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Abstract—The influence of cyclic AMP, theophylline, papaverine and NH,NO; on the accumulation of betacyanin
in callus of Portulaca grandifiora, var. JR, were studied in relation to amounts of dihydroxyphenylalanine (DOPA),
dopamine, phenylalanine, tyrosine, protein, ‘lipid’ and the nucleotides CMP, AMP, GMP and UMP present.
Inhibition of betacyanin formation is characterized by reduced amounts of DOPA and dopamine and a constant rise
of GMP and CMP (GMP/CMP = 8). Protein accumulation is also inhibited. The increase in pigment accumulation
due to theophylline and NHNO, is characterized by a raised DOPA and protein concentration and a lower GMP/
CMP ratio (=3). The increase in betacyanin accumulation is due to de novo synthesis of enzymes. Inhibition is
probably due to the regulation of the callus phosphodiesterase by papaverine and theophylline (< 10~ % M/1) which
triggers a change in concentration of nucleotides, which eventually regulates tyrosinase biosynthesis.

EINLEITUNG

In Kallus von Portulaca grandiflora, var. JR, kann durch
unterschiedliche Faktoren die Betacyan-Akkumulation
beeinfluBt werden [1, 2]. Diese Beeinflussing konnte
unter anderem in gleicher Weise wie die Biosynthese der
Anthocyane [3] bzw. von Amaranthin in Amaranthus
caudatus [4] iiber eine differentielle Genaktivierung
ermdglicht werden. Eine Beteiligung von cAMP wird
ebenfalls diskutiert [5-8]. Eine derartige Steuerung
durch cAMP konnte sowohl iiber eine Anderung der
Anlieferung von Phenylalanin und Tyrosin und damit
der Betacyanvorstufe DOPA [9] auf Grund einer
Beeinflussung des zelluldren Transportes [10], als auch
iiber eine Aktivititsinderung von Enzymen [11], iiber

eine direkte Genaktivierung wie bei Mikroorganismen,

[12] oder, wie in Vigna sinensis, [13] uber eine Beein-
flussung des Nukleotidgehaltes der Zelle erfolgen. Eine
derartige Verinderung des Nukleotidgehaltes konnte
durch eine Beeinflussung der cyclischen Phosphodi-
esterase aus Kallus von Portulaca grandiflora, var. JR
[14] ermoglicht werdem. Allerdings ist das Vorkom-
men von cCAMP in héheren Pflanzen umstritten und
seine mogliche physiologische Funktion ungeklirt [15-
19]. Trotz des teilweise von tierischen Objekten ab-
weichenden Verhaltens pflanzlicher Phosphodiesterasen
[20] wird ein moglicher Zusammenhang zwischen
Betacyan-Akkumulation und aus Experimenten an
tierischen und menschlichen Zellkuituren als mogliche
Phosphodiesteraseinhibitoren bekannte Substanzen (Pa-
paverin [21, 22]; Theophyllin {11, 20, 23]; NH,NO,
[11]) untersucht. Eine direkte Verwendung von cAMP
[5] zur Verdnderung des intrazelluliren cAMP-Spiegles
war naheliegend, zumal bereits Ergebnisse iiber den
EinfluB von Adenin bzw. Adenosin [1, 2, 24, 25] vorliegen
und Kallus im Gegensatz zu differenzierteren Organen
die Moglichkeit physiologischen Arbeitens in unmittel-

barer Nihe des tatsichlichen Wirkungsortes ermdglicht

[2%4,.

it Hilfe der Antimetaboliten Actinomycin C, und
Actidion (Cycloheximid) sollte eine mogliche Wirkung
von Theophyllin auf der Ebene der Transkription und
Translation Giberpriift werden.

Da Portulaca—Arten fiir einen hohen Gehalt an
Catecholaminen bekannt sind [26], die mit den Betal-
ainen um dieselbe Vorstufe Dihydroxyphenylalanin-
(DOPA) konkurrieren, wurde neben dem Betacyan-,
Protein- und ‘Lipid’- sowie der Konzentration der
Nukleotide AMP, CMP, GMP, UMP auch der Gehalt an
den Aminosduren Phenylalanin und Tyrosin sowie
an DOPA und Dopamin unter dem EinfluB unter-
schiedlicher Konzentrationen obiger Substanzen ermit-
telt.

