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Differential derepression of the genome of potato tuber cells can be initiated by slicing the tis-
sue into disks. The consequence of this procedure on the cells of the wound surface is dedifferen-
tiation and cell division followed by redifferentiation to a suberized phellem cell. The drift of
glucose-, glucose-1-phosphate-, glucose-6-phosphate-, fructose-6-phosphate- and 6-phospho-gluconate-
levels has been determined in the derepressed tissue. With the exception of 6-phospho-gluconate all
intermediates so far investigated showed a rise in concentration after derepression.

This is interpreted as a consequence of altered enzymic activities which were estimated for phos-
phoglucomutase, hexokinase, phosphoglucoisomerase, gluco-6-phosphate- and 6-phosphogluconate-
dehydrogenase. The two dehydrogenases were activated after derepression, the activation represented
a de-novo-synthesis, as was demonstrated with the inhibitors Actidione (translation) and p-Fluoro-
phenyl-alanine (protein synthesis in general). Hexokinase and phosphoglucoisomerase were not
severely affected by cutting the tissue. Phosphoglucomutase was degrated rapidly, the degradation
being dependent on protein synthesis. The importance of an enhanced activity of the pentose phos-
phate shunt for the stressed cell is emphasized and the possibility of an alteration in the osmotic
pressure within the cell and especially in the nucleus — a primary consequence of wounding — as
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a cause of derepression in potato tuber cells is discussed.

Mit zunehmender Kenntnis pflanzlichen Stoffwech-
sels konzentriert sich das wissenschaftliche Interesse
mehr und mehr auf die Regelmechanismen, die letzt-
lich fiir das Zusammenwirken zwischen Genom und
Cytoplasma mit allen daran beteiligten Zellkomparti-
menten verantwortlich sind. Die molekularbiologi-
schen Grundlagen dieser Wechselbeziehungen wur-
den von Jacos und Monop ! fiir Bakterien aufge-
zeigt und lassen sich — wenn auch mit Einschrén-
kungen — auf die Zellen hoherer Organismen iiber-
tragen, obwohl sich diese Systeme durch Héher-
entwicklung und korrelative Beziehungen nicht un-
wesentlich komplizieren.

Man darf die Realisierung vieler Moglichkeiten
der Genaktivitdts- und Stoffwechselregulation in
einer mitotisch aktiven Zelle vermuten. Daher sind
Objekte, deren Zellen zur Mitose induziert werden
konnen, fir Untersuchungen zu diesem Fragenkreis
geeignet. Tatsichlich rechtfertigen die in dieser
Arbeit zur Diskussion gestellten Ergebnisse die Wahl
des Knollenparenchyms der Kartoffelpflanze (Sola-
num tuberosum L.) zur Bearbeitung dieser Pro-
bleme. Wihrend nidmlich in der unbeschidigten

* Diese Arbeit enthilt einen Auszug aus der Dissertation von
G. KaHL, Naturwissenschaftliche Fakultat der Universitat
Frankfurt (Main), 1966.

1 F, Jacos u. J. MoNoD, J. molecular Biol. 3, [1961].

Knolle von den ausdifferenzierten Speicherzellen kei-
nerlei Zellteilungen mehr durchgefiihrt werden —
was auf der Blockierung von Genen beruht, deren
Aktivierung die Mitose erst moglich macht — teilen
sich die Zellen nach einer Verwundung des Organs
nach vorheriger intensiver Stoffwechselaktivierung
mehrmals. Stoffwechselaktivierung und Zellteilung
setzen dabei partielle Derepression bzw. differentielle

Genaktivitit voraus 2 3.

Man hat somit ein Versuchsobjekt in der Hand,
dessen Zellen sich nach dem Eingriff im Zuge der
Wundkompensation dedifferenzieren, teilen und an-
schliefend redifferenzieren. Die mit diesen Prozes-
sen zusammenhidngenden Stoffwechseldnderungen
miissen systematisch aufgedeckt werden, ehe man
eine tiefere Einsicht in die zugrundeliegenden Regel-
mechanismen erwarten kann. Daher wurden die nach
einer Derepression des Kartoffesparenchyms erfol-
genden Intermediat-Konzentrations- und Enzymakti-
vitits-Anderungen im Bereich der ersten Schritte des
Glucosekatabolismus sowie deren Abhangigkeit von
der Proteinsynthese ermittelt.

2 D. TuaN u. J. BONNER, Plant Physiol. 39, 768 [1964].
3 R. E. Crick u. D. P. HACKETT, Proc. nat. Acad. Sci. USA
50, 243 [1963].
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I. Material und Methoden

Untersuchungsmaterial: SproBknollen von Solanum
tuberosum L. der Sorten ,Desirée” und ,,Hansa®, die
in beliifteten, wasserdampfgeséttigten Exsikkatoren bei
20 °C im Dunkeln gelagert wurden.

