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1 Einleitung

Fur viele Pflanzen stellt die Fahigkeit, Schwankungen im Turgordruck der
Zellen ausgleichen zu konnen, eine wichtige Uberlebensstrategie dar.
Druckunterschiede treten beispielsweise beim Wachstum oder unter
Trockenstressbedingungen auf. Man spricht in diesem Zusammenhang auch
vom Phanomen der Turgorregulation [Ray, Green, & Cleland, 1972,
Zimmermann, 1978; Zimmermann & Steudle, 1978; Beilby, 1989a; Tomos &
Pritchard, 1994; Bisson & Kirst, 1995]. Wichtigste Voraussetzung fir das
Ausbilden einer hydrostatischen Druckdifferenz zwischen Zelle und Atmosphére
ist das Vorhandensein einer starren Zellwand, die bei pflanzlichen Zellen — im
Gegensatz zu tierischen Zellen — den Protoplasten umgibt und einer
Ausdehnung des Zellvolumens entgegenwirkt.

Die Einstellung des Turgors auf den urspriinglichen Wert erfolgt dabei
durch eine Anpassung des osmotischen Innendrucks bzw. durch eine
Regulierung der osmotischen Druckdifferenz zwischen dem intrazellularen und
dem extrazellularen Milieu. Sowohl fur Sufwasseralgen, als auch fur
grof3zellige marine Algen liegen bislang detaillierte und systematische
Untersuchungen vor, die die Abhangigkeit von Transportprozessen Uuber
pflanzliche Membranen vom Turgordruck behandeln [Bisson & Kirst, 1995]. Bei
marinen Algen der Gattungen Valonia, Ventricaria, Acetabularia und
Chaetomorpha, sowie auch bei einigen im SiuRwasser vorkommenden
Characeen (z.B. Lamprothamnium) erfolgt die Anpassung des Turgors primar
durch die Abgabe bzw. Aufnahme von KCI.

Seit langem sind einzellige Riesenalgen bevorzugte Objekte fur derartige
Untersuchungen, da in die Vakuole dieser Zellen leicht Mikrokapillaren
eingefuhrt werden kdnnen, die es erlauben, die hydraulischen und elektrischen
Eigenschaften der Membranbarriere (bestehend aus Plasmalemma und
Tonoplast) zu messen. Auch gezielte Manipulation des Membranpotentials und
des Innendrucks der Zellen ist moglich. Ein weiterer Vorteil bei der Verwendung



von einzelligen Organismen ist, dass hier im Gegensatz zu mehrzelligen
Geweben hoherer Pflanzen keine hydraulische und elektrische Kopplung der
Zellen untereinander auftritt, die die experimentellen Maoglichkeiten stark
einschrankt und die Interpretation der Daten erschwert.

Nach der Etablierung der Druckmesssondentechnik waren es dann auch
Algen wie z.B. Ventricaria ventricosa, Valonia utricularis, Acetabularia
mediterranea oder Chara corallina, an denen erstmals der Einfluss des
Turgordrucks auf die lonentransportprozesse pflanzlicher Zellen eingehend
studiert und nachgewiesen werden konnte [Gutknecht, 1968; Zimmermann &
Steudle, 1974; Zimmermann & Steudle, 1978; Wendler, Zimmermann, &
Bentrup, 1983; Tazawa, Shimmen, & Mimura, 1987].

Schon vor etwa 60 Jahren begannen Wissenschaftler mit Experimenten,
die den Austausch bzw. die Manipulation des Vakuoleninhalts zum Thema
hatten [Blinks, 1934]. Dabei wurde versucht, mit Hilfe einer frihen
Perfusionstechnik Erkenntnisse Uber die lonentransportprozesse der Alge
Halicystis zu erhalten. Diese Technik der vakuolaren Perfusion wurde dann
zwischen 1960 und 1980 von Gutknecht sowie von Tazawa und Mitarbeitern
wieder aufgegriffen und bei Algen wie Ventricaria bzw. Nitella und Chara
angewandt [Gutknecht, 1968; Tazawa, 1964; Tazawa, Shimmen, & Mimura,
1987]. Obwohl mit Hilfe dieser Technik einige interessante Kenntnisse
erarbeitet werden konnten, wurde die Perfusion in den letzten Jahren nicht
weiter verfolgt, da die Aussagekraft ihrer Ergebnisse limitiert war. Grund hierfur
war vor allem, dass die Perfusion der Zelle nicht bei physiologischem
Innendruckverhaltnissen, sondern nur im turgorlosen Zustand durchgefihrt
werden konnte. Damit war das eigentliche Ziel dieser Experimente, namlich die
Aufklarung der Ubertragung von Drucksignalen auf die lonentransportprozesse
(und deren Druckabhéangigkeit), per se nicht erreicht worden.

Durch die Einfihrung der Ladungspulsrelaxationstechnik vor ca. 18
Jahren gelang es, die Prozesse, die bei der Turgorregulation der Algen
ablaufen, genauer zu charakterisieren [Zimmermann, Bichner, & Benz, 1982;

Benz & Zimmermann, 1983; Wang et al., 1991; Wang et al., 1997a; Wang et



al., 1997b]. Trotz umfangreicher Untersuchungen auf dem Gebiet der Turgor-
und Osmoregulation mariner Algen war die Lokalisation des fir diese Prozesse
verantwortlichen Turgorsensors bislang nicht geglickt.

Der Hauptgrund hierfir ist sicherlich darin zu suchen, dass bei einem
Einfihren von Mikroelektroden oder Mikrokapillaren (wie dies beispielsweise bei
der Ladungspulsmethode der Fall ist) die Spitze der Kapillare ausnahmslos in
der Vakuole der Alge positioniert wird. Die starre Zellwand, die auf3erst dinne
zytoplasmatische Schicht (Dicke: 6-10 um) und die hohe Elastizitat der beiden
Membranen Plasmalemma und Tonoplast verhindern dabei eine Platzierung
der Mikroelektroden im Zytoplasma. Man erfasst also mit einer solchen
Messanordnung stets nur die Summe der am Plasmalemma und am Tonoplast
erzeugten Membranpotentiale bzw. die Summe der elektrischen Widerstande
dieser in Serie geschalteten Membranen. Weil somit bis vor ca. drei Jahren eine
separate Messung elektrischer Parameter von Plasmalemma und Tonoplast
nicht moglich war, blieb lange Zeit ungeklart, welchen Beitrag die einzelnen
Membransysteme beispielsweise zum Gesamtwiderstand oder zu der
gesamten Potentialdifferenz leisten. Insbesondere die Rolle des Tonoplasten
war uber viele Jahre Gegenstand kontrovers gefuhrter Diskussionen [Lainson &
Field, 1976; Davis, 1981; Beilby, 1989a; Wang et al., 1991].

Auch die mit Hilfe der Ladungspulstechnik gewonnenen Relaxations-
spektren von V. utricularis und V. ventricosa konnten zunéchst nicht eindeutig
interpretiert werden [Benz & Zimmermann, 1983; Wang et al., 1991; Wang,
Zimmermann, & Benz, 1993; Spiel} et al., 1993]. Dabei konnte nach Aufladung
einer Zelle durch Applikation eines Ladungspulses in der Regel immer eine
biphasische Relaxation des Gesamtmembranpotentials beobachtet werden, die
durch die Summe zweier Exponentialfunktionen beschrieben werden konnte.
Geht man von nicht identischen elektrischen und geometrischen Eigenschaften
der beiden Membranen aus, kann man eine solche biphasische
Spannungsrelaxation erwarten, wenn zwei Membransysteme (Plasmalemma
und Tonoplast) in Serie geschaltet angeordnet sind. Eine Analyse der Spektren

von V. utricularis oder V. ventricosa ergab jedoch eine ungewohnlich hohe



flachenspezifische Kapazitat des Tonoplasten (etwa 6 bis 7 uF cm®), die darauf
hindeutete, dass der Tonoplast durch Faltung oder schwammférmigen Aufbau
eine erhebliche OberflachenvergréfRerung erfahren haben musste. Diese
Hypothese stand jedoch im Widerspruch zur Literatur [Fagerberg, 1983;
Fagerberg, 1984].

Es wurde daher zunéchst das sog. "Modell der mobilen Ladungen"
favorisiert, um die biphasische Spannungsrelaxation von V. utricularis oder V.
ventricosa zu erklaren. Dabei bezog man die vordere, schnell ablaufende
Relaxation auf die Translokation mobiler Ladungen im Plasmalemma, wahrend
die zweite, langsamere Relaxation auf die elektrischen Eigenschaften des
Plasmalemmas zurickgefuhrt wurde. Eine Analyse der Daten nach diesen
Vorgaben fihrte daraufhin zu der Annahme, dass der Tonoplast hochleitend
sein musse und aus diesem Grund nicht auf das Ladungspuls-
relaxationsspektrum einwirke. Diese Schlussfolgerung stand zwar im Einklang
mit der Literatur Gber marine Riesenalgen [Beilby, 1989a], entsprach jedoch
nicht den elektrischen Eigenschaften isolierter Vakuolen aus héheren Pflanzen
[Bentrup et al., 1985; Bentrup et al., 1986]. Unterstiitzung schien dieses Modell
durch Experimente zu erhalten, die die mobilen Ladungen dem elektrogenen
Chlorid-Transportystem im Plasmalemma zuordnen konnten, und durch
Modellexperimente mit lipophilen Anionen an planaren Lipiddoppelmembranen
[Pickar & Benz, 1978a].

Endgultig konnte die Frage, ob der Tonoplast mariner Algen, wie z.B. V.
utricularis oder V. ventricosa, hochleitend ist, oder einen hohen elektrischen
Widerstand aufweist (und dann in der Konsequenz mdglicherweise stark
gefaltet ist) erst durch die Entwicklung der Mikroperfusionstechnik beantwortet
werden. Diese Technik erlaubt den kontrollierten Austausch des
Vakuolenmediums unter Turgordruck.

Schon in friheren Arbeiten wurde mit perfundierten Zellen der Alge V.
ventricosa [Gutknecht, 1967] oder an Internodial-Zellen von Characeen
[Tazawa, Kikuyama, & Shimmen, 1976] experimentiert. Da diese Messungen

jedoch stets nur unter (annahernd) turgorlosen Bedingungen durchgefihrt



werden konnten, waren die Erkenntnisse im Bezug auf die turgor-
regulatorischen Vorgange dieser Algen wenig aufschlussreich.

Mit der 1997 vorgestellten kombinierten Ladungspuls-/Mikroperfusions-
technik [Wang et al.,, 1997a] ist es gelungen, den Vakuoleninhalt mariner
Riesenalgen unter unabhangiger Kontrolle des Zellturgors und der
Perfusionsgeschwindigeit gezielt zu verédndern. Der Turgor kann dabei
innerhalb eines weiten Bereiches reguliert werden. Aul3erdem ist es mdglich,
die Perfusionsgeschwindigkeit unabhéngig davon frei einzustellen. Gleichzeitig
zur Manipulation des Vakuolenmediums erlauben in die Perfusionspipetten
integrierte Mikroelektroden Ladungspulsrelaxations- oder "Voltage-Clamp"-

Experimente an diesen einzelligen Riesenalgen.

Zum Beginn dieser Arbeit wurden fir die Interpretation der
Ladungspulsspektren mariner Algen zwei Modelle diskutiert: Das favorisierte
"Modell der mobilen Ladungen” und das so genannte "Zwei-Membranen
Modell".

Experimente an V. utricularis lieferten in der Vergangenheit einige
Hinweise darauf, dass die Ubertragung von Drucksignalen in
Transportprozesse primar Uber mobile Ladungen eines Chlorid-
Transportsystems im Plasmalemma erfolgt [Wang et al., 1991]. Experimente an
planaren Lipidmembranen konnten zeigen, dass diese mobilen Ladungen
generell zum Auftreten einer Relaxation fuhren [Pickar & Benz, 1978b]. Im
biphasischen Relaxationsspektrum wurde dann die schnelle Relaxation den
passiven elektrischen Eigenschaften des Plasmalemmas zugeordnet, wahrend
die langsame Relaxation auf die Translokation mobiler Ladungen im
Plasmalemma zurlckgefuhrt wurde. Ein grofRer Kritikpunkt dieses Carrier-
Modells war jedoch die zwingende Annahme eines hochleitenden, aber
salzimpermeablen Tonoplasten, der keinen Beitrag zum Ladungspuls-
relaxationsspektrum leistet.

Das zweite Modell, das das Auftreten zweier Relaxationen nach
Applikation eines Ladungspulses erklaren konnte, stutzte sich auf die

Hypothese, dass sich die passiven elektrischen Eigenschaften der in Serie



angeordneten Membranen Plasmalemma und Tonoplast in einem solchen
biphasischen Spektrum widerspiegeln (siehe Abbildung 1). Eine Analyse der
Spektren auf der Grundlage dieses "Zwei-Membranen Modells" ergab aber eine
ungewohnlich hohe flachenspezifische Kapazitat und einen hohen Widerstand
des Tonoplasten, was in krassem Gegensatz zur Literatur stand [Beilby,
1989b]. Voraussetzung hierfur ware, dass die Tonoplastenoberflache z.B. durch
Faltung erheblich vergrofR3ert ist, und/oder eine nicht geringe Anzahl mobiler

Ladungen eines (nicht naher identifizierten) elektrogenen Transportsystems

enthalt.
Flasmalemima Ooplasma Tonoplast
Cp Ct
Aulien —1 Innen
Rb Rz Rt

Abbildung 1: Ersatzschaltbild der Membransysteme einer Zelle von V. utricularis
oder V. ventricosa auf Basis des "Zwei-Membranen Modells". Die beiden mit den
Widerstanden R parallel geschalteten Kapazitdten C sind die Schaltbilder fur das
Plasmalemma (Index p) bzw. den Tonoplasten (Index t). Der Widerstand des
Zytoplasmas ist durch den Widerstand Rz simuliert. Mit "Aul3en" und "Innen"

werden das Badmedium bzw. der Vakuoleninhalt bezeichnet.

Ein Schwerpunkt dieser Dissertation ist daher zum einen die Uberpriifung
des "Zwei-Membranen Modells" fur eine exakte Charakterisierung der
Membranparameter von V. utricularis und V. ventricosa. Des weiteren soll die
neue Technik der integrierten Perfusions-/Ladungspulstechnik bei der marinen
Riesenalge V. ventricosa Anwendung finden, um die elektrischen Eigenschaften
und Transportvorgange dieser Spezies genauer kennen zu lernen.

Vor ca. einem Jahrzehnt erfolgte die Umbenennung und Neu-
Klassifizierung von Ventricaria ventricosa (friher Valonia ventricosa; Olsen &

West, 1988). Auch vor diesem Hintergrund ist eine differenzierte



Gegeniberstellung der beiden Spezies hinsichtlich ihrer elektrischen und

Membrantransportparameter sehr interessant.



2 Material und Methoden

2.1 Versuchsobjekte und Kulturbedingungen

Samtliche  Experimente wurden mit einzelligen eukaryotischen
Riesenalgen der Arten Valonia utricularis und Ventricaria ventricosa

durchgefihrt.

2.1.1 Valonia utricularis

Valonia utricularis wird der Abteilung der Chlorophyta (Grunalgen)
zugeordnet, die viele Gemeinsamkeiten mit hoheren Pflanzen aufweist
(Vorkommen von Chlorophyll a und Chlorophyll b, Starke als Speicherstoff).
Einige Vertreter dieser Abteilung sind als ausgesprochene Landpflanzen
bekannt und tolerieren somit eine weitgehende Austrocknung [Strasburger,
1996].

Innerhalb der Abteilung der Chlorophyta wird Valonia utricularis zur Klasse
der Chlorophyceae gezahlt, die wiederum in sieben Ordnungen unterteilt ist.
Valonia gehort der Ordnung der Siphonales an. Diese zeichnet sich durch einen
besonderen Bauplan aus, bei dem nur die Keimzellenbehalter durch
Querwénde abgetrennt werden. Ein weiteres Charakteristikum dieser Ordnung
ist das Vorhandensein von Siphonoxanthin und Siphonein als akzessorischen
Pigmenten.

Ein spezieller Teilungsmechanismus, bei dem sich die abgetrennten
Protoplasten noch im Mutterthallus mit einer Zellwand umgeben, ist innerhalb
der Ordnung der Siphonales typisch fur die Familie der Valoniaceae. Die
Gattung Valonia stellt den Hauptvertreter dieser Familie dar, die sich in 18 Arten
gliedert. Eine dieser Arten ist Valonia utricularis, eine marine Alge, deren
Thallus aus mehren keulig-blasenformigen Zellen besteht, die palisadenartig



dicht nebeneinander gepackt sind (Abbildung 2). Die einzelnen Zellen kénnen
eine Grol3e von 1-2 cm und mehr aufweisen.

In tropischen und subtropischen Gewassern bildet V. utricularis bis zu 4
cm hohe Polster auf steinigem Untergrund aus, vor allem in nicht zu sehr dem
Sonnenlicht exponierten Felsspalten, die gut von der Brandung durchspult
werden. Man findet diese Polster sowohl in geringer Wassertiefe und sogar
zeitweise der Luft ausgesetzt am Felsen haftend, als auch in freien
ballenformigen Aggregationen auf dem Meeresgrund.

Abbildung 2: Valonia utricularis. Polster mit dicht aneinandergepackten keuligen

Einzelzellen. Skalierungsbalken: 7 mm.

Die Zellen von V. utricularis besitzen eine grof3e Zentralvakuole, die etwa
99% des gesamten Zellvolumens ausmacht. Diese wird von einem mafig

dicken (6-10 pm) plasmatischen Wandbelag umgeben, der eine grof3e Anzahl



an Zellkernen und mehrere plattenformige Chloroplasten enthélt, die durch
feine Faden netzartig verbunden sind [Fott, 1956]. Die Zellwand besteht aus
kristalliner Cellulose-1, die ein gekreuztes fibrillares Muster aufweist [Nicolai &
Preston, 1952]. Daneben treten auch Mannan und Xylan als Zellwandbausteine
auf.

Valonia ist diploid; die Reduktionsteilung findet bei der Bildung der
Gameten statt. Die Zellteilung vollzieht sich nach Anhaufung von Kernen und
Chloroplasten durch Abschniirung mittels einer gewdlbten Zellwand, wodurch
sich kleine linsenférmige Zellen bilden. Der basale Bereich dieser neuen Zellen
bildet Rhizoide aus, wohingegen im apikalen Bereich laterale Zellen entstehen
[Van den Hoek, 1984]. Aul3er auf dem geschilderten vegetativen Weg, kann die
Vermehrung von Valonia auch asexuell Giber Zoosporen [Schussnig, 1954; Hori
& Enomoto, 1978] oder sexuell durch Gametenbildung erfolgen.

Die spezielle Wundreaktion dieser Alge bei Verletzung wurde gut
untersucht [Preston, 1974]. Wurde eine Zelle durch Nadelstiche verletzt,
kontrahierte sich der Protoplast in der Regel zu kleinen Kugeln, sog.
Aplanosporen, von denen jede fur sich zu einem neuen Individuum auswachsen
konnte [Preston, 1974]. Bei einer Zellwandverletzung, die einen grof3eren
Durchmesser als 300 um aufweist, teilt sich das Zytoplasma der "Mutterzelle" in
mehrere "Tochterzellen" auf. Diese kdnnen zu neuen Protoplasten regenerieren
(ca. 500 um im Durchmesser), die unter ginstigen Umstanden auch in der Lage
sind, eine neue Zellwand auszubilden. Ahnliche Wundreaktionen wurden auch
von anderen Siphonocladales (beispielsweise Boergesenia forbesii und
Ventricaria ventricosa) berichtet [Menzel, 1988; La Claire I, 1982; Nawata,
Kikuyama, & Shihira-Ishikawa, 1993]. Ein ausgearbeitetes Protokoll zur
erfolgreichen Regenerierung zellwandbildender Protoplasten aus V. utricularis
wurde von Wang [Wang et al., 1997b] publiziert.