ERGEBNISSE

Beeinflussung der Betacyan-, DOPA-, Dopamin-, Protein
und ‘Lipid’- Akkumulation

Papaverin-Wirkung. Bei der Beurteiling der Wirkung
dieses Phosphosiesterase Hemmers [21, 22], einem
1 - (3,4 - dimethoxybenzyl) - 6,7 - dimethoxyisoquinolin,
muB ein aus Experimenten an tierschen objekten bekann-
ter Abbau[27,28]in Rechnunggestellt werden. AufGrund
der moglichen Synthese aus Dopamin und 3,4-di-
methoxyphenylacetaldehyde [29] kann auch ein Abbau
in diese Produkte angenommen werden, wobei weitere,
anders geartete Abbauprodukte [27, 28] nicht aus-
geschlossen werden konnen. Insbesondere die fiir héhere
Konzentrationen (100 pg/ml) bekannte Letalwirkung in
tierischen Objekten [21] und das schlechtere Wachstum
unseres Kallus bei der Konzentration 1073 M/1. (374
ug/ml), spricht fiir die Bildung eines Zellgiftes, z.B.
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Tabelle 1. Abhingigkeit von Biosyntheseprozessen in Kallus von Portulaca grandiflora. var. JR vom Gehalt an Papaverin (108
1072 M/L), cAMP (107 3-10~2 M/L), Theophyllin (2.10~5-10~* M/1.) und NH,NO,(10~°~10"* M/1) im Medium nach Murashige
und Skoog [43]

‘Lipide’ Protein Betacyan DOPA Dopamin
MA. Gesamtextinktion/g Kallus
ohne Zusatz 2,73 1,23 794 40 1724
zusitzlich
(a) Papaverin Anderung des Gehalts in ( %)
1078 0 0 - 15 - 38 + LS
1077 - 23 -21 - 23 — 45 + 0
10-° - 26 -29 - 27 - 52 + 0
10-% -2 -20 - 35 — 65 - 35
1074 - 16 -17 - 41 - 75 -5
1073 - 36 -35 - 72 - 31 + 2
(b) cAMP
10-3 - 44 ~23 - 10 -2 + 6
10-% -~ 29 —-11 - 13 - 42 -5
1073 - 16 -6 —115 - 50 -20
1072 0 + 6 - 18 — 65 -30
(c) Theophyllin
2,107 + 11 0 - 23 — 56 -29
5.107¢ - 36 + 1 - 35 - 70 —~65
10~% +183 +13 - 31 — 65 -72
210°* + 146 +33 0 + 65 —-65
5.107% +130 +44 + 14 + 72 -29
10-* + 78 +48 + 32 +153 +11
5.107* + 36 +52 + 14 +126 -8
1073 + 31 +21 - 14 — 46 -30
(d) NH,NO,
10-¢ + 37 +42 + 27 + 65 0
10°* - 18 +45 + 49 + 17,5 -1
10-¢ ~ 52 -3 - 3 + 20 -3
1073 — 26 —11 - 32 - 375 - 1,5

Wiedergegeben wird der Gehalt an ‘Lipiden’, Protein, Betacyan, Dihydroxyphenylalanin (DOPA) und Dopamin in Kallus, der
auf dem Medium nach Murashige und Skoog {43] ohne Zusiitze kultiviert wurde, angegeben in Gesamtextinktion ‘g Kallus, sowic
die durch Papaverin, cAMP, Theophyllin und NH,NO, ausgeldsten Veriinderungen in Prozeott *,) des Gehalts im unbehaldetten
Kallus. Die Werte sind Mittelwerte zweier getrennter Versuche mit je 50 Schalchen pro Konzentration.

Acetaldehyd. Der bei dieser Konzentration auftretende
erhohte Dopamingehalt konnte auf Grund einer Ver-
schiebung des Gleichgewichts der DOPA Decarboxy-
lierungsreaktion auch die Ursache fiir die verminderte
Hemmung der DOPA-Akkumulation sein.