Verwundung: Sie erfolgte durch Zerschneiden der
Organe in 1 mm diinne Querschnitte, aus deren Mark-
anteil wiederum Scheibchen von 15mm Durchmesser
herausgestanzt wurden. Nach kurzem Abspiilen mit flie-
endem Leitungswasser (Entfernung von Zelltriimmern)
wurden diese Scheibchen in verdunkelten, wasserdampf-
gesiittigten und beliifteten Exsikkatoren bei 20 °C ge-
lagert.

Fiir jeden einzelnen Versuch wurden ca. 15 g Ge-
webe in fliissigem Stickstoff abgetdtet, sofort in eis-
umfrorene Kolben iiberfiihrt und in einer vorgekiihlten
Gefriertrocknungsanlage bei ausreichendem Vakuum
(ca. 4-1072Torr) innerhalb von 48 Stdn. vollstindig
getrocknet. Nach diesem Zeitraum wurden die gefrier-
getrockneten Scheiben pulverisiert. Etwa 25—100 mg
des Pulvers wurden zur Ermittlung der verschiedenen
Intermediat-Konzentrationen und Enzymaktivitdten ver-
wendet.

Intermediate: Trockenpulver wurde bei 0 °C mehr-
fach mit 0,6-m. HCIO, extrahiert, das Unlosliche bei
5000 g abzentrifugiert* und der mit 1-n. KOH neutra-
lisierte und mit Tridthanolamin-HCI-EDTA abgepuf-
ferte und vom ausgefallenen KClO, befreite Uberstand
auf Intermediate mit enzymatischen Methoden getestet.
Glucose-6-Phosphat, Glucose-1-Phosphat und Fructose-
6-Phosphat: 100 «Mol Tris-Puffer (pH 7,47), 40 mg
Trockengewicht (entspricht 320 mg Frischgewicht) ;
0,3 mMol NAD; 2,95 mMol MgCl,; 25 mg PVP (Poly-
vinylpyrolidon) ; 20 ug Glucose-6-Phosphatdehydro-
genase in 2,3-ml-Kiivettenvolumen — G-6-P. Nach Um-
satz des G-6-P Zusatz von 1,24 mMol EDTA und 20 ug
Phosphoglucomutase — G-1-P. Nach Abreaktion Zusatz
von 40 ug Phosphoglucoisomerase — F-6-P.

Glucose: 100 Mol Tris-Puffer (pH 7.47) 1,6 mg
Trockengewicht; 0,3 mMol NADP; 25mg PVP; 2,95
mMol MgCly; 20 ug  Glucose-6-Phosphatdehydroge-
nase; 0,1 uMol Rinderserumalbumin; 0,47 mMol ATP
und 60 1g Hexokinase in 2,5-ml-Kiivettenvolumen.

6-Phosphogluconat: 100 uMol Tris-Puffer (pH
7.47) ; 40 mg Trockengewicht; 25 mg PVP; 0,21 mMol
NADP: 2,95 mMol MgCl, und 40 ug 6-Phosphogluco-
natdehydrogenase in 2,5 ml Kiivettenvolumen.

Die Extinktionsidnderung bei 340 nm nach Enzym-
zusatz wurde mit einem Schreiber registriert. Extink-
tionsspriinge, die auf Verdiinnungseffekte bei Enzym-
zugabe zuriickgehen, wurden beriicksichtigt.

Enzyme: Enzyme wurden aus Vergleichsgriinden
stets mehrfach mit standardisiertem Puffer extrahiert
(Tris, 100 uMol/ml, pH 7.47; 2.7-10 %m. EDTA;
0,5% PVP; 8,25-10 %m. Cystein), vom Unloslichen
abzentrifugiert und ihre Aktivititen sofort im Zeiss-
Spektralphotometer PMQ IT bei +25%0,5 °C und bei

4 R. F. ITzuakr u. D. M. GiLr, Analytic. Biochem. 9, 401
[1964].
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340 nm bestimmt. Der Zusatz von PVP war nétig, um
jegliche Enzymstorung durch Polyphenole zu verhin-
dern, die vor allem ab dem 3. Tag nach der Derepres-
sion in hoheren Konzentrationen vorliegen. Cystein
zeigte zumindest in einigen Fillen eine Schutzwirkung.

Ausgewertet wurde der lineare Teil des Substrat-
umsatzes. Alle Werte reprédsentieren im Durchschnitt
drei relativ gut iibereinstimmende Reproduktionen.
Alle Extraktionen wurden in der Kilte (+1 °C) aus-
gefiihrt.

Glucose-6-Phosphat- und 6-Phosphogluconatdehydro-
genase: Zuniachst wurde die Gesamtaktivitit beider
Enzyme bestimmt, davon die gesondert erfalite 6-PGDH
abgezogen und damit die G-6-PDH-Aktivitdt festge-
stellt. Die 6-PGDH-Aktivitdit wurde mit der NADPH-
Oxydase-Aktivitdt korrigiert.