Die fur die durchgefihrten Experimente verwendeten Algen der Art V.
utricularis wurden jedes Jahr im September an den Steilkisten im Osten der
Insel Ischia, Italien, gesammelt. Nach Entfernung von Fremdorganismen

wurden die Algen in Mittelmeerwasser (Natural Sea Water, NSW) nach



Wirzburg transportiert. Zur weiteren Kultivierung teilte man die Algen in einem
auf 16x1°C klimatisierten Raum auf mehrere 40 | Acryl-Becken auf, die
ebenfalls mit NSW gefullt, beltftet und gegebenenfalls mittels Umwalzpumpen
gereinigt wurden. Die Beleuchtung der Becken erfolgte durch
Fluoreszenzlampen mit einer Leistung von 25 W (Typ Fluora, 25 W, 1500 Lux,
Fa. Osram, Minchen) in einem 12 h Tag-Nacht-Rhythmus. Das
Mittelmeerwasser hatte einen pH-Wert von 8.1 und eine Osmolalitat von 1.124
Osmol kg*, die wochentlich kontrolliert (kryoskopisches Osmometer, Typ
Osmomat 0-30, Fa. Gonotec GmbH, Berlin) und bei Bedarf auf den Sollwert
nachreguliert wurde. In den Becken lagen die Algen sowohl in gréReren

Polstern, als auch als isolierte Einzelzellen vor.

2.1.2 Ventricaria ventricosa

Ausfuhrliche Verwandtschaftsuntersuchungen hinsichtlich Morphologie,
Zellteilung und Zellproteine erforderten die Ausgliederung einer neuen Gattung
Ventricaria fur die bisherige Art Valonia ventricosa [Olsen & West, 1988].

Ventricaria ventricosa ist eine ebenfalls vielkernige Zelle, die jedoch im
Gegensatz zu Valonia aus unverzweigten, blasigen Vesikeln besteht, die
Durchmesser von normalerweise 1-4 cm aufweisen konnen. Rhizoidale Zellen
an der basalen Seite sorgen fur eine Anheftung an den Untergrund (Abbildung
3). Auch bei Ventricaria nimmt eine Zentralvakuole den grof3ten Teil (> 95 %)
des Zellvolumens ein.

Elektronenmikroskopische Untersuchungen an V. ventricosa [Shihira-
Ishikawa & Nawata, 1992] zeigten, dass das Protoplasma hauptsachlich von
Chloroplasten und Zellkernen gebildet wird und eine dinne ca. 10 um dicke
Schicht zwischen Zellwand und Vakuole darstellt. Die Chloroplasten kommen
dabei hauptsachlich eng aneinandergepackt in einer Art Monolayer an der
inneren Seite des Plasmalemmas zu liegen; die Zellkerne befinden sich
gleichmaliig verteilt innerhalb dieser Chloroplastenaggregation. Mikrotubulare
Systeme, das sog. Zytoskelett, stabilisieren diese an sich recht fragile



Organisation: An der Plasmaseite gelegene kortikulare Mikrotubuli verbinden
die Chloroplasten untereinander und fixieren diese in unmittelbarer Nahe zur
Plasmamembran. AulRerdem ziehen grol3e kernassoziierte Mikrotubulinbindel
in Strahlen zu den Chloroplasten und sorgen damit fir die Verankerung und
gleichmaliige Verteilung der Kerne.

Abbildung 3: Ventricaria ventricosa. Blasenférmig-kugelige Einzelzelle von

betrachtlicher Grof3e.

Unterschiedlich grof3e Exemplare von Ventricaria ventricosa wurden an
der Kiste von Oahu, Hawaii, USA gesammelt und in kleinen Geféal3en mit
Meerwasser schnellstmdglich nach Wdurzburg gebracht. In 5 bis 10 |
Glasbecken wurden die Zellen in gefiltertem Originalwasser bei 20+1°C,
ausreichender Beluftung und nur indirekter Beleuchtung (s.o0.) gehalten. Es
wurden sowohl frische als auch mehr als ein Jahr in Kultur gehaltene
Exemplare untersucht. Bei den frisch gesammelten Exemplaren wurde
zusatzlich noch zwischen kleinen (Vz < 0.5 ml) und grof3en Zellen (Vz> 1.0 ml)

unterschieden. Man nahm an, dass es sich bei den kleinen Exemplaren um



jungere Algen handelte, wahrend die grof3en Zellen als alter betrachtet wurden.
Der pH-Wert der Ventricaria-Kultur betrug ebenfalls 8.1, die Osmolalitat war mit
1.024 Osmol kg™ deutlich niedriger als bei den Kulturen von V. utricularis. Auch
hier wurde wochentlich die Osmolalitat Uberprift (s.0.) und gegebenenfalls
nachreguliert.

2.2 Verwendete Medien und Lésungen

2.2.1 Externe Medien

Standard Artificial Sea Water (Standard-ASW):

Wahrend der Experimente wurden die Algen von kinstlichem Meerwasser
(Artificial Sea Water, ASW) umsplilt. Zusammengesetzt aus den wichtigsten im
naturlichen Meerwasser vorkommenden lonen wurde es an die jeweiligen
Versuchsvoraussetzungen angepasst und seine Osmolalitat analog dem
naturlichen Meerwasser der jeweiligen Algenart reguliert. Der pH-Wert wurde
mittels HEPES-Puffer (N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N'-[2-ethansulfonsé&ure])
und NaOH bzw. KOH auf 8.1 eingestellt.



Tabelle 1: Zusammensetzung der Standard-ASW-L6sung fur V. utricularis und V.

ventricosa

Konzentration / mM

Verwendete Verbindung

V. utricularis V. ventricosa
NaCl 545 510
KCI 12 11
CaCl, 11 10
MgCl, 10 9
HEPES/NaOH 10 10

ASW-LAsungen mit variierter Osmolalitat:

Die hyper- bzw. hypoosmotischen Turgorregulationsexperimente konnten
durchgefiihrt werden, wenn das Standard-ASW (siehe Tabelle 1) mit NaCl auf

die gewiinschte Osmolalitat aufgesalzt, bzw. mit aqua dest. verdinnt wurde.

ASW-LAOsungen mit verandertem pH-Wert:

Fur Experimente mit variierten pH-Werten im Auf3enmedium wurde der
Puffer des Standard-ASW (10 mM HEPES) gegen einen Puffer ausgetauscht,
der fur den jeweiligen pH-Bereich passend war. Nach Herstellung einer 0.1 M
Stammldsung wurde die entsprechende Menge (Endkonzentration 10 mM) dem
Ansatz beigegeben und mit einer 1 M NaOH-L6sung auf den gewlnschten pH-
Wert eingestellt.

Es wurden folgende biologische Puffer verwendet:



HEPES N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N'-[2-ethansulfonséure]

PIPES Piperazine N,N'-bis[ethansulfonséure]
MES 2-[N-Morpholino]ethansulfonsaure
MALAT L-2-Hydroxybutandionsaure

Genauere Angaben Uber die Eigenschaften dieser Substanzen sind in
Tabelle 2 zusammengefasst.

Tabelle 2: Die wirksamen pH-Bereiche und die pK,-Werte obiger Puffer bei einer
Konzentration von 0.1 M und einer Temperatur von 25°C (entnommen aus dem
Katalog der Fa. Sigma, Miinchen, 1997/98).

Puffer  Molgewicht / g mol* benétigter pH-Wert wirksamer pH-Bereich  pK,

HEPES 238.3 8.1 6.8-8.2 7.5
PIPES 302.4 7.0 6.1-7.5 6.8
MES 195.2 6.0 55-6.7 6.1
MALAT 134.1 4.0und 5.0 3.4;5.2

ASW-LAsungen mit unterschiedlichem Gehalt der Hauptionen:

In verschiedenen Experimenten wurde die Konzentration der wichtigsten
lonen im Badmedium variiert, bzw. es wurden diese vollstandig durch andere
Substanzen substituiert. Durch Mischen dieser Medien mit Standard-ASW
konnte der Gehalt der betreffenden lonensorte leicht verandert werden. Die
Zusammensetzung der Substitutions-Medien ist aus Tabelle 3 ersichtlich. Dabei
wurde Natrium durch Cholinchlorid ersetzt (ASW / -Na), Kalium durch Natrium
(ASW / -K) und Chlorid durch MES™ (ASW / -ClI).



ASW-LAsungen mit lonenkanal-blockierenden Agenzien:

Zur Beantwortung der Frage, welche lonenkanéle in der Physiologie von
V. utricularis und V. ventricosa eine Rolle spielen, wurden dem ASW
Substanzen zugesetzt, die lonenkanale selektiv blockieren kdnnen. Dabei kam
zur Blockierung der Chloridkanédle DIDS (4,4'-Diisothiocyanatostilben-2,2'-
Disulfonsaure) in unterschiedlichen Konzentrationen zum Einsatz, wahrend die
Kalium-sensitiven Kanale durch Zugabe von TEA (Tetraethylammonium) und
BaCl, untersucht wurde. Auf die jeweils eingesetzten Konzentrationen dieser
Blocker wird im Ergebnisteil genauer eingegangen.

Tabelle 3: Zusammensetzung der Substitutions-Medien fur V. utricularis und V.

ventricosa
Konzentration / mM
Ldsun verwendete Verbindungen
9 9 V. utricularis V. ventricosa
ASW / -Na Cholinchlorid 545 510
KCI 12 11
CaCl, 11 10
MgCl, 10 9
HEPES/KOH 10 10
ASW / -K NacCl 557 521
CaCl, 11 10
MgCl, 10 9
HEPES/NaOH 10 10
ASW / -Cl MES 484 452
NaOH 469 438
KOH 12 11
Ca(OH), 11 10
Mg(MES), 10 9

HEPES/NaOH 10 10




2.2.2 Medien zur internen Perfusion

Neben der Variation der AufRenlésungen kann mit Hilfe der sog.
Mikroperfusion (zum Aufbau siehe 2.3.2) auch der Inhalt der Zentralvakuole der
Algen veradndert und gezielt manipuliert werden. Dazu wurden
Perfusionsmedien entwickelt [Spiel3, 1996; Wang et al., 1997a], die in ihrer
Zusammensetzung dem vakuolaren bzw. zytoplasmatischen Saft von V.

utricularis und V. ventricosa entsprachen.

Standard Perfusionsldsung (Artificial Vacuolar Sap, AVS):

Diese Losung konnte dazu benutzt werden, um in ihr gel0ste Substanzen,
deren Wirkung untersucht werden sollte, in die Vakuole der Algen zu schleusen.
Ihre Zusammensetzung ist in Tabelle 4 aufgezeigt. Die Osmolalitat betrug 1.340
Osmol kg™; der pH-Wert wurde mittels Phosphatpuffer auf 6.3 fiir Valonia, bzw.
6.1 im Falle von Ventricaria eingestellt.

Tabelle 4: Zusammensetzung der Standard-Perfusionslosung AVS bei V.

utricularis und V. ventricosa

Konzentration / mM

Verwendete Verbindung

V. utricularis V. ventricosa
NacCl 220 0
Na,SO, 0 22
KCI 440 625
CaCl,
MgC|2

Phosphatpuffer




Kiinstliches Zytoplasma-analoges Perfusionsmedium (Artificial Cytoplasmic

Sap, ACS):

Zur Applikation von Substanzen, die in der Lage sind, Poren in die
Vakuolenmembran der Algen einzubauen (s. weiter unten), musste ein
Perfusionsmedium entwickelt werden, das speziell an das zytoplasmatische
Milieu von V. utricularis und V. ventricosa angepasst war [Wang et al., 1997a].
Die Zusammensetzung von ACS ist in Tabelle 5 beschrieben. Die Osmolalitat
betrug bei V. utricularis 1.116 Osmol kg™ und bei V. ventricosa 1.040 Osmol
kg™; der pH-Wert wurde durch HEPES/KOH auf 7.5 eingestellt.

Tabelle 5: Zusammensetzung des zytoplasmatischen Mediums ACS bei V.

utricularis und V. ventricosa

Konzentration / mM

Verwendete Verbindung

V. utricularis V. ventricosa

NacCl 40 40
KCl 80 40
K.SO, 408 408
CaCl, 5 5

MgCl, 10 10
EGTA 10 10
HEPES/KOH 10 10

2.2.3 Medien zur gezielten Permeabilisierung der Membranen

Um eine Trennung der elektrischen Eigenschaften von Plasmalemma und
Tonoplast erreichen zu kénnen, wurde Uberlegt, die jeweils eine Membran
selektiv mit einem porenbildenden Antibiotikum (Nystatin, Amphotericin B) zu
dotieren und dadurch elektrisch kurz zu schlieBen. Dazu wurden die Antibiotika
in einer Konzentration von 5 mM als Stamml6sung in Dimethylsulfoxid (DMSO)



gelost. Eine entsprechende Menge dieser Stammlosung wurde zu dem
kinstlichen Zytoplasma-Medium ACS gegeben, so dass das Antibiotikum in
einer Endkonzentration von 50 puM vorlag. Das dabei in einer Konzentration von
1% vorhandene DMSO hatte, wie Kontrollmessungen ergaben, keinen Einfluss
auf die verwendeten Algenzellen [Wang et al., 1997a; Ryser et al., 1999].

Fur die Herstellung der Medien wurden Salze der Firma Merck, Darmstadt
verwendet. Die Puffer, Nystatin, Amphotericin B, TEA und DMSO wurden von
der Firma Sigma, Deisenhofen bezogen. DIDS kam von der Firma Fluka, Neu-
Ulm. Die angesetzten Medien wurden, wenn erforderlich, sterilfiltriert und bis zu

ihrer Verwendung bei 4°C aufbewahrt.

2.3 Die kombinierte Ladungspuls-/Mikroperfusionstechnik

Zur Durchfuhrung der Experimente wurde eine Messapparatur verwendet,
die eine Kombination der Ladungspulstechnik mit einer Methode zur
kontrollierten Manipulation des Vakuoleninhalts und des Turgordrucks der
Zellen (der sog. Mikroperfusion) darstellt (Abbildung 4). Uber erstere
Komponente wurde schon mehrfach ausfiihrlich berichtet [Zimmermann &
Benz, 1980; Benz & Zimmermann, 1983; Zimmermann, Buchner, & Benz, 1982;
Wang et al.,, 1991; Wang, 1992; Spiel3 et al.,, 1993]. Die Technik der
Mikroperfusion (vgl. Spiel3 1996) soll hier dargestellt werden (siehe dazu auch
3.1).

Die gesamte Apparatur befand sich zur elektrischen Abschirmung in
einem Faraday-Kafig und ruhte schwingungsgedampft auf einer schweren
Granitplatte.
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Abbildung 4: Schematisches Diagram der Messapparatur zur kombinierten
Ladungspuls- / Mikroperfusionstechnik fur V. utricularis und V. ventricosa. Die
Abkurzungen bezeichnen folgende Komponenten: A: Differentialverstérker, C:
Algenzelle, D:. Diode, D1, D2, D3:. Turgordruckanzeige, DO1, DOZ: Digitales
Speicheroszilloskop, MC: Messkammer, O: Auslass des Badmediums, P1, P2
Einlass-, Auslass-Perfusionspipette, PC, PC1, PC2, PC3. Druckkammer, PE:
Potentialelektrode, PG: Pulsgenerator, PP. Perfusionspumpe, PR: Druckminderer,
PT1, PT2, PT3. Druckwandler, PW: Platindraht (innere Stromelektrode), R: 10Q
Widerstand, REI1. Bezugselektrode Strommessung, REZ2: Bezugselektrode
Potentialmessung, S: Einlass Badmedium, SY: Spritze mit Perfusionsmedium, V1,

V2: Sperrventil. Weitere Erklarungen der Apparatur finden sich im Text.

2.3.1 Die Ladungspulstechnik

Eine in der Messkammer (MC in Abbildung 4) fixierte Algenzelle wurde
mittels zweier auf Mikromanipulatoren (Typ 02, Fa. Leitz, Wetzlar) befestigten
Mikroelektroden aus Borosilikatglas (P1, P2, Fa. Hilgenberg, Malsfeld) so

angestochen, dass an den Turgordruckanzeigen (D1, D2, D3) ein stabiler



Turgor von ca. 0.1 — 0.2 MPa (Valonia) bzw. ca. 0.2 — 0.4 MPa (Ventricaria) zu
beobachten war. Diese Elektroden waren zu diesem Zweck mit Druckwandlern
versehen und dienten somit im Stil einer Druckmesssonde gleichzeitig zur
Erfassung des Zellturgors. Die Druckmesssonde [Zimmermann & Steudle,
1974] besteht im wesentlichen aus einer luftblasenfrei mit Silikondl - oder in
diesem Fall - Wasser gefiillten Plexiglaskammer, auf welcher ein Druckwandler
(Typ CPS 125-200, Kulite Semiconductor Products, Ridgefield, New Jersey,
USA) montiert ist, der den in der Kammer herrschenden Druck proportional in
eine Spannung umformt, die dann auf einem Voltmeter (D1, D2, D3) direkt
abgelesen werden kann. Eine Glaspipette , die an der Spitze diinn ausgezogen
wurde (Innendurchmesser ca. 10 — 40 um) wird — ebenfalls luftblasenfrei gefuillt
— druckdicht an die Kammer geschraubt, so dass uber das Fullmedium eine
Verbindung zwischen der Zelle und dem Druckwandler hergestellt wird. Die
Druckmesssonde misst somit direkt den in der Zelle herrschenden Turgordruck.

Eine in der Einlasspipette (P1) integrierte Elektrode (3 M KCI/Ag/AgCl)
erlaubt, zuséatzlich das vakuoldre Ruhepotential (V) in Bezug zum
Aulenmedium zu messen. Dieses liegt bei Valonia bei ca. +1 mV, bei

Ventricaria werden ca. +4 mV gemessen.

Wahrend des gesamten Experimentes wurde die Alge kontinuierlich von
ASW, bzw. den jeweiligen Versuchslosungen umspult. Eine Peristaltikpumpe
(Typ MS-Reglo, Fa. Ismatec, Glattbrugg-Zurich, Schweiz) forderte das
AufRenmedium in einem Kreislauf aus dem Vorratsbehélter in die Messkammer
und wieder zuriick. Vor dem Eintritt in die Messkammer wurde die Badldsung
durch einen Thermostat (Typ RM9, Fa. Lauda, Lauda-Konigshofen) tber einen
Sekundarkreislauf auf 20°C konstant eingeregelt.

Ein flexibler Lichtleiter einer Kaltlichtquelle (Typ KL 150B, Fa. Schott,
Wiesbaden) leuchtete die Messkammer von unten aus. Mit Hilfe eines tber der
Kammer angebrachten Binokulars (Typ Wild M8, Fa. Leica Heerbrugg,
Heerbrugg, Schweiz) konnte der Anstich und der Zustand der Zelle wahrend
des Experimentes optisch verfolgt werden. Zusatzlich diente die Verwendung

eines Messokulars zur planimetrischen Bestimmung der Oberflache der Alge.



Nach dem Anstich genilgte eine Ausheilzeit von 60 — 120 min bis eine
Konstanz in den Messwerten (Turgordruck, Vakuolenpotential, Relaxations-

zeiten) zu verzeichnen war.

