborhaltigenZellkultur von Cheno-
podium album wurdenzur EntfernungdesaustauschbarenCalciumsin einercalciumfreienNaCl–
Lösung(100mM, pH 3.5,mit Citronens̈aureeingestellt)gewaschen(fünffachesPackungsvolumen).
Anschließendwurdenzwei Probenzur Trockenmassebestimmungentnommen,gewogenund bei
105\ C für 24 h im Trockenschrankgetrocknet.

Tabelle 3.2: Frisch–undTrockenmassenderethanolunl̈oslichen
Substanzunzersẗorter Zellclustereiner Suspensionskulturvon
Chenopodium album (in mg).

Frischmasse Trockenmasse Trockenm.pro0.5g Frischm.C F / mg C T / mg C S
T / mg

730 ���	� � 11.3

396 ���� � 9.7
10.5

Calcium–Extraktion durch EDTA DefinierteMengendesZellmaterials(0.5g Frischmasse)wur-
den mit je 40 ml verschiedenerVersuchsl̈osungenüber Nachtbei Raumtemperaturinkubiert. Al-
le Versuchsl̈osungenhattendengleichenpH–Wert (pH 7.0), die gleicheCaCl� –Konzentration(10� M) unddie gleicheBors̈aurekonzentration (1 mM). Sieunterscheidensichlediglich in derEDTA–
Konzentration.Die HerstellungerfolgtedurchMischungzweierStamml̈osungen(Lsg.1 undLsg.2)
gem̈aßTab. (3.1)

In beidenStamml̈osungenwurdedurchvorherigeMessungdesCalcium–GehaltesamAAS eine
definierteCalcium–Konzentration( �Ca� soll "].?6 �54 ) durchZugabeeineserrechnetenVolumens
(  soll)  soll "  ist '�# �Ca� soll % �Ca� ist &�Ca� Standard

an CaCl� ( �Ca� Standard "^.?6 )_4 ) möglichst genaueingestellt.Durch Einstellungder Calcium–
Konzentrationist die Konzentrationder freienCalcium–Ionenin diesenLösungenmittelsMassen-
wirkungsgesetzmöglich (vgl. Tab. (3.1)).

DasEDTA in der Lösungextrahiertedabeije nachKonzentrationdasfest gebundeneCalcium
ausderZellwand.Nachder Inkubationwurdendie Probensedimentiert(Zentrifuge,6500rpm, de-
cel 2, 5 min) unddanachalle Ansätzezweifachmit ihrer jeweiligen Inkubationsl̈osunggewaschen
(Zentrifuge,6500rpm,decel2, 5 min, danach1 min absetzenlassen1).

Calcium–Extraktion durch HCl NachdemWaschenwurdendie Zellenzur ErfassungGehaltes
anCalciummit HCl (10ml, 100mM) extrahiert(Scḧuttler, 1 h) undanschließendsedimentiert(klei-
neRöhrchen,3000rpm,decel2, 15min). Für dieCalcium–Bestimmungwurdeder(abgenommene)
Überstandverwendet.

Calcium–Bestimmung

Die Bestimmungder MengedesverbliebenenCalciumsin der ethanoll̈oslichenSusbstanzerfolg-
temittelsFlammenemissionsanalyseamAtomabsorptions–Spektrometer (N � O–Acetylen–Flamme).
Das Ger̈at wurde dabeimit einem50 � M Ca–Standard(50 � M Ca / 1 mM NaCl / 0.1 M HCl)
undReinstwasseralsNullwert kalibriert.Außerdemwurdefür jedeInkubationsl̈osung derCalcium–
Gehaltbestimmt(vgl. Tab. (3.3)).

1Die ZellenließensichdurchdieZentrifugationtrotz langsamerBremsenichteinwandfreisedimentieren
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Tabelle 3.3: Calcium–Konzentrationin denWasch–undInkubationsl̈osungen.
Wasch–und Inkubationsl̈osungenwurdengetrenntangesetztunddaherbeide
gemessen.Für dieweitereVerrechnungsindnurdieCalcium–Konzentrationen
in denWaschl̈osungenvon Interesse.

EDTA–
Konzentration

Ca–Konzentrationin den
Inkubationsl̈osungen

Ca–Konzentrationin den
Waschl̈osungen

(mM) (ml) (ml)

0.0 �G�	� ��� ���	� ���
1.0 ����� ��� ����� ���
2.5 ��
�� ��
 ����� ��� ����� ��
5.0 ������� ����� ���
7.5 ��������� ���������
9.0 ��
���?� ������G�

3.3 Berechnungen

Trockenmassen Zur BestimmungderTrockenmassenwurdenzweikleineKeramikgef̈aßeleerund
mit derProbeFrischmassegewogenunddarausdieeingesetzteFrischmasse; F alsDifferenzerrech-
net.DurchWiegenderGef̈aßemit derTrockenmassenachderTrocknungkonntedie Trockenmasse; T alsDifferenzdesGewichtesdesGef̈aßesmit TrockenmassezumLeergewicht errechnetwerden.
Aus dersoerhaltenenTrockenmasse; T konntenochdie spezifischeTrockenmasse; S

T

; S
T " ; def

F ' ; T; F
� ; S

T � "a`b'c`d@BA
bezogenauf einedefinierteFrischmasse; def

F (hier ; def
F "b6802Oe= ) errechnetwerden.Für Wertevgl.