Gesamtaktivitdt: 190 uMol Tris-Puffer (pH 7.,47):
12,5 mg Trockengewicht entspr. 100 mg Frischgewicht:
0,26 mMol NADP; 3,92 mMol MgCl,; 1,58 mMol
G-6-P und 0-75mMol 6-PG im Gesamtvolumen von
2,5 ml.

6-PGDH : 190 uMol Tris-Puffer (pH 7,47): 12,5 mg
Trockengewicht; 0,26 mMol NADP*; 3,92 mMol
MgCly; 0,75 mMol 6-PG im Gesamtvolumen von 2,5 ml.

NADPH-Oxydase: 190 Mol Tris-Puffer (pH 7,47) :
12,5 mg Trockengewicht; 3,92 mMol MgCl,; 0,12 mMol
NADPH in 2,5 ml.

Hexokinase: 166 uMol Tris-Puffer (pH 7,47);
6,8 mg Trockengewicht entspr. 54,4 mg Frischgewicht;
0,39 mMol NADP*; 15.68 mMol MgCl,: 10 ug Glu-
cose-6-Phosphatdehydrogenase; 11,92 mMol Glucose;
5,48 mMol ATP in 2,5 ml.

Phosphoglucomutase: 178 uMol Tris-Puffer (pH
7,47); 6,8 mg Trockengewicht; 0,39 mMol NADP™;
3,92 mMol MgCly; 0,43 mMol EDTA; 10 ug Glucose-
6-Phosphatdehydrogenase: 12,41 uMol Glucose-1.6-di-
Phosphat; 3 mMol Glucose-1-Phosphat in 2,5 ml Kii-
vettenvolumen.

Phosphoglucoisomerase: 182 Mol Tris-Puffer (pH
7,47): 6.8 mg Trockengewicht; 0,39 mMol NADP™;
3,92 mMol MgCly; 10 ug Glucose-6-Phosphatdehydro-
genase; 3,1 mMol Fructose-6-Phosphat in 2,5ml Kii-
vettenvolumen.

Proteinbestimmung nach Mikrobiuret .

Osmotische Potentiale wurden nach der kryoskopi-
schen Methode ermittelt .

Ergebnisse

1. Metabolite des Glucosekatabolismus

Glucose, Glucose-1-Phosphat, Glucose-6-Phosphat,
Fructose-6-Phosphat und 6-Phosphogluconat.

Die durch Verletzung der Speicherorgane bewirkte
Derepression des Genoms der Parenchymzellen hat
bereits nach 4 Stdn. mellbare Verdnderungen im

5 K. KreEes, Planta 65. 269 [1965].
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Intermediatspiegel zur Folge. Durch den aktivierten
Stiarkeabbau (der auch mikroskopisch sichtbar ist)
werden zunichst die Konzentrationen von Metaboli-
ten der Glykolyse erhoht. Das trifft fir G-1-P,
G-6-P und F-6-P zu (Abb.1). In der Folge unter-
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Abb. 1. Konzentrations-Veranderungen von Glucose, Glucose-

6-Phosphat (G-6-P), Fructose-6-Phosphat (F-6-P) und Glu-

cose-1-Phosphat (G-1-P) wihrend der ersten 24 Stdn. nach
Derepression.

scheiden sich die Konzentrations-Verdnderungen die-
ser Intermediate nur insofern, als G-6-P und F-6-P
24 Stdn., G-1-P dagegen erst am 2. Tag nach De-
repression ein Maximum erreichen. Danach kommt
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Abb. 2. Konzentrations-Verdnderungen von Intermediaten
des Glucosekatabolismus im Laufe von 6 Tagen nach De-
repression.
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es in jedem Falle zu einer kontinuierlichen Konzen-
trationsabnahme (Abb.2). Wihrend der gesamten
Zeit bleibt das Intermediatmuster in diesem Bereich
des Glucosestoffwechsels erhalten, d.h. die Konzen-
trations-Veranderungen der drei glykolytischen Zuk-
kerphosphate vollziehen sich in gleichartiger Pro-
portionalitat.

Der Glucosegehalt bleibt wihrend der gleichen
Zeit entweder konstant oder steigt im Vergleich zur
Menge der phosphorylierten Metaboliten bis zum
ersten Tag nach Derepression nur leicht, spater je-
doch betrachtlich an. Die a priori in den Zellen in
aullergewohnlicher Konzentration vorliegende Glu-
cose (1-107! uMol/mg TG) erreicht dabei nach drei
Tagen einen um das Vielfache gesteigerten Wert
(etwa 4107 uMol/mg TG), der sich auch im wei-
teren Verlauf nur unwesentlich d@ndert.

Bemerkenswert ist gegeniiber allen vorgenannten
Intermediaten der sofortige Konzentrationsabfall
der 6-Phosphogluconsaure, eine Tatsache, die im Zu-
sammenhang mit den Aktivititen der Glucose-6-
Phosphat- und 6-Phosphogluconatdehydrogenase im
folgenden Kapitel diskutiert wird.