Bei der Ladungspulstechnik wird ein von einem Pulsgenerator (PG, Typ
241B, Fa. Hewlett Packard, Boblingen) erzeugter Rechteckpuls von 1 ps Dauer
Uber eine Diode (D) und den Platindraht (PW), der als Stromelektrode fungiert,
in die Zelle appliziert. Die Ladungspulsmenge Q kann aus dem Strompuls I,
berechnet werden, der Uber eine am Boden der Messkammer angebrachte
plattenformige Referenzelektrode (REI1) mit einem dazwischengeschalteten 10
Q Widerstand (R) auf dem digitalen Speicheroszilloskop (DOZ2, Typ 490, Fa.
Nicolet, Madison, Wisconsin, USA) aufgezeichnet wird. Nach dem Strompuls
schaltet die Diode (D) aufgrund der positiven Membranspannung (Vm(t);
geladen durch den Strompuls) sofort in den Sperrzustand. Der grol3e
Sperrwiderstand der Diode (D) von mehr als 10® Q und der hohe
Eingangswiderstand des Verstarkers (A) stellen sicher, dass die nun
resultierende Spannungsrelaxation ausschlief3lich Gber die Membransysteme
der Alge erfolgte.

Die Spannungsrelaxation wird Uber eine Spannungselektrode (PE, 3 M
KCI/Ag/AgCI) und eine Referenzelektrode (RE2, 3 M KCI/Agarbriicke/Ag/AgCl)
abgeleitet und Uber einen Verstarker (A) mit dem digitalen Speicheroszilloskop
(DO1, Typ 490, Fa. Nicolet, Madison, Wisconsin, USA) aufgezeichnet. Die
Relaxationskurven (4096 Datenpunkte, 12 bit Auflosung) werden auf Diskette
(3.5") fur die weitere Auswertung abgespeichert. Wie von Wang gezeigt wurde
[Wang et al.,, 1991] kann durch den Gebrauch von zwei getrennten
Referenzelektroden (RE1, REZ2) vermieden werden, dass es zu Polari-
sationseffekten an der Spannungselektrode kommt, die durch die Stromimpulse

ausgelost werden.



2.3.2 Die Mikroperfusion

Die grundsatzliche Idee und gleichzeitig der grof3e Vorteil der hier
verwendeten Mikroperfusionsanlage (Abbildung 4) besteht darin, das vakuolare
Medium der Algenzellen unter unabhangiger Kontrolle des Turgordrucks und
der Perfusionsgeschwindigkeit definiert auszutauschen und zu manipulieren.
Parallel dazu kdnnen mit denselben Kapillaren (P1, P2), durch die das Perfusat
in die Zelle gelangt, durch Integration der erforderlichen Strom- und
Potentialelektroden (PW, PE), Ladungspulsmessungen durchgefuhrt werden
(siehe oben).

Die Perfusionslésung wird von einer in ihrer Geschwindigkeit exakt zu
regulierenden Pumpe (PP, Perfusor® secura FT, Fa. B. Braun, Melsungen)
durch druckdichte Zuleitungen (Schlauche aus Teflon®, Innendurchmesser 0.5
mm, Fa. Pharmacia, Uppsala, Schweden) in die Einlasskammer (PC1) gepumpt
und Uber die daran angebrachte Glaskapillare (P1, Innendurchmesser 1.6 mm)
in die Vakuole der Zelle gefordert. Durch die am gegenuberliegenden Ende der
Alge positionierte Auslasskapillare (P2, Innendurchmesser 1.6 mm) flief3t
daraufhin der Vakuoleninhalt bzw. das Perfusionsmedium in die
Auslasskammer (PC2). Eine ebenfalls druckdicht angeschlossene
Gegendruckkammer (PC) dient zum einen zum Auffangen des Perfusats, zum
anderen wird hier durch Erzeugung eines exakt einzustellenden Gegendrucks
der Turgordruck vorgegeben, der dann im gesamten hydraulischen
Perfusionssystem herrscht. Uber drei Druckwandler (PT1, PT2, PT3) kann der
an den entscheidenden Stellen im System herrschende Turgor gemessen und
angezeigt (D1, D2, D3) werden. Zwei Ventle (V1, V2) ermoglichen die
hydraulische Abtrennung der Zelle und der beiden Kapillaren von der
Perfusionspumpe und der Gegendruckkammer.

Mit diesem Aufbau ist eine Perfusion im Druckbereich zwischen 0 - 0.4
MPa moglich. Die Perfusionsgeschwindigkeit zeigt Gber weite Bereiche (0 — 30
ul min) keinen signifikanten Einfluss auf die Zellmembranparameter; eine

Standardgeschwindigkeit von 20 pl min™® stellt einen gentigend schnellen



Medienaustausch bei minimaler Beeinflussung der Messparameter sicher
[Spiel3, 1996]. Bei dieser Perfusionsgeschwindigkeit betragt die Austauschzeit

des Vakuolensaftes ca. 5 min.

Das unerwiinschte Verstopfen der Auslasskapillare wahrend der Perfusion
durch Zellwandbestandteile und gelartige Substanzen der Vakuole kann durch
vorsichtiges Bewegen des in dieser Kapillare integrierten Platindrahts (PW, der
eigentlichen Stromelektrode der Ladungspulsapparatur) elegant beseitigt
werden. Da diese Bewegungen nahezu erschitterungsfrei erfolgen, erfahrt die
Anstichstelle keinerlei Vibrationen, die die Druckdichtigkeit beeinflussen
konnten. Nach etwa 20 Minuten Perfusionsdauer trat dieses Problem in der

Regel nicht mehr auf.

2.4 Analyse der Daten

Wie in 2.3.1 beschrieben kommt es nach Applikation eines Ladungspulses
in die Vakuole von V. utricularis oder V. ventricosa zu einer Relaxation des
Gesamtmembranpotentials Uber die beiden Membranen (Tonoplast und
Plasmalemma) dieser Algen. Ein typisches Relaxationsspektrum von V.
ventricosa ist in Abbildung 5 dargestellt.

Man erkennt eine biphasische Relaxation des Gesamtmembranpotentials
Vm, die in erster Naherung durch die Summe zweier Exponentialfunktionen
beschrieben werden kann [Benz & Zimmermann, 1983]. Man benutzt hierzu
entweder ein multiexponentielles Anpassungsprogramms ("least-square-fit")

oder den Levenberg-Marquard-Algorithmus fur nichtlineare Regressionen:

Vin(t) = Viexp(-t/t1) + Vaexp(-t/12)

Vi(t) = Vo (a1exp(-t/ty)) + (azexp(-t/t2)) (Gleichung 1)



Dabei bezeichnen V, die Spannungsrelaxation, t die Zeit, T; und T2 die
Zeitkonstanten der Relaxation, Vi und V; die absoluten Anfangsamplituden des
schnellen und langsamen Spannungsabfalls und a; und a, die relativen

Anfangsamplituden des schnellen bzw. langsamen Spannungsabfalls.

Weiterhin gilt :

Vo=V1+V>, und
a; = V1/V0 , bzw. ar>= Vz/Vo
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Abbildung 5: Spektrum einer biphasischen Spannungsrelaxation Uber die Zeit einer
Zelle von V. ventricosa in ASW (1.024 Osmol kg™, pH 8.1). Das Spektrum wurde
nach einem Puls von 1 ps Dauer aufgenommen (Ladungsmenge Q = 7.32 nAs).
Das vakuolare Ruhepotential betrug V,,= +8.2 mV; die Alge hatte eine Oberflache
von Az =80 mmz und ein Volumen von Vz= 66 mm3. Der Turgor wurde zu P = 0.16

MPa bestimmt. Im Inset ist eine halblogarithmische Darstellung derselben



Relaxation zu sehen, die nach Gleichung 1 mittels zweier Exponentialfunktionen

angepasst wurde.

Zum Berechnen der Relaxationszeitkonstanten t; und T2 wird in der
halblogarithmischen Auftragung zunadchst der hintere, langsame Teil des
Relaxationsspektrums mit einer linearen Regression angepasst. Aus dieser in
guter Naherung als Gerade darstellbaren Funktion erhélt man die Parameter V,
und T.. Daraufhin wird die langsame Relaxation von dem gemessenen
Spektrum subtrahiert und erneut halblogarithmisch aufgetragen. Aus dieser
zweiten linearen Regression erhélt man die Parameter V, und T;.

Die Kurvenanpassung der experimentellen Daten war in allen Fallen
hdchst signifikant (P < 0.001, nach Student's t-test).

Die Interpretation der so erhaltenen Daten war in der Vergangenheit sehr
umstritten  (vgl. Einleitung). So konnte das Auftreten von zwei
Relaxationszeitkonstanten in einem System von zwei in Serie geschalteten
Membranen zum einem mit dem sog. "Konzept der mobilen Ladungen”, zum
anderen mit dem sog. "Zwei-Membranen Modell" erklart werden [Wang et al.,
1997a; Ryser et al., 1999].

Erst nach der erfolgreichen Trennung der elektrischen Parameter der
beiden Membranen lieRe sich diese Kontroverse eindeutig zu Gunsten des
"Zwei-Membranen Modells" klaren. Vor diesem Hintergrund kdnnte man die
schnelle Relaxation und die daraus resultierenden Parameter (Vi und 1;) dem
Plasmalemma zuordnen, wahrend die langsame Relaxation und die sich daraus

ergebenden Parameter (V2 und t12) den Tonoplasten reprasentieren.

Auf der Basis dieses "Zwei-Membranen Modells" lassen sich die
flachenspezifischen Kapazitaten und die flachenspezifischen Leitfahigkeiten
von Plasmalemma und Tonoplast wie folgt berechnen:



Unter der Voraussetzung, dass die Oberflache des Plasmalemmas und
des Tonoplasten der geometrischen Oberflache der Algenzelle (Az)
entsprechen, gilt:

Co=Q/ (AzV1) und Ry = 1/G, = 14/Cyp (Gleichung 2)
Ci=Q/(AzVo) und Ri=1/Gi=T12/ C; (Gleichung 3)

Dabei ist Q die injizierte Ladungsmenge und C,: Rpi, Gp: die
flachenspezifischen Kapazitaten (C), Widerstande (R) und Leitfahigkeiten (G)
von Plasmalemma (Index p) und Tonoplast (Index t).

Allerdings muss in diesem Zusammenhang darauf hingewiesen werden,
dass die tatsachliche Oberflache der Membranen, v.a. die des Tonoplasten,
nicht unbedingt mit der geometrischen Flache der Alge gleichzusetzen ist.
Dieses Problem wird in 3.3 noch ausfuhrlich behandelt.



3 Ergebnisse 1: Valonia utricularis

Ein wichtiger Schritt zur getrennten Identifizierung der Membranparameter
von Plasmalemma und Tonoplast stellte die Entwicklung der Mikro-
perfusionsapparatur dar. Mit Hilfe dieser Technik ist es erstmals gelungen,
neben den externen Bedingungen auch das vakuolare Milieu von marinen
Riesenalgen unter Beibehaltung des physiologischen Turgors der Zellen zu

manipulieren.

3.1 Die Vorteile der Mikroperfusion

Ein Schema des Versuchsaufbaus der integrierten Ladungspuls-
IMikroperfusionsanlage ist in Abbildung 4 dargestellt und im Abschnitt 2.3.2
erlautert.

Experimente im Vorfeld zeigten, dass die Verwendung von Glaskapillaren
mit einem Spitzendurchmesser von mehr als 100 uM die Zellen sehr stark,
meist irreversibel, schadigen konnten. Vor allem bei dem Anlegen eines
Turgors von 0.2 MPa, war eine druckdichte Verbindung der Zellwand mit der
Glaskapillare nicht mehr moglich. Aus diesem Grund kamen bei allen
Experimenten Borosilikat-Pipetten mit einem Spitzendurchmesser von weniger
als 30 uM als Auslasskapillaren (P2 in Abbildung 4) zum Einsatz. Konnte mit
solch feinen Spitzen zwar eine Ubermaldig grof3e Beschadigung der Zelle
vermieden werden, so zeigte sich bei der Perfusion des Vakuoleninhalts jedoch
das Problem der Verstopfung der Kapillare durch Zellwandbestandteile und
gelartige Substanzen der Vakuole (diese Tatsache war wohl schon bei friiheren
Untersuchungen mariner Riesenalgen bekannt und fuhrte zu der Verwendung
von Kapillaren mit Spitzen von etwa 200 uM Durchmesser [Gutknecht, 1967]).

Bei der hier vorgestellten Anlage kann diesem Problem wie schon
beschrieben begegnet werden: In die Auslasspipette P2 ist die Stromelektrode
PW der Ladungspulsapparatur integriert (siehe Abbildung 4). Dieser Platindraht



kann innerhalb der Pipette mit Hilfe einer Mikrometerschraube vorsichtig
bewegt werden, so dass Verstopfungen an der Spitze der Kapillare leicht
beseitigt werden kdnnen.

Als Standard-Perfusionsmedium, in dem die zu untersuchenden
Substanzen in den meisten Fallen in die Vakuole gebracht wurden, kam das
kiinstliche Vakuolenmedium AVS zum Einsatz (vgl. 2.2.2). Die schonende
Eigenschaft einer Perfusion mit diesem Medium kann man erkennen, wenn
man die Relaxationsspektren von V. utricularis unter Kontrollbedingungen
(unperfundiert) und nach Perfusion mit AVS betrachtet. Eine solche Messung ist
beispielhaft in Abbildung 6 dargestelit.
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Abbildung 6: Ladungspulsrelaxationsspektren einer Zelle von V. utricularis in
halblogarithmischer Auftragung. Umspilt von ASW, wurde Kurve 1 ohne Perfusion
1.5 Stunden nach dem Einfuhren der Mikrokapillaren aufgenommen, wéhrend
Kurve 2 nach einer zweistindigen Perfusion mit AVS aufgezeichnet wurde.
Zellparameter: Az=71 mmz2, V=51 mm3, P = 0.15 MPa.



Nach Auswertung der Ladungspulsrelaxationsspektren mit Hilfe wvon
Gleichung 1 konnten die Zellparameter unter Standard- und unter
Perfusionsbedingungen gut miteinander verglichen werden. Fir die Kurven 1
(1.5 Stunden unter Standardbedingungen) und 2 (2 Stunden Perfusion mit AVS)
in Abbildung 6 erhielt man folgende Werte:

V1i/mV T,/ pUs V2 [/ mV T,/ ms
Kurvel (Kontrolle) 11.6 208 1.8 2.9
Kurve2 (Perfusion) 12.4 225 1.9 3.5

Der Vergleich der Parameter macht deutlich, dass es nach zweistindiger
Perfusion der Vakuole mit einem kinstlichen Vakuolenmedium, wie
beispielsweise AVS, zu keiner erheblichen Beeintrachtigung der
Membranparameter von V. utricularis kam. Erst nach einer Perfusionsdauer von
mehr als funf Stunden konnte ein Effekt dieser Prozedur auf die
Membranparameter festgestellt werden. Dabei nahm die Zeitkonstante der
schnellen Relaxation t; durchschnittich um weniger als 15 % zu, die der
langsamen Komponente 1, um weniger als 30 %. Die flachenspezifische
Leitfahigkeit der Gesamtmembranbarriere nahm bei dieser Langzeitperfusion
um weniger als 25 % ab. Ahnliche Ergebnisse wie bei dieser Alge konnten bei
mehr als 15 weiteren Zellen beobachtet werden. Die elektrischen Eigenschaften
von zehn weiteren Algen (perfundiert und nicht perfundiert) sind im Appendix
zusammengefasst (Tabelle 7).

Es handelt sich also bei der Mikroperfusion um ein durchaus schonendes
Verfahren zur gezielten Manipulation des vakuolaren Milieus einzelliger mariner

Riesenalgen wie beispielweise V. utricularis oder V. ventricosa.



3.2 Der Einfluss des Turgordrucks auf das Ladungspulsrelaxations-
spektrum

Experimente in der Vergangenheit zeigten, dass eine Voraussetzung fir
eine Betrachtung physiologischer Parameter von marinen Algen die Kontrolle
und Erhaltung des Turgordrucks ist. Inwieweit dieser Zellinnendruck die
Membranparameter von V. utricularis beeinflusst, kann man erkennen, wenn

Perfusionsexperimente auf verschiedenen Druckstufen durchgefihrt werden.

Vi, / mV

Zeit / ms

Abbildung 7: Halblogarithmische Auftragung von Ladungspulsrelaxationsspektren
von V. utricularis, die bei unterschiedlichen Turgorstufen perfundiert wurden
(Badmedium ASW, Perfusionsmedium AVS, 20 pl/min). Die Kurven wurden
aufgenommen bei 0.16 MPa (nativer Turgor; Kurve 1), 0.02 MPa (Kurve 2) und
0.32 MPa (Kurve 3). Zellparameter: Az =77 mmz2, Vz= 48 mms,



In Abbildung 7 sind die Relaxationsspektren einer Alge dargestellt, die bei
verschiedenen Druckstufen mit AVS perfundiert wurde (Badmedium ASW,
Perfusionsgeschwindigkeit 20 pl/min).

Deutlich ist zu erkennen, dass sich das Relaxationsspektrum von V.
utricularis verandert, wenn der Turgor in der Zelle vermindert (Abbildung 7,
Kurve 2) bzw. erhoht (Abbildung 7, Kurve 3) wird. Es kommt zu einem
signifikanten Anstieg beider Zeitkonstanten, vor allem der Zeitkonstanten der
langsamen Relaxation 1. Andert man mit Hilfe der Perfusionstechnik
schrittweise den Turgor der Algen (zunachst Absenkung auf 0.0 MPa, dann
Erh6éhung des Drucks tber den Ausgangsturgor auf 0.3 MPa), kann man die
Druckabhangigkeit der Membranparameter deutlich machen (Abbildung 8A-C).

In Abbildung 8A und C kann man eine auffallige Parallelitat der
Druckeinwirkung auf den Membranwiderstand Ry und auf die langsame
Relaxationskonstante 1, feststellen. Erhdhte man — ausgehend von 0.0 MPa —
schrittweise den Innendruck der Alge, so nahmen beide Parameter bis zum
Punkt des physiologischen Turgors (0.15 MPa) zunachst ab. Wurde der Druck
dann Uber diesen Wert hinaus bis auf 0.3 MPa gesteigert, resultierte daraus
eine signifikante Zunahme von Ry und T2. Interessanterweise hing dabei das
Verhaltnis von Turgor und Ry bzw. Tt nicht von der Richtung der
Drucké&nderung ab; Hysterese-Effekte konnten bei diesen Parametern nicht
beobachtet werden.

Im Gegensatz dazu lie3 der Verlauf der schnellen Zeitkonstante 1, eine
klare Abh&ngigkeit von der Richtung der Druckénderung erkennen (Abbildung
8B). Absenken des Turgors ausgehend vom physiologischen Wert von 0.15
MPa auf 0.02 MPa resultierte in einer starken Abnahme von T1;. Die
darauffolgende Erhdéhung des Drucks bis auf 0.3 MPa liel3 t; zwar wieder
ansteigen, jedoch wurde der Wert unter physiologischem Zellinnendruck nicht
erreicht. Erst das Uberschreiten eines Drucks von 0.3 MPa erlaubte 1;-Werte zu
messen, die bei physiologischem Turgor beobachtet wurden. Dieser Wert nahm

sogar noch etwas zu, als der Druck wieder gesenkt wurde.



Die udbrigen Membranparameter, wie die relativen Amplituden der
schnellen und langsamen Relaxationen (a; und a), die Kapazitat der Membran
Cm, sowie das vakuolare Ruhepotential Vo, zeigten keine Abh&ngigkeit von
einem durch Perfusion veranderten Turgor und blieben im Druckbereich von 0.0

bis 0.3 MPa nahezu konstant.