Bei den Konzentrationen 107° bis 10~* M/1. erfolgt
dagegen eine Reduzierung der Dopamin-Akkumulation.
(10~* M/L.:5%). Sowohl die ausgepriigte Hemmung der
DOPA- als auch der Betacyan-Akkumulation (10~ *M/1.:
—75% bzw. —41%) ist konzentrationsabhingig. Die
Protein- und ‘Lipid’-Akkumulation wird iiber den
ganzen Konzentrationsbereich hinweg deutlich gchemmt
(Tabelle 1a).

cAMP-Wirkung. Das in den Konzentrationen 10~ % bis
10~2 M/1. gefitterte CAMP 16st bei allen untersuchten
Substanzen einen deutlichen Effekt aus (Tabelle 1b).
Wihrend die DOPA-, Betacyan- und Dopamin- Ak-
kumulation—letztere erst ab 10 ~*M/l.—konzentrations-
abhiingig gechemmt werden, nimmt diese Hemmung bei
der Protein-und ‘Lipid’-Akkumulation mit steigender
Konzentration ab. Obwohl diese konzentrationsab-
hingige Wirkung fiir einen direkten EinfluB des cAMP’s
spricht, muB mit einem moglichen Abbau [30] in
Adenosin bei der Aufnahme gerechnet werden. Allerdings

konnte fiir Protoplasten eine direkte Aufnahme wahr-
scheinlich gemacht werden [31, 32].

Theophyllin-W irkung. Der Einflu8 des Theophyllins
kann in zwei Konzentrationsbereiche unterteilt werden
(Tabelle 1c). Im Bereich von 10~° bis 10~3 M/L. wird bei
schwach ansteigendem Proteingehalt (0-13%;) und an-
steigende Tendez zeigende ‘Lipid’-Konzentration, sowohl
der Betacyan-(5.10 ~® M/1.: — 35 %) als auch der DOPA-
(5.107% M/L.: —70%) und Dopamin gehalt (1075 M/1..
— 72%) deutlich reduziert. Dagegen wird im Bereich von
2.107% bis 10~ 3 M/1. in Verbindung mit einer gesteigerten
Protein-Akkumulation (5.107* M/L: +52%) eine er-
hohte Konzentration an DOPA (1074 M/L: +153%)
und Betacyan (10 ~* M/L. : 32 %) ausgel 6st. Dopamin wird
lediglich bei 10~* M/1. leicht gefordert (+ 11 %), wihrend
es bei allen anderen Konzentration deutlich gehemmt
wird.

Antimetaboliten-Versuche. Wie aus Tabelle 2 ersichtlich
ist, kann die durch Theophyllin der Konzentration 107*
M/l. (Tabelle 1c) ausgeloste Steigerung der Protein-
akkumulation durch 10~3 und 10~2 y/mi Actinomycin
C, sowie 1072 und 107! y/ml Actidion unterbunden
werden. Es kann daher von einer de novo Synthese von
Proteinen unter dem EinfluB des Theophyllins aus-
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Tabelle 2. Beeinflussung der durch Theophyllin (104 M/1, Tabelle 1c) ausgeldsten Proteinakkumulation durch Actinomycin C,
{1072, 10? y/ml) und Actidion {Cyclohexmid} (10~ %, 16~ y/m}

‘Lipide’ Protein Betacyan DOPA Dopamin
M/ Gesamtextinktion/g Kallus
ohne Zusatz 2,73 1,23 794 40 172,4
Theophyllin Anderung des Gehalts in (%)
1074 +78 +48 +32 +153 +11
zusatzlich
{a) Actinomycin C,
y/ml
1072 0 ~12 ~21 +64 + 1,5
103 -6 0 +24 +29 +
(b} Actidion
10-! -75 — 8 ~51 - 55 - 2,5
102 -71 [ -75 - 80 - 3

Wiedergegeben wird der Gehalt an ‘Lipiden’, Protein, Betacyan, Dihydroxyphenylalanin{dDOPA) und Dopamin, angegeben in
Gesamtextinktion/g Kallus, sowie die Unterschiede in Prozent(%) zwischen Kallus, der auf dem Medium nach Murashige und
Skoog [43] und Kallus, der auf dem gleichen Medium unter Zusatz von Theophyllin der Konzentration 10~* M/1. und der jeweiligen
K onzentration (7/ml) des betreffenden Antimetaboliten (Actinomycin C,, Actidion) kultiviert wurde.

gegangen werden. Die durch Actidion erzielte allgemeine
Hemmung lieBe auf eine unspezifische Letalwirkung
schlieBen. Allerdings zeigte der Kallus innerhalb des
Versuchszeitraums im Erscheinungsbild (braun Farbung,
aufweichen) und im Wachstum keinerlei dafiir sprechen-
den Anzeichen.