Diese bereits nach 4 —8 Stdn. mefbaren Inter-
mediatkonzentrations-Verdnderungen sind von der
Proteinsynthese abhingig, denn Actidion (greift in
noch ungeklarter Weise auf der Translationsstufe
der Proteinsynthese ein) und p-Fluor-Phenylalanin
(wird an Stelle von Phenylalanin unveridndert in
Proteine eingebaut und fithrt zu inaktiven Enzymen)
unterbinden jegliche Konzentrationsianderung von
G-6-P, G-1-P oder F-6-P nach Derepression (eigene
Ergebnisse; im Druck).

2. Enzymaktivititen

a) Aktivitaten von Hexokinase und Phosphogluco-
mutase

Ein vermehrter Abbau der Stirke via G-1-P und
G-6-P, wie er aus den vorher dargelegten Verande-
rungen des Intermediatspiegels zu folgern war, lief3
eine Aktivitatserh6hung der beteiligten Enzyme er-
warten. Das ist aber nicht der Fall (Abb. 3). Wah-
rend HK in den fir den Stoffwechsel der Wundzelle
entscheidenden ersten 24 Stdn. nach Derepression
ihre Aktivitat kaum verandert, verliert die PGM so-
gar ihre Aktivitat bereits nach 4 Stdn. merklich.
Nach 24 Stdn. ist ihre Umsatzgeschwindigkeit auf
ca. 70% des Anfangswertes abgesunken. Diesem
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Trend folgt im weiteren Verlauf der Wundheilung
auch die HK (Abb. 4).
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Abb. 3. Aktivitatsveranderungen von Hexokinase (HK),
Phosphoglucomutase (PGM) und Phosphoglucoisomerase
(PGI) wiahrend der ersten 24 Stdn. nach Derepression.
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Derepression praktisch nicht verdndert werden
(Abbn. 3, 4), sind bei den Dehydrogenasen des Pen-
tosephosphatzyklus Aktivitdtsveranderungen bereits
4 — 8 Stdn. nach Derepression nachzuweisen (Abb. 5).
Ihre Aktivitidten und damit der Umsatz via Pentose-
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Abb. 5. Aktivitatsveranderungen der Glucose-6-Phosphat-
(G-6-PDH) und 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase (6-PGDH)
wihrend der ersten 16 Stdn. nach Derepression.

zyklus steigern sich fortlaufend und erreichen nach
1—2 Tagen ein Maximum. Danach folgt bei beiden
Enzymen ein allmahliches Nachlassen der Aktivita-

ten (Abb.6).
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Abb. 4. Aktivitatsverdanderung von Hexokinase, Phospho-
glucoisomerase und Phosphoglucomutase im Laufe von 6 Ta-
gen nach Derepression.

b) Aktivititen von Phosphoglucoisomerase, Glu-
cose-6-Phosphatdehydrogenase und 6-Phos-
phogluconatdehydrogenase

Beim weiteren Glucoseabbau nimmt nun G-6-P in-
sofern eine besondere Stellung ein, als diesem Inter-
mediat zwei Abbauwege, Glykolyse und Pentose-
phosphatzyklus, offenstehen. Es interessierten daher
die Aktivitdten der PGI einerseits sowie der G-6-
PDH und 6-PGDH andererseits.

Wihrend die Aktivitat der PGI — und damit der
Umsatz via Glykolyse — in den ersten 24 Stdn. nach
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Abb. 6. Aktivitdtsveranderungen der Glucose-6-Phosphat- und
6-Phosphogluconat-Dehydrogenase im Laufe von 6 Tagen
nach Derepression.

Auffallend ist die Aktivitdtsdiskrepanz zwischen
der G-6-PDH und der weniger aktiven 6-PGDH. Die-

ser unterschiedliche Umsatz der beiden Enzyme —
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ein schon mehrfach beschriebenes Phanomen® —
sollte einen Anstau von 6-PG erwarten lassen. Tat-
sachlich erfolgt aber eine Konzentrations-Minderung
dieses Intermediaten (vgl. Kapitel 1). Man mul} da-
her annehmen, dal} das durch den hohen Umsatz der
G-6-PDH anfallende 6-PG in andere Stoffwechsel-
wege eingeschleust wird. Es ist wahrscheinlich, daf}
es — tber die bei reifenden Erdbeeren und Kresse-
samlingen nachgewiesene Reaktionskette ? — in As-
corbinsdure tberfithrt wird, die sich im Wundge-
webe in betrachtlichem Umfang anhéuft 8.