Abbildung 8: Die Abh&ngigkeit des
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3.3 Auswirkungen von Nystatin und Amphotericin B auf das
Ladungspulsrelaxationsspektrum: Zuordnung der Relaxationen zu
den elektrischen Eigenschaften von Plasmalemma und Tonoplast

Eine zentrale Frage der Forschung an einzelligen marinen Algen der
letzten Jahre war die Beschreibung der Barriereeigenschaften der beiden
Membranen, insbesondere des Tonoplasten. Mit der Motivation, die
elektrischen Parameter der beiden Membranen getrennt darstellen zu kdnnen,
wurden Experimente mit porenbildenden Antibiotika wie beispielsweise Nystatin
und Amphotericin B durchgefihrt. Dabei ging man von den bereits erwahnten
Modellen, nadmlich dem "Konzept der mobilen Ladungen” und dem "Zwei
Membranen-Modell" (vgl. Einleitung) aus, ohne jedoch zunachst eine der
beiden Hypothesen stichhaltig entkraften oder beweisen zu kdénnen.

Das antifungiale Antibiotikum Nystatin (C47;H7sNO17) ist aufgrund seiner
Eigenschaft, Kanale in Membranen zu bilden, ohne diese passieren zu kdnnen,
ein beispielsweise in der Patch-Clamp-Technik bekanntes Agens, um
Membranen gezielt permeabilisieren zu konnen [Bakker, 1979; Cass,
Finkelstein, & Krespi, 1970; Holz & Finkelstein, 1970; Kleinberg & Finkelstein,
1984; Opekarova & Tanner, 1994].

Experimente im Vorfeld zeigten, dass sich bei Applikation von 5 bis 50 uM
Nystatin tUber das Standard-Badmedium ASW oder die Standard-Perfusions-
l6sung AVS das Ladungspulsrelaxationsspektrum von V. utricularis sehr stark
anderte. Sowohl 1; als auch 1, nahmen simultan rapide ab und konnten nach
ca. 200 Minuten nicht mehr exakt bestimmt werden. Offensichtlich traten bei
dieser Art der Applikation des porenbildenden Nystatins grof3e Schadigungen
am Plasmalemma wie auch am Tonoplasten auf. Es konnte vermutet werden,
dass ein Einstrom von Chlorid (das im Badmedium und in der Vakuole in hoher
Konzentration vorhanden ist) durch die Nystatin-Poren in das Zytoplasma zu
letalen Effekten an den Algen fihrte (siehe dazu auch Spiel3, 1996; Wyn Jones,
Brady, & Speirs, 1978). Diese Beeintrachtigung des Zytoplasmas konnte

dadurch verhindert werden, dass ein spezielles Zytoplasma-angepasstes



Medium entwickelt wurde (ACS, siehe Tabelle 5), in welchem das Nystatin tber
das Badmedium bzw. durch Perfusion appliziert werden konnte. ACS enthéalt
nur 140 mM CI'; deutlich weniger als in ASW bzw. AVS enthalten ist (600 mM
bzw. 672 mM). Diese Reduzierung der Chlorid-Konzentation fihrte in der
Konsequenz zu schon bekannten Effekten, namlich einem Anstieg der
Zeitkonstanten 11 und 12 des Ladungspulsspektrums [Wang et al., 1991].

In der Tat Uberlebten die Zellen eine Nystatinbehandlung, wenn sie
gleichzeitig mit ACS umspult wurden, oder ihnen dieses Medium intravakuol&r
perfundiert wurde. Unter diesen Bedingungen korrelierten die Effekte des
Nystatins eindeutig mit der Membranseite, die mit diesem Agens konfrontiert
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Nach externer Zugabe von 50 puM Nystatin zeigten alle Zellen von V.
utricularis (n = 26) einen dramatischen Abfall der schnellen Zeitkonstante t;
(Abbildung 9A). Etwa eine Stunde nach Applikation konnte die schnelle
Relaxation nicht mehr aufgeltst werden. Bemerkenswerterweise waren bei der
Zeitkonstante der langsamen Relaxation T, unter diesen Versuchsbedingungen
uber einen Zeitraum von mehreren Stunden keine signifikanten Anderungen zu
beobachten (Abbildung 10A). Das entgegengesetzte Bild zeigte sich, wenn
Nystatin in einer Konzentration von 50 pM mittels Mikroperfusion in die Vakuole
gegeben wurde (n = 30). Hier nahm die Zeitkonstante der langsamen
Relaxation T, stark ab, bis nach etwa 30 Minuten diese Relaxation nicht mehr
zu erkennen war (Abbildung 9B). Die schnelle Relaxation und t; dagegen
blieben wahrend mehr als 5 Stunden Nystatin-Perfusion nahezu konstant
(Abbildung 10B).

Eventuelle Effekte durch das in einer Konzentration von 0.5 bis 1 %
vorliegende DMSO (Nystatin wird in einer DMSO-Stammldsung angesetzt)
konnten durch Kontrollexperimente ausgeschlossen werden.

Ahnliche Beobachtungen wurden mit dem verwandten Antibiotikum
Amphotericin B gemacht. Dieses Agens war in seiner Wirkung jedoch weniger
effektiv, das heil3t die Effekte traten mit Verzégerung auf.

Bei der Betrachtung der aus Gleichung 3 resultierenden
Tonoplastenparameter fiel die ungewohnlich hohe flachenspezifische Kapazitat
und Leitfahigkeit dieser Membran auf. Diese Berechnung basierte auf der
Annahme, dass die Oberflache des Plasmalemmas und des Tonoplasten mit
der geometrischen Flache der Alge gleichzusetzen ist.

In Tabelle 7 (Appendix) sind beispielhaft flir 10 unterschiedliche Zellen von
V. utricularis die Messdaten und die errechneten Parameter zusammengefasst.
Insgesamt wurden auf diese Art die Membranparameter von mehr als 170

Algen bestimmt.
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wegen, nur ein Teil der Messpunkte widergegeben.

Legt man allerdings zugrunde, dass die flachenspezifische Kapazitat der
biologischen Membranen vieler Zellarten eine vergleichbare Grof3e von 0.5 - 1.3
102Fm? aufweist [Pauly, 1962; Benz & Janko, 1976; Pethig, 1979; Hille, 1992;
Fuhr, Zimmermann, & Shirley, 1996; Zimmermann & Neil, 1996], folgt:



Cp = Ctr

Air= Az (C/Cy) und (Gleichung 4)

Gir = Gt (AdAv) (Gleichung 5)

Dabei gibt C, die flachenspezifische Kapazitat des Plasmalemmas und Cy
die reale flachenspezifische Kapazitat des Tonoplasten an. Es errechneten sich
daraus sich die reale Tonoplastenflache Ay von V. utricularis zu 493 £ 162 mm?
(n = 10, vgl. Tabelle 7 im Appendix) und der reale flachenspezifische
Widerstand des Tonoplasten zu Ry = 26.6 x 107 +14.2 x 102 Qm?2 (n = 10, vgl.
Tabelle 7 im Appendix).



4  Ergebnisse 2: Ventricaria ventricosa

4.1 Die Effekte von externem und vakuoldrem Nystatin auf das
Ladungspulsspektrum

Analog zu den Messungen an V. utricularis (s. oben, Wang et al., 1997a)
und Halicystis parvula [Benz, Buchner, & Zimmermann, 1988] konnte vermutet
werden, dass sich das biphasische Relaxationsspektrum nach Applikation eines
Ladungspulses auch bei V. ventricosa mit Hilfe einer Summe von zwei
Exponentialgleichungen (Gleichung 1) darstellen lief3.

Im Fall der in Abbildung 5 gezeigten Relaxation erhielt man nach
Anpassung der Spektren nach Gleichung 1 folgende Relaxationsparameter (+
Standardabweichung; Korrelationskoeffizient r = 0.99865):

V1=11.2+0.3 mV
1.=256 4 s
V,=1.52 £0.01 mV
1,=3.75+£0.02 ms

Interessanterweise lie3 sich die Kurvenanpassung des Spektrums in
Abbildung 5 noch leicht verbessern (Korrelationskoeffizient r = 0.99986), wenn

die Summe dreier exponentieller Verlaufen zugrundegelegt wurde:

Vi(t) = Vi exp(-t/ty) + Vo exp(-t/t2) + Vzexp(-t/t3)

Die folgenden Parameter resultierten aus dieser Berechnung:

Vi=12.3+0.3mV
1,=219 6 s



V,=1.21 +0.06 mV
1,=4.11 +0.07 ms
und fr die dritte, intermediare Relaxation:
V3=0.82 +£0.06 mV
13=1.37+£0.17 ms

Allerdings konnte das Auftreten dieser dritten Relaxation nur in etwa 50%
der nichtperfundierten Algen beobachtet werden, war also nicht Kklar
reproduzierbar. Lediglich bei Anwesenheit von 50 pM Nystatin  im
AulRenmedium trat diese regelmafiig auf.

In Tabelle 8 (siehe Appendix) sind fur 10 unterschiedlich grof3e,
unperfundierte Zellen von V. ventricosa die Messdaten zusammengefasst;
insgesamt wurden die Membranparameter von mehr als 90 nicht perfundierten
Algen auf diese Art bestimmt.

Die reellen Werte fur die flachenspezifische Leitfahigkeit Gy und fur die
Tonoplastenoberflache Ay wurden analog zu V. utricularis (vgl. 3.3) mit Hilfe der
Gleichungen 4 und 5 unter der Annahme berechnet, dass die reelle Kapazitat
des Tonoplasten mit der des Plasmalemma tbereinstimmt (C, = C,). Fir 10
unterschiedlich groe Zellen von V. ventricosa errechnete sich Gy zu 0.09 x 10*
+0.08 mSm?und Ay zu 3628 + 4029 mm? (vgl. Tabelle 8).

Um entscheiden zu konnen, welche Zellstrukturen fiir das Auftreten der
schnellen, langsamen und intermediaren Relaxationen verantwortlich sind,
wurden — analog zu den Versuchen an V. utricularis - Experimente
durchgefihrt, bei welchen Ladungspulsspekiren von Algen aufgenommen
wurden, die extern und vakuol&r mit dem porenbildenden Antibiotikum Nystatin
konfrontiert wurden.

Da es durch den Einbau von Poren in das Plasmalemma bzw. den
Tonoplast zu einem lonenaustausch des externen bzw. des vakuolaren
Mediums mit dem Zytoplasma kam, war auch bei V. ventricosa die Verwendung
einer Zytoplasma-analogen Ldsung von entscheidender Bedeutung. Dieses



sog. ACS (vgl. Tabelle 5) enthielt nur 140 mM Chlorid, wahrend im Badmedium
und der Vakuolenlésung etwa 600 mM Chlorid enthalten waren. Die Diffusion
einer solch hohen Konzentration von Cl-lonen durch die permeabilisierten
Membranen in das Zytoplasma hétte die Alge in hochstem Maflie geschéadigt,
bzw. lethale Effekte zur Folge gehabt. [Wyn Jones, Brady, & Speirs, 1978;
Wang et al., 1997a].

Applikation von Chlorid-reduziertem Medium (ACS von der externen und
vakuolaren Seite) resultierte bei V. ventricosa in einer leichten Erhohung der
beiden Relaxationszeitkonstanten 1, und To.

Bei externer Zugabe von 50 pM Nystatin in ACS erkannte man einen
drastischen Abfall der schnellen Zeitkonstante 1, (Kurve 2 in Abbildung 11A und
Abbildung 12A). Nach ca. 40 min konnte dieser Prozess nicht mehr aufgeldst
werden (Abbildung 11A). Bemerkenswerterweise liel3 sich bei der Zeitkonstante
der langsamen Relaxation 1, Uber einen Zeitraum von mehr als einer Stunde
keine signifikante Reaktion auf die externe Behandlung mit 50 puM Nystatin
feststellen (Abbildung 11A).

Nach Permeabilisierung des Plasmalemmas durch das porenbildende
Antibiotikum Nystatin konnte man das Auftreten einer dritten Relaxation
regelmafig beobachten (Kurve 2 inAbbildung 11 A).

Das umgekehrte Ergebnis zeigte sich bei interner Perfusion mit 50 pM
Nystatin in Zytoplasma-analogen Medium ACS. Hier konnte man feststellen,
dass die Zeitkonstante der langsamen Relaxation 1, schlagartig abnahm und
diese nach ca. 30 min nicht mehr aufzulésen war (Abbildung 11B und
Abbildung 12B). Die Zeitkonstante der schnellen Relaxation jedoch zeigte unter
diesen experimentellen Bedingungen keine signifikante Anderung (Abbildung
11B und Abbildung 12B). Das Auftreten einer dritten, intermedidren Relaxation
konnte bei interner Perfusion mit Nystatin nicht beobachtet werden.
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Abbildung 11: Typische Effekte porenbildender Antibiotika auf die
Ladungspulsspektren von V. ventricosa bei externer (A) und vakuolarer (B) Zugabe
von 50 pM Nystatin. (A): Ladungspulsspektren einer nichtperfundierten Zelle (Az =
80 mm?2, Vz = 66 mms3, P = 0.23 MPa, V,, = +6.8 mV). Kurve 1: Kontrollmessung in
ASW (injizierte Ladungsmenge Q = 7.1 nAs); Kurve 2: Messung 48 min nach
Austausch des Badmediums von ASW zu ACS mit 50 uM Nystatin (Q = 8.14 nAs).
(B): Ladungspulsspektren einer Zelle, die vakuolar perfundiert wurde (Badmedium:
ASW, Perfusionsmedium AVS, A; = 132.7 mmz, Vz = 143.8 mm3, V,, = -0.4 mV).
Die Perfusion erfolgte bei einem Druck von P = 0.12 MPa und einer
Geschwindigkeit von 20 pl min™. Kurve 1: Kontrollmessung in ASW (Q = 19.8 nAs)
mit AVS-Perfusion; Kurve 2: Ladungspulsspektrum 100 min nach Anderung des
Vakuolenmediums von AVS zu ACS mit 50 pM Nystatin (Q = 9.48 nAs). Um den
Effekt des Nystatins auf die Spektren vergleichen zu kdnnen, wurden diese auf die

injizierte Ladungsmenge Q normiert.

Neben Nystatin als permeabilisierenden Agens wurden auch Experimente
mit Amphotericin B in gleicher Konzentration durchgefuhrt. Dabei traten
vergleichbare, ebenso Membran-abhangige Effekte wie oben geschildert auf,

jedoch war diese Substanz in ihrer Wirkung langsamer und weniger effektiv.
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Abbildung 12: Zeitverlauf der Zeitkonstanten der schnellen (1) und langsamen (t2)
Relaxation von V. ventricosa nach externer (A) und vakuoléarer (B) Zugabe von
Nystatin. Zur Berechnung der Zeitkonstanten wurden die Daten von den
entsprechenden Ladungspulsspektren wie z.B. in Abbildung 11 verwendet und
nach Gleichung 1 ausgewertet. Mit den Pfeilen wurde der Zeitpunkt bezeichnet, zu
dem das externe (A) und das vakuolare (B) Medium gegen ACS plus 50 uM
Nystatin getauscht  wurden. Obwohl etwa  alle zwei Minuten
Ladungspulsexperimente durchgefihrt wurden, ist hier aus Grinden der
Ubersichtlichkeit nur ein Teil der Datenpunkte dargestellt.

Die hier gezeigten Effekte der porenbildenden Antibiotika und ihre
spezifische, von der Seite der Applikation abhangige Wirkung auf die jeweiligen
Membransysteme von V. ventricosa liel3en den Schluss zu, dass die schnelle
Relaxation vom Plasmalemma stammen musste, wahrend die langsame (und
intermediare) Relaxation von den elektrischen Eigenschaften des Tonoplasten
kamen. Diese Ergebnisse sprachen somit deutlich auch bei dieser Alge — wie
schon bei V. utricularis - fir das sog. "Zwei-Membranen Modell".

Durch diese Experimente war es nunmehr erstmalig mdglich,
Informationen Uber den Einfluss unterschiedlicher Bedingungen im Bad- und
Perfusionsmedium auf Plasmalemma und Tonoplast an intakten Zellen von V.

ventricosa zu erhalten. Die gleichzeitige Regulation des Turgors der Zellen



erlaubte es aufRerdem, einen fir die Physiologie der Algen entscheidenden
Parameter standig zu kontrollieren.

4.2 Der Einfluss des externen pH-Wertes auf das Relaxationsspektrum

In Abbildung 13 ist der Vergleich der Relaxationsspektren einer Zelle von
V. ventricosa bei naturlichem pH-Wert im externen Medium (pH 8.1) und nach
schlagartiger Absenkung des pH-Wertes (pH 4.0) dargestellt.

Sowohl der Verlauf der schnellen, als auch der der langsamen Relaxation
zeigte keine signifikante Reaktion auf die Anderung des externen pH-Wertes (n
=7).

Es konnte also interessanterweise im Gegensatz zu V. utricularis und
Halicystis parvula [Zimmermann, Blchner, & Benz, 1982; Benz, Buchner, &
Zimmermann, 1988; Wang, Benz, & Zimmermann, 1995] bei den untersuchten
Algen der Gattung V. ventricosa keine Abhangigkeit der Membraneigenschaften

von der externen Protonenkonzentration festgestellt werden.
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Abbildung 13: Relaxationsspektren von V. ventricosa bei Verminderung des pH-
Wertes im Aul3enmedium (ASW) von pH 8.1 auf pH 4.0. Die Messung bei pH 4.0
wurde 15 min nach schlagartigem Wechsel des Badmediums aufgezeichnet. Im
Inset ist der Verlauf der beiden Kurven vergré3ert auf den vorderen Bereich der
Relaxation (0 — 4 ms) zu sehen. Zellparameter: A; = 1680 mmz, Vz; = 6440 mm3, P
=0.12 MPa, V,, = +12.0 mV

4.3 Die Abhé&ngigkeit der Relaxationsspektren und der Leitfdhigkeit des
Plasmalemmas und des Tonoplasten von den Hauptionen im

AulBenmedium

V. ventricosa ist ebenso wie V. utricularis eine marine, also im Salzwasser
heimische Alge. In diesem Zusammenhang war von grof3em Interesse, wie sich
Variationen in der Konzentration der im Meerwasser hauptsachlich

vorkommenden lonen auf das Spektrum der Ladungspulsrelaxationen und auf



die Plasmalemmaleitfahigkeit auswirkten. Bei diesen lonen handelt es sich um
Chlorid, Natrium und Kalium. Es wurden also ASW-Medien eingesetzt, bei
welchen jeweils ein Hauption entfernt und zum Ausgleich der Osmolalitat
vollstandig durch eine andere Substanz ersetzt wurde: Chlorid wurde durch
MES’, Natrium durch Cholin und Kalium durch Natrium substituiert (siehe dazu
Tabelle 3).

4.3.1 Der Einfluss auf das Ladungspulsspektrum

Abbildung 14 zeigt beispielhaft fur diese Versuchsreihe (n = 12) die
Ladungspulsrelaxationsspektren einer Zelle von V. ventricosa vor (Kurve 1) und
nach (Kurve 2) kompletter Entfernung von Chlorid aus dem Badmedium. In

diesem sog. ASW / -Cl wurde stattdessen MES’ eingesetzt.

Im Gegensatz zur Absenkung des externen pH-Wertes (siehe oben)
konnte man nach Entfernen des Chlorids im AuRenmedium einen signifikanten
Effekt auf das Ladungspulsrelaxationsspektrum erkennen. Dabei kam es zu
einer Erhdhung der Zeitkonstante der schnellen Relaxation 1, um etwa das

doppelte. Die Zeitkonstante der langsamen Relaxation 1, blieb unbeeinflusst.