Tab. (3.2).

BerechnungdesGehaltesan freiemCalcium in denInkubationsl ösungen DerGehaltanfreiem
Calciumin denInkubationsl̈osungen kanndurchdasMassenwirkungsgesetzberechnetwerden.Es
ermöglicht die quantitative Behandlungvon GleichgewichtsreaktionenderForm

A f B g C f D (3.1)

undlautetin seinerallgemeinenForm:�A � ' �B ��C� ' �D � "7h (3.2)

Dabeiist h die Gleichgewichtskonstante, die für jedechemischeReaktioneinencharakteristischen
Wert annimmt.In diesemspeziellenFall der GleichgewichtsreaktionzwischenCa–EDTA und den
freienKomponenten

Ca f EDTA g Ca–EDTA (3.3)

lautetdasMassenwirkungsgesetz:�Ca� ' �EDTA ��Ca–EDTA � "7h mit h,"i.?6N@Rj�k L mol ' - @BA (3.4)
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Zur BerechnungderKonzentration[Ca] desfreienCalciumsausdemzugesetztenCalcium([Ca]z)
gilt die Beziehung: �Ca� " �Ca� z % �Ca–EDTA � (3.5)

AnalogdazukanndieKonzentration[EDTA] desfreienEDTA ausdemzugesetztenEDTA ([EDTA] z)
errechnetwerden: �EDTA � " �EDTA � z % �Ca–EDTA �
DurchEinsetzendieserbeidenGleichungenin dasMassenwirkungsgesetzergibt sichdieseszu:# �Ca� z % �Ca–EDTA � &l'�# �EDTA � z % �Ca–EDTA � &�Ca–EDTA � "Fh (3.6)

DurchUmstellennach[Ca–EDTA] erḧalt maneinequadratischeGleichung# �Ca� z % �Ca–EDTA � &l'�# �EDTA � z % �Ca–EDTA � &m"nho' �Ca–EDTA ��Ca–EDTA � � %p# �Ca� z fF�EDTA � z f hd& �Ca–EDTA �8fn�Ca� z �EDTA � z "76
die nachder bekanntenLösungsformelfür quadratischeGleichungenfür die Konzentrationendes
Komplexes[Ca–EDTA] gel̈ostwerdenkann:

�Ca–EDTA � Arq � " �Ca� z fn�EDTA � z f h1 s t �Ca� z fn�EDTA � z f h1 u � % �Ca� z �EDTA � z
Die BerechnungderKonzentrationdesfreienCalciums[Ca] erfolgt dannüberEinsetzendererhal-
tenenWertefür die KonzentrationdesKomplexes[Ca–EDTA] in Gleichung(3.5).

Extrahierte Ca–Ionen Die Stoffmengeder extrahiertenCalcium–Ionen! Ex # Ca& errechnetsich
ausdemnachdemZentrifugierenim SedimentzurückbleibendenVolumen  Sed# EDTA & derEDTA–
Lösung(durchWiegender Röhrchenleer und mit Sedimentund Differenzbildungerhalten),dem
Volumen  # HCl & derzur ExtraktioneingesetzenHCl–Lösung(  # HCl &v"w.?6 ),- ) unddernachder
Extraktionim HCl–ÜberstandgemessenenCalcium–Konzentration�Ca� Ex wie folgt:! Ex # Ca&x"zy  Sed# EDTA & f{ # HCl &G|}' �Ca� Ex

Anteil in der Flüssigphase Der Anteil ! Flph # Ca& der Calcium–Ionen,der ausder Waschl̈osung
stammt,kannausder ebenfalls gemessenenCalcium–Konzentrationder Waschl̈osung �Ca� WL und
demVolumen  WL derWaschl̈osungerrechnetwerden:

! Flph # Ca&x" �Ca� WL '  WL

Anteil in den Zellwänden Die Stoffmenge! ZW # Ca& von Calciumin denZellwändenergibt sich
ausdemProduktderamAAS gemessenenCalcium–Konzentration�Ca� im HCl–Überstandundder
Trockenmasse; T derProbe:

! ZW # Ca&x" �Ca� ' ; T

Gehalt in der Trockenmasseder Zellwand Die spezifischeCalcium–Konzentration�Ca� S in der
ZellwandbezogenaufeinGrammTrockenmasseläßtsichschließlichausdemQuotientenderStoff-
menge! ZW # Ca& von Calciumin denZellwändenundderTrockenmasse; T derProbebestimmen:

�Ca� S " ! ZW # Ca&; T

Für Wertevgl. Tab. (3.4)

12



Ta
be

ll
e

3.
4:

C
al

ci
um

ge
ha

ltd
er

Z
el

lw
än

de
vo

n
C

he
no

po
di

um
al

bu
m

na
ch

ve
rs

ch
ie

de
ne

nE
xt

ra
kt

io
ns

sc
hr

itt
en

in
A

bh
än

gi
gk

ei
tv

on
de

rK
on

ze
nt

ra
tio

nd
es

N
at

riu
m

–E
D

TA
.