3. Der EinfluBB von Inhibitoren der Proteinsynthese

(Actidion, p-Fluorphenylalanin) auf die Aktivititen

von G-6-PDH und 6-PGDH sowie von PGM, HK
und PGI

Die Dehydrogenasen des Pentosephosphatzyklus
darf man als losliche Enzyme in enger raumlicher
Nachbarschaft mit den anderen untersuchten Enzy-
men HK, PGM und PGI im C-Raum der Zelle ver-
muten ®. Da — wie die vorher beschriebenen Ver-
suche zeigen — die Aktivitdten dieser Enzyme nach
einer Derepression jedoch unterschiedlich geregelt
werden (Aktivierung: G-6-PDH, 6-PGDH; Aktivi-
tatsabfall: PGM), stellt sich die Frage nach der Exi-
stenz  spezifischer Synthese-Abbau-Mechanismen.
Folgende Versuche werden zur Kldrung durchge-
fiihrt.

Kontrolle
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o
~
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24 48
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Abb. 7. Die Wirkung von Actidion (25 xg/ml) und p-Fluor-
phenylalanin (100 x#g/ml) auf den Aktivitdtsverlauf der Glu-
cose-6-Phosphat- und 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase.

" F. A. Loewus, B. J. FINKLE u. R. JANG, Biochem. biophy-
sica Acta [Amsterdam] 30, 629 [1958].

¥ W. FRANKE, Planta 44, 437 [1954].

# TH. BUCHER u. M. KLINGENBERG, Angew. Chem. 70, 552

[1958].
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Wird Actidion in Konzentrationen von 25 ug/ml
zum Zeitpunkt der Derepression appliziert und da-
mit die bereits nach 60 Min. anlaufende Proteinsyn-
these ® geblockt, so unterbleibt jegliche Aktivitats-
steigerung der beiden Dehydrogenasen (Abb.7).
Das Aminosédureanaloge p-Fluorphenylalanin (100
wg/ml) — der Gebrauch hoherer Konzentrationen
impliziert die Maoglichkeit unspezifischer Hemm-
effekte — vermag allerdings die Synthese der
Enzyme nach 48 Stdn. nur um etwa 20 —40% zu
unterbinden. Diese unvollstindige Hemmung konnte
dadurch erklart werden, dal3 die verwendete Konzen-
tration des Aminosdureanalogen zu niedrig ist, um
einen vollstandigen Syntheseblock der Dehydrogena-
sen zu bewirken. Dariiber hinaus konnte auch daran
gedacht werden, dal die in Frage stehenden Enzyme
nur wenig Phenylalanin enthalten oder aber das
Fluoratom die Struktur der Molekel nicht so verdn-
dert, da3 das aktive Zentrum betroffen wird.

Die Applikation von Actidion genannter Konzen-
tration verdndert demgegentiber die Aktivitdten von
Hexokinase und PGI nicht, verhindert aber weit-
gehend den starken Aktivitatsabfall der PGM
(Abb. 8). p-Fluorphenylalanin unterbindet eben-
falls vollig den PGM-Abbau (Abb. 9).

8
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HK - Kontrolle
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Abb. 8. Die Wirkung von Actidion (25 ug/ml) auf den Akti-
vitatsverlauf von Phosphoglucomutase, Phosphoglucoiso-
merase und Hexokinase.

Beide Hemmstoffe sind dabei ohne jeden Einfluf}

auf das Enzymprotein selbst. Beispielsweise setzt
die PGM 1,8-10" ! «Mol G-1-P/min und mg Protein

6 S. HorLMANN, Nicht-glykolytische Stoffwechselwege der
Glucose. Biochemie und Klinik. Thieme Verlag, Stuttgart
1961.
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Abb. 9. Die Wirkung von p-Fluorphenylalanin (100 xg/ml)
auf den Aktivitdtsverlauf der Phosphoglucomutase.

sowohl bei Abwesenheit als auch in Gegenwart von
25 ug, 50 ug und 150 ug Actidion im Kiivettenvolu-
men um.

Nach diesen Versuchen ist Proteinsynthese not-
wendige Voraussetzung fiir die Aktivitdtszunahme
der Dehydrogenasen des Pentosephosphatzyklus, die
somit als Enzymaufbau verstanden werden kann.
Gleiches gilt auch fir die PGM-Aktivitatshemmung,
die als Enzymabbau aufgefafit werden kann. Daraus
wird die Spezifitit des abbauenden Prinzips deut-
lich, denn eine unspezifische Proteindestruktion etwa
vermittels Proteasen sollte alle Enzyme des C-Rau-
mes gleichermallen beeinflussen. Weitere Versuche
miissen kldren, ob es sich hierbei um spezifische Pro-
teine (in Form der schon von anderen Enzymen her
bekannten Inhibitoren 1), um eine Stoffwechselpro-
dukt-Hemmung oder um die Wirkung anderer Sy-
steme handelt.