1 i Kurve 1: 560 mM CI™
. T Kurve 2: 0 mM CI-

> ] ~ 4

£ I .

. >

~ 4

E i ] 2

= T 11
: 0—|||-|----|---|| T T T T T 1
] 0 1 2 3 4
g Zeit / ms

0 ' e

0 10 20 30 40
Zeit / ms

Abbildung 14: Einfluss der externen Chloridkonzentration auf das
Ladungspulsrelaxationsspektrum von V. ventricosa. Zur Verdeutlichung der Effekte
wurde der vordere Teil des Spektrums im Inset getrennt dargestellt. Kurve 1 zeigt
das Relaxationsspektrum unter Kontrollbedingungen, d.h. in Anwesenheit von 560
mM CI"im AuBenmedium. Kurve 2 wurde aufgenommen, nachdem dieselbe Zelle
15 min mit ASW / -Cl (vgl. Tabelle 3) umspult wurde, das kein Chlorid enthielt (O
mM CI). Zellparameter: Az = 680 mmz2, Vz = 1800 mms, P = 0.15 MPa, V,, = +8.5
mV.
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Abbildung 15: Anderung im Ladungspulsrelaxationsspektrum von V. ventricosa vor
(Kurve 1) und 15 min nach (Kurve 2) Reduzierung der Natriumkonzentration im
AuBenmedium. Zur Verdeutlichung der Effekte wurde der vordere Teil des
Spektrums im Inset getrennt dargestellt. Das Medium mit verminderter Natrium-
Konzentration (50 mM Na®) wurde durch Mischen von Standard-ASW mit ASW / -
Na hergestellt (vgl. Tabelle 3). Zellparameter: Az = 900 mm?2, V; = 2540 mms3, P =
0.22 MPa, V,, = +17 mV.

Die Verminderung der Natriumkonzentration im Badmedium (n = 7) von
standardmafllig 520 mM auf 50 mM (Abbildung 15) resultierte in einer
signifikanten, wenn auch nur geringen Zunahme der schnellen
Relaxationskonstante 1;. Wie schon bei den Experimenten mit der externen
Chlorid-Reduzierung (siehe oben) zu beobachten war, zeigte dagegen die dem
Tonoplast zugeordnete langsame Relaxation keine Abhé&ngigkeit von der
externen Natriumkonzentration, d.h. die Zeitkonstante 1, veranderte sich nicht

signifikant.
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Abbildung 16: Einfluss der externen Kaliumkonzentration auf das
Relaxationsspektrum von V. ventricosa. Die Kurven im Inset zeigen den Verlauf
der Spektren im vorderen Bereich. Kurve 1 stellt eine Ladungspulsrelaxation unter
Kontrollbedingungen dar, d.h. mit 11 mM Kalium im Badmedium; Kurve 2 wurde 15
min nach Ersetzen des ASW durch ein Kalium reduziertes Medium mit nur 1 mM
K" aufgenommen. Zellparameter: A; = 400 mm2, V; = 780 mm3, P = 0.2 MPa, V,, =
+11 mV.

Deutlich starker als dies bei den vorher gezeigten Hauptionen Chlorid und
Natrium zu beobachten war, wirkte sich die Verminderung der externen
Kaliumkonzentration auf das Spektrum des schnellen Spannungsabfalls von V.
ventricosa aus. In Abbildung 16 ist dies stellvertretend fiur 16 Messungen
dargestellt. Im Vergleich zu den Kontrollbedingungen mit 11 mM Kalium im
AuBenmedium nahm die Zeitkonstante der schnellen Relaxation T; unter
Kalium-Mangel (1 mM K*) bei den untersuchten Zellen um etwa das dreifache

zu. Die Zeitkonstante der langsamen Relaxation 1, blieb analog zu den obigen



Untersuchungen von der Reduzierung des Kalium im Badmedium

unbeeinflusst.

4.3.2 Der Einfluss auf die Leitfdhigkeit des Plasmalemmas

Das oben gezeigte Ergebnis, dass vor allem Kalium und in geringerem
Maf3e auch Chlorid Einfluss auf die Physiologie von V. ventricosa haben,
konnte zusatzlich durch die Betrachtung der Plasmalemmaleitfahigkeit in

Abh&ngigkeit von den externen Hauptionen bestatigt werden.

Bei diesen Untersuchungen wurde die flachenspezifische Leitfahigkeit des
Plasmalemmas, G, nach den Gleichungen 1 und 2 aus Ladungspuls-
relaxationsspektren berechnet und in Abhéngigkeit von der Konzentration von
Natrium, Chlorid und Kalium aufgetragen. Zuséatzlich sollte betrachtet werden,
ob das Alter bzw. die Kultivierungsdauer der Algen einen Einfluss auf diese
Parameter haben. Dazu wurde zwischen frisch gesammelten kleinen (also
vermutlich jungen) und grol3en (&lteren) sowie lange Zeit in Kultur gehaltenen
Exemplaren unterschieden (siehe Material und Methoden 2.1.2).

In Abbildung 17 ist die Abhangigkeit der flachenspezifischen
Plasmalemmaleitfahigkeit verschiedener Zellen von V. ventricosa von der
externen Natriumkonzentration dargestellt. Um die Effekte an unterschiedlichen
Zellen untereinander vergleichen zu koénnen, wurde G, auf die flachen-

spezifische Plasmalemmaleitfahigkeit unter Standardbedingungen Gy* normiert.

An den frisch gesammelten kleinen und grof3en Zellen von V. ventricosa
konnte kein signifikanter Einfluss der Natriumkonzentration im Badmedium auf
die flachenspezifische Leitfahigkeit des Plasmalemmas festgestellt werden (P >
0.3 bzw. P > 0.5). Lediglich die lange Zeit kultivierten Algen zeigten eine
schwache, aber signifikante (P < 0.03) Leitfahigkeitsanderung von 0.08% pro 1
mM [Na']e.
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Abbildung 17: Anderung der flachenspezifischen Leitfahigkeit des Plasmalemmas
Gy (normiert auf die Leitfahigkeit in ASW, G,*) von V. ventricosa bei Anderung der
externen Natriumkonzentration. Dargestellt sind die Mittelwerte (plus
Standardabweichungen) von 5-8 unabhéngigen Messungen an kultivierten Algen
(Kreise), frischen grof3en (Quadrate) und frischen kleinen Zellen (Dreiecke). Die

Geraden durch die Punkte sind das Ergebnis linearer Regressionen.

Deutlichere Effekte auf die flachenspezifische Leitfahigkeit des

Plasmalemmas G, konnte man bei Variation der externen Chloridkonzentration
beobachten. Die Ergebnisse von 5 bis 9 Einzelexperimenten sind in Abbildung
18 zu sehen.
Im Gegensatz zu den Natrium-Versuchen war hier jedoch ein Einfluss der
Grol3e (des Alters) oder der Kultivierungszeit nicht erkennbar. Aufgrund der
durchgefiihrten linearen Regression (P < 0.01) errechnete sich die Anderung
der Leitfahigkeit zu 0.1% pro 1 mM [Cl]e.
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Abbildung 18: Auftragung der flachenspezifischen Plasmalemmaleitfahigkeit G,
von V. ventricosa in Abhangigkeit der externen Chloridkonzentration in einer auf
Standardbedingungen (Gp* in ASW) normierten Darstellung. Die Datenpunkte
reprasentieren die Mittelwerte plus Standardabweichungen von 5-9 unabhangigen
Experimenten. Die Kreise stellen kultivierte Zellen dar, die Quadrate und Dreiecke
frisch gesammelte grofRe und kleine Algen. Durch lineare Regression errechneten

sich die dargestellten Geraden durch die Punkte.

Wie schon bei der Betrachtung der Ladungspulsspektren hatte die
Variation der externen Kaliumkonzentration auch auf die flachenspezifische
Leitfahigkeit G, von V. ventricosa den deutlichsten Effekt aller untersuchten
Hauptionen. Diese nahm um 7% pro 1 mM [K']e signifikant (P < 0.0001) zu,
allerdings ohne dass ein Einfluss der Grof3e oder der Kultivierungsdauer der
Zellen sichtbar wurde (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 19: Abhéngigkeit der flachenspezifischen Leitféahigkeit G, des
Plasmalemmas von V. ventricosa von der Kaliumkonzentration im Badmedium.
Dargestellt sind die Mittelwerte (plus Standardabweichung) von 5-9 unabhangigen
Experimenten normiert auf die Leitfahigkeit der jeweiligen Algen in ASW (Gp*).
Durch lineare Regression errechneten sich die eingezeichneten Geraden durch die
Punkte. Die Symbole bezeichnen: Kreise: kultivierte Zellen, Quadrate: frisch
gesammelte grof3e Algen, Dreiecke: frische kleine Zellen.

4.3.3 Der Einfluss auf die Leitfdhigkeit des Tonoplasten

Bei samtlichen hier gezeigten Untersuchungen wurde auch beobachtet, ob
die Leitfahigkeit des Tonoplasten eine Abhangigkeit von der Variation der
Hauptionen im Badmedium zeigte. Betrachtet wurden wiederum langere Zeit
kultivierte, sowie frisch gesammelte grof3e und kleine Zellen. Im Gegensatz zu

den oben gezeigten Beobachtungen an der Plasmalemmaleitfahigkeit G, (siehe



4.3.2) konnte jedoch weder bei externer Natrium-, Chlorid-, oder Kalium-
absenkung ein innerhalb der Genauigkeitsgrenzen signifikanter Effekt auf die
flachenspezifische Leitfahigkeit des Tonoplasten G; festgestellt werden (siehe
dazu Abbildung 20A-C).

27
Abbildung 20: Abhangigkeit
*Q— 14 der flachenspezifischen
O Tonoplastenleitfahigkeit G,
von V. ventricosa von der
externen Konzentration der
0 - ' ; . - - Hauptionen Natrium  (A),
0 ch)ﬁa*], / m4N(I)O 600 Chlorid (B) und Kalium (C).
61p Die dargestellten Punkte
reprasentieren die Mittel-
werte  mit  Standardab-
. 4 weichungen von 6 bis 9
Q_ unabhéngigen Messungen,
® 2 normiert auf die Leitfahigkeit
unter Standardbedingungen
0 % . | . | . . G, Die Kreise stellen
o] 200 400 600 kultivierte Zellen dar, die
[crl, / mM Quadrate und Dreiecke
61c frisch gesammelte groRe
4- und kleine Algen, die nicht
. 4 perfundiert wurden. Die
g: 5. - Geraden durch die Punkte
o l | —F—= —q sind das Ergebnis linearer
04 | Regressionen.
0 4 8 1|2

K*l, / mM



4.4 Die Wirkung von Nystatin und der externen lonen auf das
Vakuolenpotential

Neben dem Einfluss auf die Zeitkonstanten der schnellen bzw. langsamen
Relaxationen von V. ventricosa (vgl. 4.1) konnte nach Addition des
porenbildenden  Antibiotikums auch ein Effekt auf das vakuolare
Ruhemembranpotential V,, beobachtet werden. Nach Davis [Davis, 1981]
errechnet sich dieses aus der Summe der Potentiale Gber den Tonoplasten
(Vv) und Uber das Plasmalemma (V¢,). Bei 13 untersuchten Zellen von V.
ventricosa lag Vo im Bereich von 5.1 bis +18.0 mV.

Die Antwort des Membranpotentials auf die externe oder vakuolare
Zugabe von 50 puM Nystatin zeigte eine grof3e Variabilitat. Wie man jedoch
Abbildung 21A entnehmen kann, kam es nach vakuolarer Perfusion mit diesem
porenbildenden Antibiotikum in den ersten Minuten stets zu einem Abfall des
Membranpotentials V., auf deutlich negative Werte von —15 mV bis sogar —68
mV (n = 8). Die externe Gabe von Nystatin (Abbildung 21B) flihrte dagegen
generell zunéachst zu einem Anstieg des Membranpotentials auf leicht positive
Werte von —-0.8 mV bis +4.3 mV (n = 5). In allen Fallen pendelte sich V,, etwa

80 Minuten nach Addition von Nystatin auf Werte um 0 mV ein.

Offensichtlich reprasentierten diese so aufgenommen Membranpotentiale
zum einen die Potentialdifferenz Gber dem Plasmalemma V., (nach externer
Nystatingabe; vgl. Abbildung 21B) und zum anderen die tber dem Tonoplast
V¢ (nach interner Nystatinperfusion; vgl. Abbildung 21A). Uber einen moglichen
Beitrag der Zellwand zum Plasmalemmapotential konnten hier keine Aussagen

gemacht werden.
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Abbildung 21: Anderungen des vakuoldren Ruhepotentials V,, von V. ventricosa
nach vakuolarer (A) und externer (B) Zugabe von 50 pM Nystatin in ACS. Der Pfeil
kennzeichnet den Zeitpunkt der Nystatin-Zugabe. Dargestellt ist der Verlauf von
Vo flr 8 bzw. 5 verschiedene Zellen, die durch die unterschiedlichen Farben bzw.

Symbole gekennzeichnet sind.

Eine Ursache, weshalb sich das Membranpotential in allen untersuchten
Fallen Werten um 0 mV annahert, kbnnte sein, dass es durch die stark
erhohten Leitfahigkeiten des Plasmalemmas bzw. des Tonoplasten zu

Anderungen der lonenzusammensetzung des Zytoplasmas kommt. Unabhéngig



davon scheint jedoch deutlich geworden zu sein, dass das Zytoplasma im
Vergleich zum AuZenmedium und zur Vakuole negativ geladen ist.
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Parallel zu den in den Abschnitten 4.3.2 und 4.3.3 gezeigten Effekten der

Variation der externen Hauptionenkonzentration auf die Plasmalemma- und



Tonoplastenleitfahigkeit wurde im Verlauf dieser Experimente auch stets das
vakuolare Ruhepotential V,, aufgenommen. In Abbildung 22A-C ist dieser Effekt

fur verschiedene Zelltypen von V. ventricosa dargestellt.

Nach Analyse der Daten mittels linearer Regression konnte an kultivierten
und frisch gesammelten Zellen von V. ventricosa keine Abh&ngigkeit des
Membranpotentials von der externen Natriumkonzentration festgestellt werden
(P > 0.05; Abbildung 22A). Ein leichter Effekt auf V,, liel3 sich bei Variation der
Chloridkonzentration im Badmedium beobachten (P < 0.03; Abbildung 22B).
Dagegen zeigte sich eine deutliche Hyperpolarisation des vakuolaren
Ruhepotentials, wenn die Konzentration an Kalium im Au3enmedium gesenkt
wurde (P < 0.0005; Abbildung 22C). Dies traf sowohl fur kultivierte, als auch ftr
frisch gesammelte Algen unterschiedlicher Grol3e zu.

Betrachtete man den Verlauf des theoretisch berechneten Nernst-
Potentials (Ey) fur die jeweiligen lonen, wurde deutlich, dass - im Gegensatz zu
der Natrium- und Chloridkonzentration - die Effekte bei Variation der Kalium-
konzentration auf V,, eine deutliche Parallelitat zu dem theoretischen Nernst-
Potential fur Kalium En«" aufwies. Das Membranpotential &nderte sich um etwa
40 mV pro Dekade der Kaliumkonzentration.

Vor dem Hintergrund, dass sich die passiven elektrischen Eigenschaften
des Tonoplasten durch die externe Kaliumkonzentration nicht beeinflussen
lieRen (vgl. 4.3.3), reprasentierten die beobachteten Potentialeffekte wohl die
Anderungen der ber dem Plasmalemma anliegenden Potentialdifferenz. Diese

wiederum wurde hauptséchlich durch ein Kalium-Diffusions-Potential aufgebaut.

4.5 Die Temperaturabhdngigkeit der elektrischen Eigenschaften von
Plasmalemma und Tonoplast

Zur Bestimmung der notwendigen Energiebarriere fur die Plasmalemma-

und Tonoplastenleitfahigkeit von V. ventricosa wurden Ladungspulsrelaxationen



bei verschiedenen Temperaturen durchgefihrt. Dazu wurden die Zellen bei
einer Mediumtemperatur (ASW) von 20°C mit den Mikrokapillaren angestochen
und zundachst fur einen Zeitraum von 60 bis 100 Minuten bei dieser Temperatur
inkubiert. Innerhalb einer Zeitspanne von ca. 45 Minuten wurde daraufhin die
Temperatur des Badmediums ASW zunéchst linear auf 30°C erhoht und
anschlieBend innerhalb von ca. 120 min linear auf 6°C abgesenkt. Die
regelmafllige Aufnahme von Ladungspulsrelaxationsspektren diente dann zur

Ermittlung der Temperaturabhangigkeit der Zellparameter.
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Stellvertretend fur diese Versuchsreihe (n = 5) sind in Abbildung 23 die
Ergebnisse an einer Alge von V. ventricosa mittels Arrhenius-Plots dargestellt.
Der zu Beginn des Experiments zu 0.12 MPa bestimmte Turgordruck



verdnderte sich im Laufe des Experimentes nicht signifikant. Das
Membranpotential, das unter Kontrollbedingungen (20°C) +16 mV betrug,
wurde bei 35°C zu +13 mV und bei 6°C zu 0 mV bestimmt und zeigte somit
eine leichte Abhangigkeit von der Temperatur des externen Mediums. Nach
halblogarithmischer Auftragung der flachenspezifischen Leitfahigkeiten von
Plasmalemma und Tonoplast lieRen sich deren Aktivierungsenergien AE
anhand der Steigung der Regressionsgeraden ermitteln. Sie betrugen 29.3 kJ
mol™ im Falle von G, und 49.4 kJ mol™ im Falle von G, Nach Hille werden
solche Werte erwartet, wenn es zu Diffusion von lonen durch offene Kanéle in

Zellmembranen kommt [Hille, 1992].

4.6 Hinweise auf Kalium- und Chlorid-Kanédle bzw. Carrier im

Plasmalemma

Der Einsatz spezifischer Anionen- bzw. Kationenkanalblocker ermdglichte
die Identifizierung und Charakterisierung der physiologischen Rolle der
lonenkanale in der Zellmembran von V. ventricosa. Dabei wurde untersucht,
inwieweit die Kaliumkanalblocker Tetraethylammoniumchlorid (TEA) und
Bariumchlorid (BaCly), sowie der Chloridkanalblocker 4.4'-
Diisothiocyanatostilben-2,2'-Disulfonsaure (DIDS) die elektrophysiologischen
Parameter der beiden Membransysteme beeinflussten.

Interessanterweise konnten bei Perfusion der untersuchten Blocker in die
Vakuole der Zellen keinerlei Effekte auf die Ladungspulsrelaxationsspektren
festgestellt werden. Dagegen fihrte die auf3erliche Applikation dieser
Substanzen in allen Fallen zu signifikanten Anderungen der aufgenommenen
Spektren von V. ventricosa.

Zur Aufnahme von Referenzmessungen wurden die Algen zun&chst in
ASW inkubiert. Sollte anschlieBend der lichtempfindliche CI-Blocker DIDS
untersucht werden, wurde die Apparatur zusétzlich verdunkelt, was jedoch, wie

Kontrollexperimente zeigen konnten, zumindest bei der hier erforderlichen



Dauer keinen Effekt auf die Relaxationsspektren oder das Membranpotential
V\o hatte. Eine Stunde nach Anstich der Zelle mit den Mikroelektroden wurde
das Standard-ASW-Medium im Bad durch ASW mit steigender Konzentration
der jeweiligen Blocker ersetzt. Die Aufnahme der Ladungspulsmessungen
begann direkt nach Applikation des neuen Mediums Uber einen Zeitraum von
ca. 15 Minuten im Abstand von zwei bis finf Minuten. Sowohl langere Zeit in
Kultur gehaltene, als auch frisch gesammelte grof3e und kleine Exemplare von
V. ventricosa wurden auf diese Art untersucht.