Je
de

rE
xt

ra
kt

io
ns

sc
hr

ittw
ur

de
pa

ra
lle

lin
dr

ei
A

ns
ät

ze
nd

ur
ch

ge
f̈uh

rt
.

E
D

TA
-K

on
z.

K
on

z.
de

rf
re

ie
n

C
a–

Io
ne

n
C

a-
Ko

nz
.

in
de

r
W

as
ch

ls
g.

V
ol

um
en

de
r

E
D

TA
–L

sg
.

im
S

ed
im

en
t

F
ris

ch
m

as
se

T
ro

ck
en

m
.

C
a–

Ko
nz

.
im

H
C

l–
E

xt
ra

kt

ex
tr

ah
ie

rt
e

C
a–

Io
ne

n
A

nt
ei

li
n

de
r

F
lü
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3.4 Ergebnisse

Entgegen der ErgebnisseausVersuch1 lag die Konzentrationan Calcium in der Zellwand über
dengesamtenBereichderEDTA–Konzentrationen(von 1 mM bis 9 mM) bei einemsehrähnlichen
Wert (ca. 8 � M pro g Trockenmasse,vgl. Abb. 3.1). Lediglich der AnsatzganzohneEDTA im
Inkubations–Medium zeigt einendeutlichdar̈uber liegendenWert der Calcium–Konzentration(ca.
15 � M prog Trockenmasse).

Außerdemfällt auf,daßdieKonzentrationenvonCalciumin diesemVersuchhöherliegenalsbei
Versuch1 (ca.8 � M prog Trockenmassegegen̈uber �p� � M prog Trockenmasse,vgl. Tab. (1.3)).
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Abbildung 3.1: Calcium–GehaltderZellwändeim Gleichgewicht mit borhaltigenEDTA–Lösungen.
Die ethanolunl̈oslicheSubstanzunzersẗorter ZellclustereinerSuspensionskulturvon Chenopodium
album wurdein Lösungenmit 10 � M Calciumchlorid,1 mM Bors̈aure,1 mM NaClundunterschied-
lichenKonzentrationenanNatrium–EDTA überNachtinkubiert.AnschließendwurdedieMengeder
andenFeststoff gebundenenCalciumionenermittelt.

3.5 Diskussion

DaseigentlicheZiel desVersuches,einevon derEDTA–KonzentrationabḧangigeExtraktiondesin
derZellwandfestgebundenenCalciumsim SinneeinerKonzentrationskinetikfestzustellen,gelang
mit denhier gewähltenKonzentrationenan EDTA nicht. Daskönntedarangelegenhaben,daßdie
Konzentrationan Calcium im Systemdurch die VoreinstellungeinesdefiniertenWertes(10 � M)
höherlag alsbei Versuch1 (wahrscheinlichumdenFaktor10).Daherist einehöhereKonzentration
von EDTA notwendig,um dasCalciumausderZellwandzu lösen.

EskannaberausdenDatengeschlossenwerden,daßdie Bindungskonstanteh für die Bindung
desfestgebundenenCalciumsan die Zellwandein Wert � O � pM (entsprechendh�"�.?6 @BA � k j ge-
gen̈uber h�"�.?6 @Rj�k L für CaEDTA) angenommenwerdenmuß.Dasbedeutet,daßdie Affinität der
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BindungdesCalciumsandieZellwandmindestensumdieDimension.?6�  sẗarker ist alsdieBindung
von Calciuman EDTA. WeitergehendeAussagenund Tendenzensind nur durchweitereVersuche
möglich.

3.6 Ausblick

Alle vorliegendenExperimentehabendenCharaktervon Vorversuchen,die möglicheRichtungen
weitererExperimenteaufzeigen.Als einVerbesserungsvorschlag für weitereVersuchesoll hier fest-
gehaltenwerden,daßbei weiterenVersuchenisolierteZellwandpr̈aparatewie in Versuch2 anstelle
von ethanolextrahiertenZellclusternverwendetwerdensollten.Die VorteiledieserPr̈aparationsme-
thodeliegenaufderHand:

1. DasPelletwird kleiner. Dasbedeutet,daßmit geringerenEDTA–Konzentrationengearbeitet
werdenkann.

2. Fehlerin denMeßwertendurchunerẅunschteWechselwirkungenmit dentotenZellen wer-
denvermieden.Der Komplex ausCalciumund EDTA (CaEDTA) ist immer nochzweifach
negativ geladenund kann dahervermutlich, wenn auchschwach, an Proteinebinden.Das
führt zu hohenBlindwertenbei den Messungen.Außerdemsind die bestimmtenCalcium–
KonzentrationenwahrscheinlichdurchdiesenEffekt bedingtum 2–3 � M zu hoch.

DagegenhatsichdieEinstellungeinerdefiniertenCalcium–Konzentrationin denLösungenbewährt,
weil nur soAussagen̈uberdie Dissoziationskonstante unddamitdie Affinität derBindungdesCal-
ciumsin derZellwandgemachtwerdenkönnen.
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