Was die Regulation der Hexokinase-Aktivitat be-
trifft, die nach den vorher besprochenen Versuchen
gleichbleibt bzw. geringfiigig nachldft, obwohl im
dereprimierten Gewebe sowohl Glucose (Abbn. 1, 2)
als auch ATP 1! fiir eine Aktivierung in ausreichen-
der Menge vorhanden sind, stehen hierfiir mehrere
Erklarungsmoéglichkeiten zur Diskussion: Einmal die
rdumliche Trennung von Substrat (in der Vakuole)
und Enzym; weiterhin die Auswirkungen des im
dereprimierten  Kartoffelgewebe nachgewiesenen
PasteUR-Effektes (Mangel an cytoplasmatisch ver-

10 R. PressEY, Arch. Biochem. Biophysics 113, 667 [1964].
11 R, L. BieLeskr u. G. G. Laries, Plant. Physiol. 38, 586
[1963].
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fiigharem ATP). Die hohe Konzentration an G-6-P
(Abb. 1) im Wundgewebe konnte auch fiir eine Re-
gulation auf der Grundlage einer negativen Riick-
koppelung (Endprodukthemmung) sprechen. Diese
Regelung, die ohne Inanspruchnahme aufwendiger
Genomaktionen erfolgt, ist fiir eine Reihe von Hexo-
kinasen verschiedensten Ursprungs bereits nachge-
wiesen worden 12,

Dem gleichen Problem begegnet man beim Ver-
such einer Deutung der PGI-Reaktion nach Derepres-
sion, obwohl auch fir dieses Enzym eine allosteri-
sche Hemmung durch 6-PG nachgewiesen wurde 3.

Diskussion
1. Derepression und Proteinsynthese

Das Ergebnis einer durch Verwundung bewirkten
Reembryonalisation von Speicherparenchymzellen
der Kartoffelknolle sind die an der Wundflache
durchgefiihrten Zellteilungen. Zusammen mit einer
gleichzeitig ablaufenden Suberinisierung der der
Wundflache benachbarten Zellwdnde haben diese die
Ausbildung eines die Wunde verschliefenden Peri-
derms zur Folge.

Alle zur Reembryonalisation fiihrenden moleku-
larbiologischen Prozesse beginnen nach dem derzeiti-
gen Stand unserer Kenntnisse bereits unmittelbar
nach dem Eingriff und zwar genetisch gelenkt. So
sind alle Enzymaktivitits-Anderungen bereits Kon-
sequenzen einer viel frither einsetzenden Genaktivi-
tat, die die Synthese bzw. den Abbau der Enzyme
regelt (Synthese: G-6-PDH und 6-PGDH; Abbau:
PGM). Es ist dazu differentielle Derepression des
vorher reprimierten Genoms 2 unerldflich.

Den Beweis einer solchen Derepression nach einer
Verletzung des Kartoffelknollen-Parenchyms fiihrten
CLicK et al.3. Sie postulieren auf Grund ihrer Er-
gebnisse sowie unter Beriicksichtigung der Befunde
anderer Autoren eine zeitliche Reihenfolge der Er-
eignisse in verwundetem Kartoffelgewebe auf mole-
kularem Niveau: m-RNS-Bildung — Bildung ribo-
somaler RNS — Aggregation der Monosomen zu
Polysomen — Bildung spezifischer Proteine — ver-
schiedenste Synthesen und schliefilich Zellteilung.

Bisher blieb die Frage nach der Ursache dieser
Verinderungen im Genom der betroffenen Zelle un-
beriicksichtigt. Mangels genauerer Kenntnisse tber

12 C. WALTER u. E. FrRIEDEN, Advances in Enzymol. 25, 167
[1963].
13 C. W. PARR, Nature [London] 178, 1401 [1956].
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diesen Bereich pflanzlichen Stoffwechsels bleibt eine
Diskussion dieser Frage zundchst zwar spekulativ,
trotzdem soll in aller Kiirze versucht werden, Be-
funde verschiedener Autoren so zu integrieren, dal}
daraus neue Denkmoglichkeiten zum Vorgang der
Derepression in Wundzellen abgeleitet werden kon-
nen.

Als Repressoren vermutet man vorwiegend basi-
sche Proteine (Histone) in Pflanzenzellen '*. Fiir
eine verstarkte Transkription wére also die tempo-
rare Dissoziation von DNS-Histon zu fordern, die
bei gereinigten Nucleohistonkomplexen in vitro
durch hohe Salzkonzentrationen erreicht wird. Die-
ser Mechanismus scheidet als Ursache der Derepres-
sion in vivo weitgehend aus, da die zur Trennung
der Komplexpartner nétige Salzkonzentration am
Genort letale Folgen fiir die Zelle hatte.

Nun kénnen aber an verschiedensten Geweben
durch einfache Verdnderungen des osmotischen Po-
tentials der Zellen Teilungen induziert oder die Tei-
lungsintensitit betréchtlich verstirkt werden 3. So
hat man es also in der Hand, den Ubergang von
einer ,ausdifferenzierten® zu einer mitotisch akti-
ven Zelle — das ist aber gleichbedeutend mit einer
zumindest teilweisen Derepression des Genoms —
zu steuern.