Die zweiphasischen Relaxationsspektren nach Applikation des
Ladungspulses wurden nach Gleichung 1 angepasst und die jeweiligen
Plasmalemmaleitfahigkeiten nach Gleichung 2 errechnet. Nichtlineare
Regressionsanalyse der Daten zeigte, dass sich diese Anderungen der
flachenspezifischen Plasmalemmaleitfahigkeit G, (normiert auf die Werte unter
Standardbedingungen G,*) gut mittels einer Langmuir- bzw. Michaelis-Menten-
Funktion (in Analogie zu einer Enzymkinetik) beschreiben lieRen:

Gp/Gp* = ImaxC / (IC50+C) (GleiChUng 6)

Dabei gibt Inax die maximale Hemmung des Blockers unter
Sattigungsbedingungen an, c ist die Konzentration des Blockers und ICs, die
Konzentration des Blockers, bei der eine 50%ige Hemmung beobachtet werden
kann.

Neben den anorganischen Substanzen Casium und Barium (siehe unten)
ist das organische Tetraethylammonium (TEA) ein wichtiger spezifischer
Blocker fur Kaliumkanale. An Nervenzellen bewirkt TEA auf diese Art und
Weise z.B. eine Verlangerung der abfallenden Phase von Aktionspotentialen
[Hille, 1992]. Wie Untersuchungen an Axonen des Krallenfrosches Xenopus
laevis gezeigt haben, besteht ein nicht unbedeutender Unterschied in der
Wirkung von intern im Vergleich zu extern appliziertem TEA. Beispielsweise ist



die inhibierende Wirkung von [TEA]e im Gegensatz zu [TEA]i nur wenig vom
Membranpotential und der herrschen Kalium-Konzentration abh&ngig
[Koppenhofer & Vogel, 1969; Armstrong & Hille, 1972]. Von diesen Autoren wird
die hemmende Wirkung von TEA mit einem physikalischem Eindringen und
damit einem Verstopfen der Kalium-Kanéle beschrieben.

Bei schrittweiser Erhohung der Konzentration des K'-Kanalblockers TEA
im Badmedium (5 bis 100 mM) erfolgte eine entsprechende Abnahme der
Zeitkonstanten der schnellen Relaxation, wahrend die langsame, dem
Tonoplasten zugerechnete, Relaxation unverandert blieb. In Abbildung 24 ist
dargestellt, welchen Effekt dieser Kanalblocker auf die flachenspezifische
Leitfahigkeit des Plasmalemmas hat.
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Abbildung 24: Auftragung der flachenspezifischen Plasmalemmaleitfahigkeit G,
(normiert auf den unter Standardbedingungen gemessenen Wert, Gy*) als Funktion
der TEA-Konzentration im Badmedium. Mit unterschiedlichen Symbolen sind
Messungen an kultivierten Zellen von V. ventricosa (Kreise), sowie an frisch
gesammelten groRen (Quadrate) und kleinen (Dreiecke) Algen dargestellt (n = 9).

Eine Stunde nach Einfiihren der Mikroelektroden wurde das TEA in das externe



Medium zugegeben. In Abstanden von zwei bis funf Minuten wurden funf bis
sieben Ladungspulsmessungen durchgefiihrt, danach die TEA-Konzentration im
AuRenmedium erhéht. Die Analyse der Relaxationsspektren erfolgte nach
Gleichung 1; die Berechnung der Plasmalemmaleitfahigkeit G, nach Gleichung 2.
Die Datenpunkte stellen den Mittelwert (+ Standardabweichung) von drei
unabhangigen Messungen pro TEA-Konzentrationsstufe dar und wurden nach
Gleichung 6 im Stil einer Langmuir-/Michaelis-Menten-Kinetik angepasst
(durchgezogene Kurve; Korrelationskoeffizient r = 0.3).

Deutlich ist zu erkennen, dass die flachenspezifische Plasmalemma-
leitfahigkeit G, aller untersuchten Zellen abnahm, wenn TEA in steigender
Konzentration Uber das Badmedium appliziert wurde. Ein solcher Effekt tritt auf,
wenn K*-Kanale im Plasmalemma vorliegen. Etwa 30 Minuten nach Entfernen
des blockierenden Agens aus dem AufR3enmedium konnte keine Auswirkung auf
Gp mehr beobachtet werden; es handelte sich also um eine reversible
Hemmung.

Nachdem die Auswirkungen von [TEA]e sowohl bei kultivierten, als auch
bei frisch gesammelten Zellen sehr &hnlich waren, wurden die Daten
zusammengefasst und nach Gleichung 6 ausgewertet. Der ICso-Wert lag
zwischen 6.9 und 13.9 mM, im Durchschnitt bei 11.5 £ 2.5 mM (n = 9). Fir die
maximale Hemmung bei Séattigung Inax wurden Werte von 35 bis 55 %
berechnet, durchschnittlich 45 £ 8 % (n = 9).

Ein ahnlicher inhibierender Effekt auf die flachenspezifische Leitfahigkeit
Gp lie3 sich erkennen, wenn dem Badmedium BaCl, in Konzentrationen von
0.05 bis 4.0 mM zugesetzt wurde.

Im Vergleich zu TEA genlgten weitaus geringere Konzentrationen des
Schwermetallsalzes, um eine entsprechende Hemmung von G, hervorzurufen;
Konzentrationen von mehr als 5.0 mM [BaCly]e fihrten bei V. ventricosa zu
letalen Vergiftungserscheinungen. Wie schon bei TEA, handelte es sich auch
bei Barium um eine komplett reversible Hemmung der Plasmalemma-
leitfahigkeit, da sich spéatestens eine Stunde nach Wechsel zu BaCl,-freiem
ASW G, wieder auf das Niveau der Kontrollmessungen eingestellt hatte.



1.2 4

0.2,

[BaCL]_ / mM

Abbildung 25: Auftragung der flachenspezifischen Plasmalemmaleitfahigkeit G,
(normiert auf den unter Standardbedingungen gemessenen Wert, Gy*) als Funktion
der BaCl,-Konzentration im Badmedium. Mit unterschiedlichen Symbolen sind
Messungen an kultivierten Zellen von V. ventricosa (Kreise), sowie an frisch
gesammelten gro3en (Quadrate) und kleinen (Dreiecke) Algen dargestellt (n = 10).
Die Durchfiihrung der Experimente und die Analyse der Daten erfolgte analog zu
den in Abbildung 24 beschriebenen Experimenten (Korrelationskoeffizient der
Kurvenanpassung r = 0.3).

In Abbildung 25 ist der Effekt von externem Barium in verschiedenen
Konzentrationen auf die normierte flachenspezifische Leitfahigkeit des
Plasmalemmas von V. ventricosa dargestellt. Im Gegensatz zu TEA zeigte sich
bei Verwendung von BaCl, als Kaliumkanalblocker bei kultivierten und frisch
gesammelten Algen ein Unterschied bei der Antwort von G, auf [BaCl;]e. Eine
GrolRenabhangigkeit liel3 sich jedoch innerhalb der Gruppe der frischen Algen
nicht feststellen.



Die Analyse der Daten nach Gleichung 6 ergab fur die kultivierten Algen
eine halbmaximale Hemmung bei IC5p = 0.17 £ 0.11 mM und ein Inax von 33 +
21.6 % (n = 3). Bei den frischen Zellen errechnete sich ICs zu 0.2 £ 0.06 mM
und Imax zu 51 = 11.4 % (n =7). Wie an den Standardabweichungen zu sehen
ist, kam es auch bei Barium-Hemmung zu grof3en Schwankungen bei den
Parametern. (Dieses Problem wird spater noch ausfuhrlicher betrachtet

werden.)

Die Auswirkungen einer Hemmung von Anionen-(Chlorid-)kanélen an V.
ventricosa sollte durch die Verwendung des spezifischen Blockers DIDS
untersucht werden. Die Bindung dieses Blockers an die Aul3enseite der
Zellmembran erfolgt in der Regel kovalent und irreversibel an Lysingruppen.
Dabei kann der Anionentransport in humanen Erythrozyten maximal um 95 —
98% blockiert werden [Cabantchik & Rothstein, 1972; Shami, Rothstein, &
Knauf, 1978; Passow et al., 1982]. Weiterhin ist bekannt, dass auch die
Anionentransportsysteme vieler anderer Zellsysteme spezifisch durch DIDS
gehemmt werden konnen [Lin, 1981; Keifer, Franceschi, & Lucas, 1982;
Hedrich & Kurkdjian, 1988; Cabantchik & Greger, 1992]. Auch an V. utricularis
wurde die Wirkung von DIDS im Badmedium auf die elektrischen Parameter
dieser Griunalge bereits ausfuhrlich untersucht [Spiel} et al., 1993; Wang, 1992].
Dabei konnte festgestellt werden, dass DIDS nur auf die schnelle
Relaxationszeitkonstante t1; eine Wirkung zeigte, wéhrend die langsame
Relaxation nicht beeinflusst wurde. Die schnelle Relaxation von V. utricularis
wurde hingegen durch [DIDS]e um das 2- bis 5-fache verlangsamt [Wang,
1992].

Wie schon bei den Experimenten mit externem TEA und Barium zu sehen
war, hatte auch die Applikation von DIDS zum Badmedium bei V. ventricosa nur
Auswirkungen auf die schnelle Relaxation des Ladungspulsspektrums. Dieser
Effekt war jedoch nur teilweise reversibel, wie Experimente eine Stunde nach
Wegnahme des Blockers aus dem Badmedium zeigten. Zur Untersuchung der
Konzentrationsabh&ngigkeit der Plasmalemmaleitfahigkeiten wurde DIDS dem



Badmedium (ASW) in Konzentrationen von 0.02 mM bis 0.5 mM zugesetzt.
Konzentrationen von mehr als 0.5 mM DIDS waren letal fur die Algen.

In Abbildung 26 ist der Effekt von [DIDS]e auf die flachenspezifische
Leitfahigkeit des Plasmalemmas kultivierter sowie frisch gesammelter V.
ventricosa unterschiedlicher Gro6Re dargestellt. Man erkennt auch bei
Verwendung dieses Anionenkanalinhibitors eine deutliche Abnahme von Gy mit
steigenden DIDS-Konzentrationen. Analyse der Daten nach Gleichung 6 zeigte
— vergleichbar mit den Effekten bei [Ba®']e — signifikante Unterschiede der
maximalen Hemmung Inax bei den kultivierten und frischen Zellen. Fiur die
langere Zeit kultivierten Zellen wurde Inaxzu 13 = 7 % bestimmt (n = 3); bei den
frischen Algen ergab sich ein Wert von Inax=35 £ 12 % (n = 6). Dagegen waren
die Werte fur IC50 fur beide Zelltypen durchaus vergleichbar: 0.02 = 0.01 mM
fur die kultivierten Zellen (n = 3) bzw. 0.06 + 0.03 fur die frischen Algen (n = 6).
Auch bei den Auswirkungen von [DIDS]e auf G, kam es, wie die
Standardabweichungen zeigten, zu deutlichen Schwankungen der Werte.

Eine mogliche Erklarung der auffalligen Streuung der Inhac-Daten bei den
verschiedenen Zellen ist, dass der Beitrag der Kalium- bzw. Chloridkanéle zum
Plasmalemmapotential von Zelle zu Zelle variiert, die algebraische Summe der
Kanale zur Gesamtleitfahigkeit jedoch bei allen Zellen die gleiche ist. Diese
Uberlegung wurde durch Experimente bestarkt, bei denen Zellen von V.
ventricosa nach Durchfihrung von Kontrollmessungen zunachst mit 100 mM
[TEA]e behandelt wurden. Nach Wegnahme des Kaliumkanal-Blockers und
ausreichendem Waschen mit ASW applizierte man bei derselben Zelle 0.5 mM
[DIDS]e in das Badmedium. Die errechneten Inax Werte bei TEA- und DIDS-
Inhibition der Kanale bei 15 kultivierten und frisch gesammelten V. ventricosa

sind in Tabelle 6 dargestellt.
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Abbildung 26: Auftragung der flachenspezifischen Plasmalemmaleitfahigkeit G,
(normiert auf den unter Standardbedingungen gemessenen Wert, Gy*) als Funktion
der DIDS-Konzentration im Badmedium. Mit unterschiedlichen Symbolen sind
Messungen an kultivierten Zellen von V. ventricosa (Kreise), sowie an frisch
gesammelten groRen (Quadrate) und kleinen (Dreiecke) Algen dargestellt (n = 9).
Die Durchfiihrung der Experimente und die Analyse der Daten erfolgte analog zu
den in Abbildung 24 beschriebenen Experimenten (Korrelationskoeffizient der
Kurvenanpassung r = 0.5).

Obwohl bei den 15 einzelnen Zellen die Auswirkung der Kalium- bzw.
Chloridkanalblocker durchaus unterschiedlich ausgepragt war (Igea = 57 + 15
% und lpips) = 37 = 15 %), war die algebraische Summe dieser (% = lea) +

lipips)) nahezu gleich (93 + 14 %).



Tabelle 6: Berechnung der an 15 Zellen von V. ventricosa experimentell
bestimmten Hemmung | der spezifischen Plasmalemmaleitfahigkeit durch die
Kanalblocker TEA und DIDS.

I [%]

zelle TEA DIDS 5
1 26 60 86

2 52 24 76
3 47 19 66
4 30 73 103
5 51 37 88
6 44 52 96
7 62 27 89
8 62 26 88
9 68 33 101
10 80 27 107
11 71 42 113
12 77 29 106
13 54 22 76
14 72 35 107
15 55 44 99

Mittelwert + SD 57 + 15 37+15 93 + 14

Prozentuale Hemmung | der Plasmalemmaleitfahigkeit G, von V. ventricosa in
Anwesenheit von 100 mM TEA bzw. 0.5 mM DIDS im Badmedium. Durch
Ladungspulsmessungen im Kontrollmedium ASW wurde nach Gleichungen 1 und
2 die maximale Leitfahigkeit G, nax bestimmt. Daraufhin wurde das AuBenmedium
durch ASW mit 100 mM TEA ersetzt, was dann nach Analyse der Daten zu
Gpminrea) fuhrte. Einer 30 minitigen Inkubation in Standard-ASW folgte die
Applikation von ASW mit 0.5 mM DIDS, woraus sich Gpminpins) €rrechnete. Iiea
und lpips) konnten nach | = (Gp max - Gp.min) / Gp,max erechnet werden; die komplette

Hemmung Z, aus der Summe Iqrea) + lpins)-



Durch diese Experimente erhalt die oben getroffene Schlussfolgerung
Unterstitzung, dass die Leitfahigkeit des Plasmalemmas von V. ventricosa fast
ausschlief3lich durch Kalium- und Chloridkanale bestimmt wird, wobei
hauptsachlich die Kaliumkanéle diese Leitfahigkeit dominieren.



5 Diskussion

5.1 Die kombinierte Ladungspuls-/Mikroperfusionstechnik ermaglicht
eine gezielte Manipulation und exakte Aufzeichnung wichtiger

Membranparameter mariner Riesenalgen

Die hier vorgestellten Ergebnisse der Arbeiten an V. utricularis und V.
ventricosa machen deutlich, dass eine Perfusion der Vakuole einzelliger
mariner Riesenalgen unter Beibehaltung des physiologischen Turgordrucks
viele experimentelle Moglichkeiten erdffnet, um Einblicke in die elektrischen
Parameter und Transportvorgdnge der Membransysteme dieser Algen zu
erhalten.

Neben der Applikation von Ladungspulsen erlaubt diese Apparatur
zusatzlich die unabhangige Einstellung sowohl des benétigten Turgordrucks
(bis zu 0.4 MPa) als auch der FlieRgeschwindigkeit der vakuolaren Perfusion.
Durch Integration der fur die Ladungspulsmethode erforderlichen zwei
Mikroelektroden in die beiden Perfusionskapillaren konnte dabei die Verletzung
der Alge durch das Einfuhren der Kapillaren minimiert werden. Die schonende
Eigenschaft der Messmethode kann an zwei Aspekten erkannt werden: Zum
einen zeigten die durch Ladungspulsrelaxationsspektren erhaltenen
Zeitkonstanten 1; und Tt vor bzw. wahrend der Perfusion keine relevanten
Unterschiede. Zum anderen stimmen die Anderungen der flachenspezifischen
Leitfahigkeit der Gesamtmembran mit dem Turgor, die hier durch Perfusion auf
unterschiedlichen Druckstufen hervorgerufen wurden (vgl. Abbildung 8A), gut
mit Messungen Uberein, die an unperfundierten V. utricularis erhalten wurden
[Zimmermann & Steudle, 1974].

Wie von diesen Autoren mit Hilfe von osmotischen Experimenten gezeigt
werden konnte, ndherte sich Ry, in einem Druckbereich von 0.05 bis 0.2 MPa
einem Minimumwert von etwa 5 x 102 Qm? an. Diese Daten stimmen gut mit
den hier gezeigten Ergebnissen uberein. Erhohte man den Zellinnendruck
durch osmotische Anderung des Badmediums (also nicht durch Perfusion) lieR



sich ein Maximum des flachenspezifischem Membranwiderstands R, von etwa
20 x 102 Qm? in einem Druckbereich von 0.15 bis 0.35 MPa feststellen. Bei
hoheren Turgorwerten nahm R, wieder ab. Wurde der Turgor dagegen mittels
Perfusion erhoht, konnte ein maximaler Membranwiderstand nur bis 0.3 MPa
aufgelost werden. Hierbei spielt sicherlich eine Rolle, dass unter Perfusions-
bedingungen der osmotische Druck des externen und vakuolaren Mediums
konstant gehalten wird.

Die durchgefuhrten Ladungspulsmessungen an V. utricularis und V.
ventricosa ergaben, dass sich die Relaxationsspektren beider Spezies immer
mit einer Addition einer schnellen (t1) und langsamen (1) Relaxations-
zeitkonstante beschreiben lieRen. Schon zuvor wurde dies an verschiedenen
marinen Algen beobachtet und publiziert [Benz, Bichner, & Zimmermann,
1988; Benz & Zimmermann, 1983; Wang et al., 1991; Zimmermann, Buchner, &
Benz, 1982]. Fur die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Spezies
errechneten sich folgende Relaxationszeitkonstanten (vgl. hierzu auch Tabelle
7 und Tabelle 8 im Appendix):

T, £SD/us T, £SD/ms
V. utricularis (n = 10) 139 + 35 19+0.8
V. ventricosa (n = 10) 168 + 99 29 + 28

(Die vor allem bei V. ventricosa aufféllig hohe Standardabweichung ist in der Wahl
unterschiedlich groRer Zellen begrindet, die Volumina von 14 bis 3870 mm3

aufwiesen.)

Eine dritte, intermediare Relaxation mit einer Zeitkonstante 13 von etwa
1 ms konnte in manchen Fallen — allerdings nicht reproduzierbar — bei beiden
Gattungen beobachtet werden.



5.2 Das "Zwei-Membranen Modell”: die beiden Relaxationen des
Ladungspulsrelaxationsspektrums stammen von den passiven

elektrischen Eigenschaften des Plasmalemmas und des Tonoplasten

Eine klare Antwort auf die Frage, ob das biphasische Relaxationsspektrum
von V. utricularis und V. ventricosa seinen Ursprung in den sog. RC-
Eigenschaften (R — Widerstand, C — Kapazitat) der beiden Membranen hat
("Zwei-Membranen Modell"), oder aber nach dem "Modell der mobilen
Ladungen" nur die elektrischen Eigenschaften des Plasmalemmas
einschliel3lich mobiler Ladungen eines Membranproteins repréasentiert, konnte
erstmals in Folge der Experimente mit dem membranporenbildenden
Antibiotikum Nystatin gegeben werden.

Nachdem dieses Agens (wie auch in schwacherem Maflie das verwandte
Amphotericin B) abhangig von der Seite der Applikation ausschlief3lich
entweder die schnelle oder aber die langsame Relaxation beeinflusste, konnte
das "Zwei-Membranen Modell" bestétigt werden. Es ist daher gerechtfertigt, die
schnelle exponentielle Relaxation von V. utricularis und V. ventricosa den
elektrischen Eigenschaften des Plasmalemmas zuzuordnen, wéahrend der
Ursprung der langsamen Relaxation in den RC-Eigenschaften des Tonoplasten
zu suchen ist.

Die Tatsache, dass eine dritte, intermediare Relaxation niemals nach
vakuolarer, sondern nur nach externer Zugabe der Antibiotika zu beobachten
war, spricht fur eine Lokalisierung im Tonoplast. Mdglicherweise resultierten
diese Relaxationen aus noch unbekannten leitenden Elementen (wie
beispielsweise mobile Ladungen eines elektrogenen Systems) oder aber aus
Kabeleigenschaften des offensichtlich schwammartig-gefalteten Tonoplasten

(siehe dazu weiter unten).



5.3 Die Tonoplastenoberfldche ist durch Faltung stark vergréBert; der
flachenspezifische Widerstand des Tonoplasten ist hoch

Die Berechnung der elektrischen Eigenschaften der beiden
Membransysteme nach den Gleichungen 2 und 3 setzt voraus, dass die Flache
des Plasmalemmas mit der geometrischen Oberflache der Alge gleichgesetzt
wird. Diese Annahme erscheint verninftig, da an dieser Membran der
hydrostatische Druckgradient anliegen muss, der so die Zellwand zu
stabilisieren vermag [Hastings & Gutknecht, 1974; Wendler & Zimmermann,
1978].

Die flachenspezifischen Kapazitaten und Leitfahigkeiten beider
Membranen errechneten sich fur V. utricularis und V. ventricosa zu folgenden

Mittelwerten (jeweils n = 10, vgl. Tabelle 7 und Tabelle 8 im Appendix):

Co/10°Fm? G,/10*mSm? C/10°Fm? G,/ 10*mSm™

V. utricularis 0.77 53 6.2 2.8
V. ventricosa 0.82 5.9 7.1 0.67

Es fallt auf, dass die Werte fir die flachenspezifische Kapazitat C; des
Tonoplasten nicht mit aus der Literatur bekannten Werte fur die Kapazitat
biologischer Membranen mit glatter Oberflache von etwa 0.5 bis 1.3 x 102 Fm™
[Arnold & Zimmermann, 1988; Cole, 1968; Fuhr, Zimmermann, & Shirley, 1996;
Hille, 1992; Pauly, 1962; Pethig, 1979; Walker, 1976] Ubereinstimmen.
Wahrend die ermittelten flachenspezifischen Plasmalemmakapazitaten C, gut in
Einklang mit den Literaturwerten zu bringen waren, waren die Werte fur die
flachenspezifischen Tonoplastenkapazitaten offensichtlich um ca. einen Faktor
9 zu grol3.

Einerseits kbnnte dieser Anstieg der Tonoplastenkapazitat mit einer (stark)
erhohten Konzentration von mobilen Ladungen innerhalb des Tonoplasten
erklart werden. Andererseits lasst sich eine Erhdhung der flachenspezifischen



Kapazitat auch durch eine vergroRerte Oberflache dieser Membran erreichen.
Dazu musste angenommen werden, dass die Oberflache des Tonoplasten nicht
planar anliegt, sondern mehrfach gefaltet ist und somit eine schwammartige
Struktur mit vielen Einstilpungen aufweist. Nach Gleichung 4 musste eine um
etwa das neunfache gro3ere Tonoplastenoberflache (im Vergleich zur
Zelloberflache) angenommen werden, um die Daten zu erklaren. Eine derartige
Oberflachenvergrdsserung, die dann zu einer Kapazitatserhéhung fuhrt, ist in
der Literatur fur das Plasmalemma mehrfach beschrieben worden [Arnold &
Zimmermann, 1988; Clausen & Dixon, 1986; Fuhr, Zimmermann, & Shirley,
1996; Kanno & Loewenstein, 1963; Kottra & Fromter, 1984]. Daher erscheint
eine VergrofRerung des Tonoplasten zunachst nicht unwahrscheinlich, da auf
diese Art auch ein Stoffaustausch zwischen der Vakuole und dem Zytoplasma
erleichtert wird.

Erste Hinweise fur einen solchen schwammartigen Aufbau der Vakuole
wurden am Beispiel von V. ventricosa prasentiert [Shihira-Ishikawa & Nawata,
1992]. Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen dieser Autoren zeigten
vakuolare Einstilpungen. Allerdings kann man das Auftreten von Artefakten
nicht mit letzter Sicherheit ausschlie3en, da es wéhrend der Fixierung zu einem
Druckverlust gekommen sein kénnte. Ein damit verbundenes Schrumpfen der
grof3en Zentralvakuole kdnnte dann zu einer Einfaltung des Tonoplasten fuhren.

Eigene elektronenmikroskopische Untersuchungen an V. utricularis
konnten die Hypothese einer mehrfach gefalteten Vakuolenmembran jedoch
untermauern. Dabei wurde wahrend des gesamten Fixierungsprozesses der
Turgor der Alge mit Hilfe der Mikroperfusionsanlage erhalten, um eine artifizielle
Ablésung des Plasmalemmas von der Zellwand zu verhindern, und eine damit
verbundene Faltung des Tonoplasten auszuschlie3en. In Abbildung 27 ist eine
transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme eines Membranbereichs von
V. utricularis sowie eine verdeutlichende Schemazeichnung zu sehen.

Man erkennt, dass der Tonoplast die Chloroplasten, Mitochondrien und
Zellkerne umschlief3t, was in einer starken Flachenzunahme dieser Membran
resultiert. Zum jetzigen Zeitpunkt konnten wir allerdings noch nicht feststellen,

ob diese Faltung die hohen flachenspezifischen Kapazitdten des Tonoplasten



vollstandig erklart, oder ob zusatzliche mobile Ladungen eines elektrogenen

Carriersystems in Betracht gezogen werden mussen.

e
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Abbildung 27: (A) Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme einer Zelle
von V. utricularis. Die Alge wurde fur 2 Stunden bei Raumtemperatur in ASW
fixiert, das 2% Glutardialdehyd, 35 mM Cacodylat und 1% Tannin enthielt. Die
Osmolalitat der Fixierungslésung wurde dabei der des Kulturmediums angepasst.



Lichtmikroskopische  Untersuchungen  wéhrend der  Fixierung, sowie
Ladungspulsexperimente und Turgormessungen konnten zeigen, dass die
Turgeszenz der Zelle wahrend des Prozesses erhalten blieb. Daraufhin wurden die
Zellen mit ASW plus 35 mM Cacodylat (Osmolalitéat wie oben) gewaschen und bei
4°C nachfixiert. Dazu wurde die Alge fur eine Stunde in einer ASW/Cacodylat-
Losung inkubiert, der 1% OsO, zugegeben wurde. Mittels eines
Gradientenmischers (Model 380, Instrumentation Specialties, CO, USA) wurden
die fixierten Algen dann mit Ethanol kontinuierlich entwassert (16 ml/h fur 24 h).
Die Proben wurden in niedrigviskosem Epoxidharz [Spurr, 1969] eingebettet und
nach Polymerisation mittels eines Microtoms (MT-700, Ultra, Tuscon, AZ, USA) in
60 bis 90 nm dicke Sektionen geschnitten, die im Transmissions-
elektronenmikroskop (EM 900, Zeiss, Oberkochen) betrachtet werden konnten.
Man erkennt, dass Zellkern (n), Mitochondrien (m) und Chloroplasten (c) von einer
Zytoplasmaschicht (weil3e Flache) umgeben sind. Die Vakuole (v) wird vom
Tonoplast begrenzt (schwarze Pfeile). Die Zellwand (cw) ist im unteren Bereich zu
erkennen. Skalierungsbalken: 1.1 um. (B) Schematische Zeichnung von Abbildung
27A.

Wenn wir jedoch annehmen, dass die offensichtliche Erhéhung der
flachenspezifischen Tonoplastenkapazitat C; nur auf der Membranfaltung des
Tonoplasten beruht (das heil3t, dass der reelle Wert fur die flachenspezifische
Kapazitat des Tonoplasten C; eine &hnliche GroéRenordnung wie der des
Plasmalemmas C, hat) errechnen sich die flachenspezifischen Widerstande Ry
bzw. Leitfahigkeiten Gy und die reelle Tonoplastenoberflache A; von V.

utricularis und V. ventricosa zu folgenden Mittelwerten:

R,/102Qm? Gy/10*mSm? A,/ mmz

V. utricularis 26.6 0.38 493
V. ventricosa 110 0.091 3628

Unabhangig von der endgiltigen Klarung des Ursprungs der hohen
flachenspezifischen Tonoplastenkapazitdt C; zeigen diese Daten jedoch



deutlich, dass der flachenspezifische Widerstand des Tonoplasten von V.
utricularis und im speziellen der von V. ventricosa dhnliche Werte erreicht wie in
hoheren Pflanzen. Die hier fir Ry berechneten Werte liegen nahe an den
Widerstanden, die an isolierten Vakuolen hoherer Pflanzen (etwa 1 Qm?)

gemessen wurden [Weiser & Bentrup, 1994].

Es erscheint daher nach Zusammenfassung dieser Daten von V.
utricularis und V. ventricosa deutlich, dass der Tonoplast mariner Algen
offensichtlich nicht so hochleitend ist, wie in der Vergangenheit von einigen
Autoren bei Mikroelektrodenexperimenten generell angenommen wurde [Beilby,
1989a]. Er muss vielmehr einen hoheren flachenspezifischen Widerstand als
das Plasmalemma aufweisen, was im Widerspruch zur gangigen Lehrmeinung
steht, wonach der Tonoplast mariner Riesenalgen leitender als das
Plasmalemma sei [Beilby, 1989a; Coster & Smith, 1977; Findlay & Hope, 1976;
Lainson & Field, 1976; Smith, 1983; Spanswick, 1972; Spanswick & Costerton,
1967; Wang et al., 1991]. Eine Neu-Interpretation der so erhaltenen Daten vor
dem Hintergrund des hohen flachenspezifischen Tonoplastenwiderstandes
scheint daher unumganglich.

5.4 Die Faltung des Tonoplasten kénnte eine Rolle bei dem fir die
Turgorregulation bendtigten Turgorsensor spielen

Die FlachenvergrofRerung der Tonoplastenoberflache durch tubulére Aus-
stilpung erscheint zunachst physikalisch plausibel. Bei einer spharischen, von
einer planaren Membran umgebenen Zelle nimmt das Verhéaltnis von
Oberflache zu Volumen mit zunehmendem Volumen ab, so dass der auf die
Einheitsflache bezogene reduzierte Stoff und Wasserfluss durch die Faltung
kompensiert werden kann. Die Fahigkeit, Wasser und lonen moglichst schnell
auszutauschen, ist unter anderem die Voraussetzung fir osmoregulatorische

Prozesse.



Sollte die Funktion der vergréRerten Tonoplastenoberflache jedoch
ausschlie3lich darin bestehen, den Stoffaustausch zwischen der Vakuole und
dem Zytosol zu erleichtern, stellt sich die Frage, weshalb das Plasmalemma (fur
das beziglich eines Stoffaustausches zwischen Zytoplasma und dem
Meerwasser die gleichen Uberlegungen gelten sollten) keine in das Zytosol
hineinreichenden fingerartigen Ausstllpungen aufweist. Die
FlachenvergréRerung des Tonoplasten muss daher noch weitere Griinde
haben.

Eine Hypothese ist, dass man in den tubuldren Ausstilpungen des
Tonoplasten den von vielen Arbeitsgruppen seit langem gesuchten
Turgorsensor finden kann. Bereits ohne Uber die Morphologie der Algen
genauere Daten zu haben, wurde in der Vergangenheit die Mdglichkeit der
Lokalisation dieses Sensors in der vakuoldaren Membran postuliert [Coster &
Zimmermann, 1976]. Es wird vermutet, dass eine osmotisch bedingte
Turgoranderung zunachst eine Formveranderung der Tonoplasten-
ausstulpungen verursacht, die dann ihrerseits auf druck- und
spannungsabhéngige Transportproteine wirken. Technisch gesehen kdnnte
man diese Ausstlilpungen mit einer Membran vergleichen, die druck- und
spannungsabhangige Widerstande enthalt (wie sie beispielsweise fur den
Druckwandler einer Druckmesssonde benutzt wird).

Denkbar ist auch, dass es durch druckinduzierte Dehnung der Membran
zu einem Kontakt zwischen dem Tonoplasten und dem Plasmalemma oder den
Zellorganellen kommt, so dass uber dadurch induzierte elektrische Feldeffekte
gleichzeitig im Tonoplasten wie im Plasmalemma (und den Organellen) Signale
fur die Turgorregulation ausgelost werden.

Von tierischen Zellen ist bekannt [Zimmermann & Neil, 1996], dass sie auf
osmotischen Stress mit einer sehr schnellen Flachenveranderung durch Einbau
bzw. Abbau von intrazelluldrem membrantésem Material reagieren. Diese
Flachenveranderungen fiihren zu deutlichen Anderungen in der spezifischen
Membrankapazitat und in der Membranpermeabilitéat fur lonen. Das gesamte
Zytoplasma von V. utricularis oder V. ventricosa weist eine Dicke von nur ca.

7 — 10 um auf, und die Tonoplastenausstilpungen sind aufgrund der bisherigen



elektronenmikroskopischen Untersuchungen weniger als 1 pupm vom
Plasmalemma getrennt. Eine relativ geringe Flachendnderung wiirde daher fir

den geschilderten Effekt gentigen.

5.5 Die physiologischen Unterschiede zwischen V. utricularis und V.
ventricosa bestétigen die taxonomische Trennung der Gattungen

Sowohl bei V. utricularis als auch bei V. ventricosa traten nach Applikation
eines Ladungspulses typische biphasische Relaxationsspektren auf, die nach
dem sog. "Zwei-Membranen Modell" interpretiert werden konnten. Man hatte
also somit eine leistungsfahige Technik zur Verfigung, um die Merkmale in der
Physiologie beider Spezies miteinander vergleichen zu konnen. In
Ubereinstimmung mit dem "Zwei-Membranen Modell" konnte bei beiden
Spezies festgestellt werden, dass Anderungen in der externen Kalium- oder
Chloridkonzentration, sowie externe Zugabe von lonenkanalinhibitoren
ausschlie3lich Auswirkungen auf die schnelle (dem Plasmalemma zugeordnete)
Relaxation zeigten. Sowohl die langsame, als auch die in manchen Féllen
auftretende intermedidre Relaxation, blieben bei derartigen Anderungen
unbeeinflusst.

Allerdings zeigte sich, dass Kalium bei V. ventricosa das die Plasma-
lemmaleitfahigkeit beherrschende lon ist, wahrend diese bei V. utricularis und
H. parvula hauptsachlich von Chlorid dominiert wird [Graves & Gutknecht,
1977b; Graves & Gutknecht, 1977a; Spiel3 et al., 1993; Wang et al., 1991]. So
konnte man bei Ventricaria nach Senkung der Kalium-Konzentration im
AuRRenmedium, aber auch bei externer Applikation von K*-Kanal Inhibitoren wie
TEA oder Barium, eine deutliche Verminderung der Plasmalemmaleitfahigkeit
um bis zu 80 % beobachten. Dagegen war Chlorid in nur geringem Umfang an
der Ausbildung der Plasmalemmaleitfahigkeit beteiligt. Erhéhte der Entzug von

Chlorid oder dessen Substitution durch MES™ im Badmedium bei Valonia und



Halicystis die Zeitkonstante der schnellen Relaxation um etwa das zehnfache,
so konnte bei Ventricaria lediglich eine Verdopplung von 11 verzeichnet werden.

Weiterhin resultierte die Addition des Anionenkanalblockers DIDS bei
Ventricaria in einer Abnahme der Leitfahigkeit des Plasmalemmas um nur 16%
(bei kultivierten Algen) bis zu 47 % (im Falle von frisch gesammelten Zellen).
Die maximale Hemmung Inax wurde fur diese Spezies zu 13 bis 35 % bestimmit.
Im Unterschied dazu resultierten analoge Untersuchungen an Valonia in einer
maximalen Inhibition von mehr als 80 % [Spiel et al., 1993].

Ein unterschiedliches Bild zwischen V. utricularis bzw. H. parvula und V.
ventricosa zeigte sich auch in der Reaktion auf Verdnderungen des pH-Wertes
im Badmedium. Absenkung des externen pH von 8.1 auf 4.0 hatte bei den
ersten beiden Spezies dramatische Auswirkungen auf die Zeitkonstanten der
schnellen und langsamen Relaxation [Benz, Buchner, & Zimmermann, 1988;
Wang, Benz, & Zimmermann, 1995; Zimmermann, Bichner, & Benz, 1982].
Hier konnte eine Zunahme von 11 und 12 um das funf- bis zehnfache beobachtet
werden. Im Gegensatz dazu blieb das Absenken des pH-Wertes bei Ventricaria

ohne signifikante Auswirkungen auf das Relaxationsspektrum dieser Alge.

Die hier vorgestellten Unterschiede in den elektrophysiologischen
Parametern bei V. ventricosa und V. utricularis bestarken daher neben den
schon erwahnten Unterschieden im Teilungsmechanismus die 1988
vorgenommene Neu-Klassifizierung und taxonomische Trennung dieser beiden
Spezies [Olsen & West, 1988].

5.6 Der Einfluss der Hauptionen im Aul3enmedium auf die Plasmalemma-
leitféhigkeit von V. ventricosa zeigt individuelle Variationen

Die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Substitutions- und
Inhibierungsexperimente konnten zeigen, dass die Plasmalemmaleitfahigkeit

von Ventricaria hauptsachlich von der externen Kaliumkonzentration dominiert



wird. Jedoch kann ein gewisser Einfluss der ubrigen lonen — vor allem des
Chlorids — nicht aulRer Acht gelassen werden. Insbesondere die Experimente
mit den lonenkanalblockern TEA, Barium und DIDS machten deutlich, dass die
Antwort der Leitfahigkeit des Plasmalemmas auf diese Agenzien von Zelle zu
Zelle — zum Teil auch in Abhangigkeit von der Kultivierungsdauer oder der
Grol3e bzw. dem Alter der Algen — einer grof3en Variabilitat unterworfen war.

Individuelle physiologische Unterschiede fielen dabei besonders bei
Konfrontation der Zelle mit den lonenkanalblockern TEA und DIDS auf. Hier
lieRen sich deutliche Unterschiede in der Antwort der Plasmalemmaleitfahigkeit
zwischen den éalteren, langere Zeit in Kultur gehaltenen und den frisch
gesammelten Exemplaren von Ventricaria zeigen. Insbesondere Inax war
groRen Schwankungen unterworfen. Untersuchte man dagegen an ein und
derselben Alge die inhibierende Wirkung von TEA und DIDS nacheinander, so
konnte man erkennen, dass der Beitrag der Kalium- bzw. Chloridkanéle zur
Plasmalemmaleitfahigkeit zwar individuell unterschiedlich ausgepragt war, sich
diese Kanale in der Summe jedoch stets zu etwa 90 % blockieren liel3en.