Bei der Unzulinglichkeit aller Methoden zur Be-
stimmung osmotischer Potentiale ist ein Nachweis
der wundbedingten Verdnderung des osmotischen
Potentials im Laufe von Minuten derzeit nicht mog-
lich, ebensowenig wie die Messung von Potential-
verdanderung in der Umgebung der Kernstrukturen.
Immerhin sind aber deutliche Verdnderungen des
osmotischen Potentials bereits nach 24-stdg. Wund-

Osmotisches
Potential [atm]

Tage nach
Depression

8,1
10,62
14,84
16,24
14,90

WO

Tab. 1. Verdnderungen des osmotischen Potentials beim Kar-
toffelknollen-Parenchym im Zeitraum von 4 Tagen nach
Derepression.

14 J. BONNER u. J. E. VARNER, Plant Biochemistry, Academic
Press, New York 1965.

15 H. LANGE u. G. ROSENSTOCK, Beitr. Biol. Pflanzen 39, 383
[1963].

16 G. KaHt, Dissertation, Univ. Frankfurt/Main 1966.

17 F. ALBERGHINA u. E. MARRE, Atti Accad. naz. LINGEI
30, 261 [1961].
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heilung mit der kryoskopischen Methode mef3bar
(Tab. 1).

Es erscheint daher denkbar, dafl eine Dissoziation
von Histon-DNS zumindest im vorliegenden Fall di-
rekt oder indirekt durch geeignete Verdnderung der
Hydratur der Zelle resp. ihres osmotischen Poten-
tials moglich wird. Es miissen methodische Wege zur
experimentellen Bearbeitung dieses grundlegenden
Problems gesucht werden.

2. Pentosephosphat-Zyklus und Zellteilungen nach
Derepression

Der durch Phosphorylasesynthese !¢ bedingte
Stirkeabbau fiihrt in der Zelle — wie die beschrie-
benen Versuche erkennen lassen — zu einer Anhau-
fung von G-1-P und G-6-P. Der weitere Abbau wird
so geregelt, dal ein grofler Teil des anfallenden
G-6-P iiber den aktivierten Pentose-Shunt geleitet
wird (vgl. auch L. ¢. 17 18)

Eine der notwendigen Voraussetzungen dafiir ist
erfolgreiche Kompetition der G-6-PDH mit anderen
Enzymen am G-6-P. Vergleicht man alle verfiigbaren
Michaelis-Konstanten der G-6-PDH-Konkur-
renten PGI, G-6-Pase und PGM, so weist — unab-
hingig von der Enzymquelle — der stets niedrigste
Km-Wert der G-6-PDH (1,7-107* bis 2-10~% Mol/l)
auf erfolgreiche Kompetition am gemeinsamen Sub-
strat hin (PGI ca. 1-1073 bis 7-107%; G-6-Pase
1-1073 bis 3:1074;PGM etwa 1-10~* Mol/L.

Weiterhin muf} die in der intakten Knolle sehr
geringe G-6-PDH-Menge gesteigert werden, was mit
Sicherheit durch Synthese geschieht (Abb.9) (vgl.
auch 1.c.2%21). Da zugleich die PGI-Reaktion im
verletzten gegeniiber dem ungestorten Gewebe zu-
mindest nur gleichgehalten, auf keinen Fall aber ge-
steigert wird, pragen die stark erhohten Aktivitdten
der Enzyme des oxydativen Pentosezyklus das Bild
der ersten Schritte des Starkekatabolismus.

Der Pentosezyklus selbst stellt einen universellen
Mechanismus zur Transformierung der Glucose in
verschiedene, fiir Biosynthesen wichtige Intermediar-
produkte dar. Der Bedarf der Wundzellen an Pento-
sen zur Nucleotid-*® und Nucleinsdureproduk-

18 T. Aprees u. H. BEEVERs, Plant Physiol. 35, 839 [1960].

19 J. S. HAWkeR u. G. G. LaTies, Plant Physiol. 38, 498
[1963].

% N. Caro u. J. E. VARNER, Plant Physiol. 32, XLVI [1957].

1 E. MARRE u. F. ALBERGHINA, Boll. Soc. ital. Biol. sperim.
36,1771 [1961].

2
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tion® 1122 wird durch diesen Stoffwechselweg ge-
deckt. Die sog. Shikimisdure-Prephensiure-Sequenz
— ohne den Pentosephosphatzyklus-Vorspann nicht
denkbar — ist Voraussetzung zur Bildung vieler
aromatischer Verbindungen, die im Wundgewebe
intensiv hergestellt werden ?*. Auch werden Pentose-
derivate in die Histidin-2* und Tryptophan-Syn-
these 2% einbezogen, was u. a. fiir die wundbedingte
IES-Synthese von Bedeutung sein konnte.