Auch aufgrund der nicht unerheblichen Standardabweichungen bei den
Experimenten, ist es innerhalb dieser Studie jedoch nicht gelungen, einen
klaren Zusammenhang zwischen dem Alter, der Grol3e oder der
Kultivierungsdauer und der Physiologie von V. ventricosa herzustellen, wie man
ihn fir andere Zellwand- und Zellmembranparameter an mariner Riesenalgen
gefunden hat [Steudle, Zimmermann, & Lelkes, 1977; Zimmermann, 1978;
Zimmermann & Steudle, 1974; Zimmermann & Steudle, 1978].

5.7 Das Zytoplasma von V. ventricosa ist negativ geladen

Interessante Erkenntnisse in Bezug auf die elektrischen Eigenschaften
des Zytoplasmas konnten mit Hilfe der Experimente mit dem porenbildenden

Antibiotikum Nystatin erarbeitet werden. Dabei betrachtete man die Anderung



der Potentialdifferenz, die nach Addition des Antibiotikums von der externen
sowie der vakuolaren Seite aufgezeichnet wurden.

Bei Permeabilisierung des Plasmalemmas durch Applikation des
Antibiotikums Uber das Badmedium wurden in Einzelfallen Werte bis zu —-68 mV
gemessen. Die Anderungen der Potentialdifferenz waren dabei von Zelle zu
Zelle einer grof3en Variabilitdt unterworfen, vermutlich weil es zu unterschiedlich
ausgepragtem Austausch von lonen zwischen den unterschiedlichen
Kompartimenten durch den permeabilisierten Tonoplast bzw. das Zytoplasma
kam.

Trotzdem lie3en sich durch die Entwicklung des Potentials, die unmittelbar
nach Applikation des Nystatins zu beobachten war, die Arbeiten und
Hypothesen von Davis [Davis, 1981] und Gutknecht [Gutknecht, 1966;
Gutknecht, 1967] bestatigen, die ebenfalls von einem relativ zum externen
Medium negativ geladenen Zytoplasma sprachen. Dabei gelang es Davis, V.
und V., direkt in erwachsenen Zellen von Ventricaria zu messen, indem er auf
geschickte Art und Weise die Elektrodenspitze durch die Vakuole in das
gegenuberliegende Zytoplasma bewegte und dort platzierte. Gutknecht
dagegen benutzte junge Ventricaria-Aplanosporen, die fast vollstandig aus
Zytoplasma bestehen, und subtrahierte das an ihnen gemessene V., von dem
an erwachsenen Algen ermittelten V,,. Beide Autoren erarbeiteten, dass die
Zytoplasmaschicht ein stark negatives Potential von etwa -70 mV relativ zum
AulRenmedium aufweist. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu Arbeiten
von Lainson und Field, die ein ungeladenes Zytoplasma propagieren [Lainson &
Field, 1976].

In diesem Zusammenhang sollte jedoch nicht unerwéhnt bleiben, dass
Uber einen mdglichen Beitrag der Zellwand zum Aufbau der Potentialdifferenz
noch keine Daten vorliegen, ein gewisser Einfluss der Zellwand jedoch vermutet
werden kann [Hope & Walker, 1961].



5.8 Ausblick

Ein detaillierterer Einblick in die morphologischen und physiologischen
Parameter mariner Riesenalgen wirde helfen, hier aufgestellte Hypothesen und
Modelle zu tberprufen.

Von groRem Interesse sind dabei weitere strukturelle Untersuchungen zur
Faltung des Tonoplasten im Zusammenhang mit der Osmoregulation der Alge.
In der Vergangenheit erwies sich das grof3e Volumen der Algen als hinderlich
bei der Fixierung der Zelle; es verhinderte so auch eine Schockgefrierung der
Algen (wie sie fur die sog. Gefrierbruchatzung notwendig ware). In der
Konsequenz konnte die trilaminare Membranstruktur des Tonoplasten noch
nicht scharf dargestellt werden.

Vor diesem Hintergrund ware es sicherlich vorteilhaft, das
Einbettungsmedium "Spurr”, das zu unscharfen Abbildungen der Membranen
fuhren kann [Nagl, 1981], durch geeignetere Substanzen zu ersetzen.
Problematisch dabei ist, dass das beispielsweise besser geeignete
Einbettungsmedium "Epon" nicht in die Zelle eindringen kann. Daher wird daran
gedacht, die Alge nach der Entwéasserung zu zerschneiden und somit das
"Epon" an alle Membranstrukturen gelangen zu lassen.

Weiterhin lieRe sich die Kontrastierung der Strukturen gewiss dadurch
verbessern, dass die notwendigen Agenzien nicht nur Uber das Badmedium,
sondern auch mit Hilfe der Mikroperfusionsapparatur direkt von innen an den
Tonoplasten gebracht werden koénnen. Der Zusatz von Goldpartikeln zum
Perfusat, die an den Tonoplasten adharieren, wirde die tubularen
Ausstilpungen der Vakuolenmembran zusatzlich kontrastieren.

Der Vergleich der beispielweise mittels dreidimensionaler Bilder
vermessenen geometrischen Flache des Tonoplasten mit den aus elektrischen
Messungen erhaltenen Daten konnte dann Aufschluss dariber geben, ob die
extrem hohe spezifische Kapazitdt des Tonoplasten ausschlie3lich auf die
Flachenvergro3erung zuriickgeht, oder ob mobile Ladungen eines elektrogenen

Transportsystems mit involviert sind.



Der Einsatz von Nystatin und lonenkanalblockern unter nicht-stationaren
Turgorbedingungen héatte zum Ziel, den Einfluss der lonentransportprozesse
auf die Turgorregulation mariner Algen zu verstehen. Dabei ist zur Lokalisierung
eines Turgorsensors von besonderem Interesse, ob diese Regulationsprozesse
vom Tonoplasten oder vom Plasmalemma (oder gleichzeitig von beiden
Membranen) ausgehen. Erste Experimente auf diesem Gebiet [Heidecker,
Ryser, Wegner, Zimmermann, unverétffentlichte Daten] ergaben eine deutliche
Reaktion der Tonoplastenleitfahigkeit wéahrend der Turgorregulation. Dies
bestéarkt die Vermutung, den Turgorsensor im Tonoplast zu suchen. Zusatzlich
zur Ladungspulsmethode wirde dabei ein Einsatz der sog. "Voltage-Clamp"
Methode weitere Informationen Uber die Spannungsabhangigkeit der

Membranparameter liefern.

Eine exakte Charakterisierung der an der Turgorregulation beteiligten
Proteine sollte dartber hinaus auf molekularer Ebene erfolgen. Ein wichtiger
Schritt hierzu ist das Anlegen einer cDNA-Bank bzw. einer genomischen
Bibliothek fur V. utricularis und V. ventricosa.

In der Vergangenheit scheiterten solche Versuche an der erheblichen
Kontamination der Algen durch Fremdorganismen wie Bakterien oder
Diatomeen, so dass die Herkunft der isolierten mRNA nicht eindeutig geklart
werden konnte. Dieses Problem ist inzwischen durch die Anzucht axenischer
Kulturen aus regenerierten Valonia-Protoplasten gelost worden. Uber diese
axenischen Kulturen kann absolut reines Material bereitgestellt werden, wenn
auch zur Zeit nur in kleinen Mengen. Allerdings durfte sich in diesem
Zusammenhang positiv auf die mRNA- bzw. DNA-Ausbeute pro Zelle
auswirken, dass Valonia ein vielkerniger Organismus ist.

Eine cDNA-Bibliothek von V. utricularis kann dann nach Sequenzen
durchsucht werden, die eine Homologie mit bekannten Sequenzen pflanzlicher
Membrantransportproteine aufweisen. Beispielsweise zeigt der in "Patch-
Clamp" Untersuchungen an Valonia-Protoplasten beobachtete Anionenkanal
VACL1 [Heidecker, Wegner, & Zimmermann, 1999] hinsichtlich der Spannungs-

abhangigkeit und der Leitfahigkeit des Schaltverhaltens Ubereinstimmungen mit



Chlorid-Kanélen des CLC-Types, die in tierischen Zellen weit verbreitet sind
[Jentsch et al., 1999]. Eine Suche nach Kanalen dieses Typs erscheint daher

sinnvoll.



6 Zusammenfassung

Die kombinierte Mikroperfusions-/Ladungspulstechnik an einzelligen
marinen Riesenalgen ermdglicht die getrennte Darstellung der elektrischen
Eigenschaften von Plasmalemma und Tonoplast durch gezielte Manipulation
des vakuolaren und externen Mediums. Dabei kann der fur die Physiologie der
Zellen wichtige hydrostatische Innendruck (Turgor) standig kontrolliert werden.

Die Applikation eines Ladungspulses resultierte bei Valonia utricularis und
Ventricaria ventricosa in einer biphasischen Relaxation des Gesamt-
membranpotentials, die durch die Summe zweier Exponentialfunktionen
beschrieben werden konnte. Die Zeitkonstanten dieser beiden Relaxationen
lagen dabei im Bereich von 0.1 ms und 1 ms (V. utricularis), bzw. 0.1 ms und 10
ms (V. ventricosa). Addition von Nystatin (einem membranimpermeablen und
porenbildenden Antibiotikum) zu der vakuolaren Perfusionslosung fuhrte bei
beiden Spezies zu einem Verschwinden der langsamen Relaxation des
Spektrums, wahrend Uber das Badmedium (extern) dotiertes Nystatin die
Zeitkonstante der schnellen Komponente dramatisch verringerte. Die jeweils
andere Relaxation blieb dabei unbeeinflusst. Folglich muss die schnelle
Relaxation den RC-Eigenschaften des Plasmalemmas und die langsame den
Eigenschaften des Tonoplasten zugeordnet werden. Dies ist ein klarer Beweis
fur das sog. "Zwei-Membranen Modell". In Ubereinstimmung damit
beeinflussten externe lonentauschexperimente sowie externe Zugabe von
Kanal/Carrier-Inhibitoren wie TEA (Tetraethylammonium), Ba** und DIDS (4,4'-
Diisothiocyanatostilben-2,2'-Disulfonséaure), nur die schnelle Relaxation des
Ladungspulsspektrums, nicht aber die langsame. Dagegen hatte die Zugabe
dieser Inhibitoren zu der vakuolaren Perfusionslésung keinen signifikanten
Einfluss auf das Relaxationspektrum der marinen Algen.

Bei der Berechnung der passiven Membranparameter fiel eine
ungewohnlich hohe flachenspezifische Kapazitat des Tonoplasten auf, die nach
elektronenmikroskopischen  Untersuchungen mit einer etwa 9-fachen
OberflachenvergrofRerung erklart werden konnte. Diese resultierte aus



tubuldaren Ausstilpungen des Tonoplasten, die in das Zytosol hineinreichen. Es
konnte darliber hinaus gezeigt werden, dass - entgegen der Lehrmeinung - der
Widerstand des Tonoplasten mariner Algen hoch ist (0.3 bis 1.1 Qm?) und somit
Werte aufweist, die mit Messungen an Vakuolen hdherer Pflanzen vergleichbar
sind. Daruber hinaus ergaben Nystatin-Experimente, dass das Zytoplasma von
V. ventricosa stark negativ geladen ist (bis zu —70 mV).

Neben vielen Gemeinsamkeiten existieren auch klare Unterschiede in der
Physiologie dieser Algen. Wahrend bei V. ventricosa die Plasmalemma-
leitfahigkeit durch Kalium dominiert wurde, war das Plasmalemma von V.
utricularis deutlich permeabler fiir Chlorid als fur Kalium. Variation des externen
pH-Wertes wirkte sich nur bei V. utricularis, nicht aber bei V. ventricosa, im
Relaxationsspektrum in einer drastischen Erh6hung der schnellen Zeitkonstante
aus.

Fur die Analyse turgorgesteuerter Membrantransportprozesse an marinen
Algen bedeuten diese Arbeiten einen methodischen Durchbruch, so dass die
vollstandige Aufklarung der biophysikalischen Prozesse, die mit der Turgor-

regulation assoziiert werden, unmittelbar bevorsteht.



7 Summary

The intergrated perfusion/charge-pulse technique allows the separated
determination of the electrical properties of the tonoplast and the plasmalemma
of giant-celled marine algae with exact manipulation of the vacuolar and
external solution. The hydrostatic pressure in the cells (the so-called turgor-
pressure), which is one of the most important parameters for the physiology of
the cell, can easily be regulated during the experiments.

The charge-pulse relaxation spectrum of Valonia utricularis and
Ventricaria ventricosa showed a biphasic shape that could be described by the
sum of two exponentials decays. The time constants of the two relaxations were
calculated to be around 0.1 ms and 1 ms (V. utricularis), and 0.1 ms and 10 ms
(V. ventricosa), respectively. Addition of nystatin (a membrane-impermeable
and pore-forming antibiotic) to the the vacuolar perfusion-solution of both
species resulted in the disappearance of the slow exponential of the spectrum,
wheras the presence of nystatin in the bath decreased dramatically the time
constant of the fast component. The other relaxation remained unaffected.
Consequently, the fast relaxation process must be assigned to the RC-
properties of the plasmalemma and the slow one to those of the tonoplast. This
Is a clear proof for the so-called "two-membrane model". Consistent with this,
external variation of the major ions as well as external addition of
channel/carrier inhibitors like TEA (tetraethyammonium), Ba** and DIDS (4,4
diisothiocyanatostilbene-2,2’-disulfonic acid) affected only the fast relaxation,
but not the slow one. In contrast, addition of these blockers to the vacuolar
perfusion solution showed no measurable effect on the charge-pulse relaxation
spectrum of the marine algae.

Calculating the individual passive electrical parameters of the membranes,
an unusually high area-specific capacitance of the tonoplast was detected.
According to electronmicroscopic studies this could be explained by a
approximately 9-fold enlargement of the tonoplast surface showing tubular
"fingers" invading the cytoplasm. Above that it could be demonstrated that the
area-specific resistance of the tonoplast of V. utricularis and V. ventricosa is



high (0.3 to 1.1 OQm?) and thus comparable with data observed on vacuoles of
higher plants. Furthermore, the nystatin-studies indicated that the cytoplasm is
negatively charged (up to —=70 mV).

Although they have a lot in common, the two species exhibit some clear
differences in their physiology. With V. ventricosa, the conductance of the
plasmalemma was dominated by K*, whereas the plasmalemma of V. utricularis
was more permeable to CI than to K'. Variation of the external pH had a
significant effect on the charge-pulse relaxation spectrum only of V. utricularis
but not of V. ventricosa.

The presented studies can be seen as a technical breakthrough in the
analysis of turgor-regulated transport processes of marine algae. A complete
elucidation of the biophysical properties which contribute to the turgorregulation

can now be achieved.



8 Appendix

In den folgenden Tabelle 7 und Tabelle 8 sind fur jeweils 10 verschiedene
Algen von V. utricularis und V. ventricosa die aus Ladungspulsmessungen

erhaltenen elektrischen Membranparameter dargestellt.

Die Ladungspulsmessungen (ASW im Badmedium) wurden bei V.
utricularis (Tabelle 7) an unperfundierten (Zellen 1 bis 5) und perfundierten
Algen durchgefihrt (Zellen 6 bis 10; Perfusion mit AVS, 20 pl/min). Fir V.
ventricosa sind nur unperfundierte Algen dargestellt (Tabelle 8). Zur
Auswertung der Daten wurde an die Ladungspulsspektren die Summe zweier
Exponentialfunktionen angepasst (Gleichung 1). Aus diesem sog. "least-square-
fit" konnten so die Zeitkonstanten und Anfangsamplituden der schnellen (t; und
V1) und langsamen Relaxation (12 und V3) bestimmt werden. Az bezeichnet die
Oberflache der Alge, Vz das Volumen, Py den Turgordruck, V,, das vakuolare
Ruhepotential und Q die injizierte Ladungsmenge. Die flachenspezifischen
Kapazitaten, Widerstande und Leitfahigkeiten von Plasmalemma (Cp, Rp und
Gp) und Tonoplast (C;, R; und G;) wurden unter der Annahme A, = A; = Az nach
den Gleichungen 2 und 3 berechnet. Der tatsachliche flachenspezifische
Widerstand des Tonoplasten (Ry) und dessen reale Flache (Ay) errechneten
sich unter der Annahme C, = Cy, nach den Gleichungen 4 und 5. Weitere Details

finden sich im Text.



Tabelle 7: Elektrische Eigenschaften des Plasmalemmas und des Tonoplasten
unperfundierter (Zellen 1 bis 5) und perfundierter (Zellen 6-10) Zellen von V.

utricularis.



Tabelle 8: Elektrische Eigenschaften des Plasmalemmas und des Tonoplasten

unperfundierter Zellen von V. ventricosa.



ACS

Ap

ASW
ASW / -Cl
ASW / -K
ASW / -Na
At

D1, 2,3
DO1, DO2
ENX

Gy

Gy*

Gt

Gtr
G

IC50

Imax

MC

9 Abkurzungsverzeichnis

Differentialverstarker

Artificial Cytoplasmic Sap; kiinstliches Zytoplasma-analoges

Medium

Plasmalemmaoberflache

Artificial Sea Water; kunstliches Meerwasser
kiinstliches Meerwasser, Chlorid-reduziert/frei
kiinstliches Meerwasser, Kalium-reduziert/frei
kiinstliches Meerwasser, Natrium-reduziert/frei
Tonoplastenoberflache

reale Tonoplastenoberflache

Artificial Vacuolar Sap; kinstliches Perfusionsmedium
Zelloberflache

Algenzelle

flachenspezifische Kapazitat des Plasmalemmas
flachenspezifische Kapazitat des Tonoplasten

reale Tonoplastenkapazitat

Diode

Turgordruckanzeigen

digitales Speicheroszilloskop

theoretisches Nernstpotential fir das lon X
flachenspezifische Leitfahigkeit des Plasmalemmas
flachenspezifische Plasmalemmaleitfahigkeit unter
Standardbedingungen

flachenspezifische Leitfahigkeit des Tonoplasten
reale Tonoplastenleitfahigkeit

flachenspezifische Tonoplastenleitfahigkeit unter
Standardbedingungen

inhibierende Wirkung eines Blockers in %
Konzentration eines Blockers, die zu einer halbomaximalen
Hemmung fuhrt

maximale Inhibition eines Blockers in %

Messkammer



NSW Natural Sea Water; original Mittelmeerwasser

O Auslass des Badmediums

P Turgordruck

P1, P2 Einlass-, Auslasspipette

PC, PC1,2,3 Druckkammer

PE Potentialelektrode

PG Pulsgenerator

PP Perfusionspumpe

PR Druckminderer

PTL1,2,3 Druckwandler

PW Platindraht; Stromelektrode

Q Ladungsmenge

R Widerstand

RE1, RE2 Referenzelektrode der Strom- bzw. Potentialmessung
Rm Gesamtmembranwiderstand

Rp flachenspezifischer Widerstand des Plasmalemmas
R: flachenspezifischer Widerstand des Tonoplasten
Ry realer Tonoplastenwiderstand

Rz Widerstand des Zytoplasmas

S Einlass Badmedium

SY Spritze mit Perfusionsmedium

T Zeitkonstante der schnellen Relaxation

T Zeitkonstante der langsamen Relaxation

T3 Zeitkonstante der intermediaren Relaxation
V1,V2 Sperrventile

Veo Plasmalemmapotential

Vi Relaxation des Gesamtmembranpotentials

Ve Tonoplastenpotential

Vo vakuolares Ruhepotential

V7 Zellvolumen
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