Das im Pentosezyklus gebildete NADPH ist fiir
die im Wundgewebe nachgewiesene Fettsiuresyn-
these erforderlich. Dariiber hinaus setzt die Protein-
synthese des Kartoffelwundgewebes eine ausreichende
Menge an Aminosduren voraus, deren Konzentra-
tion wihrend der anfinglichen Phase der Wundhei-
lung stark verringert wird 26. Fiir die Nachlieferung

22 M. J. SamrsoN u. G. G. LaATiEs, Plant Physiol. 43, 1011
[1968].

23 K. R. HANSON u. M. ZUCKER, J. biol. Chemistry 238, 1105
[1963].
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ist die NADPH-spezifische reduktive Aminierung
von a-Ketosduren zu Glutamat von Bedeutung, zu-
mal sich die Aktivitit der Glutamatdehydrogenase
nach Derepression des Parenchyms erhoht (eigene.
unvero6ffentlichte Ergebnisse).

Der notwendige Ausschlul} jeglicher Betrachtung
struktureller Gegebenheiten der Zelle, wichtiger
Stoffwechselbereiche wie Nucleinsdurestoffwechsel.
Protein-, Fettsdure- und Steroidalkaloidsynthese.
Séureumsatz und alle Anderungen in der Atmungs-
kette der Wundzelle erfordert dringlich weitere
Untersuchungen zur Frage der Derepression in
pflanzlichen Geweben.

Frau MARGOT KRAUSE und Friulein RENATE BERK-
NER danken wir fiir ausgezeichnete technische Assistenz.

24 B. L. HORECKER, 8. Coll. Ges. Physiol. Chem. 1958.

25 C. YANOFsKY, Biochem. biophysica Acta [Amsterdam] 20.
438 [1956].

26 J. RATHS, Dissertation, Humboldt-Universitat, Berlin 1958.

Negative Staining of Plant Slime Cellulose: An Examination
of the Elementary Fibril Concept

WERNER W. FRANKE and BARBEL ERMEN
Lehrstuhl fiir Zellbiologie, Institut fiir Biologie II, Universitat Freiburg i. Br.

(Z. Naturforschg. 24 b, 918—922 [1969] ; eingegangen am 13. Mirz 1969)

Die Cellulose pflanzlicher Schleime (von Quittenkernen und Senfsamen) wurde direkt, nach
Aceton-Féllung und nach Alkali-Extraktion im Negativkontrastverfahren (Phosphorwolframsdure
und Uranylacetat) auf hydrophilisierten Triagerfolien elektronenmikroskopisch untersucht. Die ein-
zeln liegenden Fibrillen besitzen Breiten von 100 A bis hinunter zu 10—12 A. Derartig diinne
Fibrillen stellen die kleinsten bisher im Elektronenmikroskop nachgewiesenen Polysaccharidstruk-
turen dar. Dariiber hinaus 1dBt sich feststellen, daf} die fiir Cellulosefibrillen charakteristische band-
formige Struktur auch fiir Fibrillen mit AbmaBen im Bereich der ,Elementarfibrillen® von FREY-
WyssLING und MUHLETHALER zutrifft. Die kleinsten noch gut meBbaren Fibrillenbdander haben
Querschnitte von etwa 12—15:30—40 A. Die Messungen widerlegen bisher weithin akzeptierte
Vorstellungen von einer Elementarfibrille mit einem Querschnitt von ca. 35-35 A als kleinster Struk-
tureinheit nativer Cellulose. Aus den gefundenen Fibrillendimensionen ergeben sich Folgerungen
fiir die gegenwirtig zur Diskussion stehenden Cellulose-Modelle.

According to a hypothesis of FREY-WyssLING
and MUHLETHALER !75 the ultimate structural unit
of native cellulose is the so-called elementary fibril
with a cross-section of about 35 % 35 A. The larger
cellulose microfibrils showing widths in the 100 to
300 A range are thought of as being composed

! K. MUHLETHALER, Beih. Z. Schweiz. Forstverw. 30, 55
[1960].

2 A. FREY-WYSSLING u. K. MUHLETHALER, Makromolekulare
Chem. 62, 25 [1963].

3 A.FREY-WYSSLING., K. MUHLETHALER u. R. MucGcLi, Holz-
Roh- u. Werkstoff 24, 443 [1963].

of these elementary fibrils by lateral fasciation in
the direction of the 101 plane 2 . This concept of a
unit elementary fibril has been accepted by many
authors (e.g. l.c.™%) and served as a basis for
constructing models of the arrangement of the cel-
lulose molecules within the native fibril (e.g.

4 K. MUHLETHALER, Ann. Rev. Plant Physiol. 18, 1 [1967].
5 K. MUHLETHALER u. R. MuccLl, Papier 23, 15 [1969].

6 A. FREY-WYSSLING, Science [Washington] 119, 80 [1954].
7 E. ScHNEPF, Planta 67. 213 [1965].

$ A.N.J. HEYN. J. Cell Biol. 29, 181 [1966].