NH NQO,-Wirkung. Bei gehemmter ‘Lipid’-Akkumu-
lation kommt es unter dem Einfluf von Ammonium-
nitrat der Konzentration 107¢ bis 107°M/L. zu
einer deutlichen konzentrationsabhingigen Forderung

der Betacyan- und Protein-Akkumulation. Die anfing-
lich auftretende Steigerung der DOPA-Akkumulation
geht bei 10°* M/L in eine Hemmung ilber. Bei der
Konzentration 10~* M/1. bleibt Protein- und Betacyan-
Akkumulation (— 3%) weitgehend unbeeinfluit, wihr-
end die ‘Lipid’-Akkumulation deutlick gehemmt
(—529%,), die DOPA-Akkumulation um 209, gefordert
wird. Die Dopamin-Akkumulation wird iber den ganzen
Konzentrations-bereich hin schwach gehemmt (Tabelle
1d).

Tabelle 3. EinfluB von Papaverin, cAMP, Theophyllin und NH NO; auf die Akkumulation der Nukleotide CMP, AMP, GMP,

UMP
M/ CMP AMP GMP UMP AMP/CMP GMP/CMP UMP/CMP
Gesamtextinktion/g Kallus
ohne Zusatz 32,85 35,46 12,53 45
zusatzlich Anderung des Gehalts in (%)
(a) Papaverin
1073 + 189 +346 + 1504 + 331 1,8 8 1,75
104 +136 +136 + 1088 + 691 1,0 8 5,08
1073 + 62 + 15 + 485 + 575 0,24 8 9,27
(b) cAMP
102 + M4 + 86 + 350 + 613 1,95 8 13,93
103 + 42 + 58 + 340 + 740 1,4 8 17,62
104 + 40 + 39 + 313 + 1985 0,98 8 49,63
10-3 +17 + 4 + 141 + 1675 0,24 8 98,53
(c) Theophyllin
1074 + 152 +129 + 456 + 288 0,85 3 1,89
10-3 + 9 + 11 + 750 + 695 0,12 8 17
(d) NH,NO,
10-3 +151 + 17 + 461 + 574 0,11 3 38
10~ + 69 + 20 + 210 + 434 0.29 3 6,3

Wiedergegeben ist der Gehalt an CMP, AMP, GMP, UMP im Kallus der auf dem Medium nach Murashige und Skoog [43] ohne
Zusatz kultiviert wurde, angegeben in Gesamtextinktionen/g Kallus, sowie die durch Papaverin (1073, 1074, 107°%), cAMP (1072,
1073, 1074, 10~%), Theophyllin (10-4, 1073 und NH,NO, {1073, 10~% M/1) ausgeldsten Veranderungen, angegeben in ) des
im unbehandelten Kallus, and die auf-bzw. abgerundeten Werte der Veridnderungen bezogen auf die Verinderung des CMP-
Gehaltes. Die Angaben sind Mittelwerte aus zwei unabhingigen Versuchen mit jeweils 50 Schélchen pro Konzentration.
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Beeinflussung der Nukleotid-Akkumulation

Sowohl unter dem EinfluB von Papaverin als auch
cAMP (Tabelle 3a, b) tritt parallel zur konzentrations-
abhingigen Hemmung der Betacyan-Akkumulation eine
deutliche Steigerung der CMP, AMP, GMP Konzentra-
tion auf Die Akkumulation von UMP zeigt keine
derartige Konzentrationsabhingigkeit. Wihrend die
Steigerung des GMP und CMP Gehaltes hierbei in einem
konstanten Verhiltnis erfolgt, ist die Akkumulation von
AMP und UMP durch ein mit sinkender Konzentration
an Papaverin und cAMP abnehmendes AMP/CMP und
ansteigendes UMP/CMP-Verhiiltnis gekennzeichnet. Bei
der eine Hemmung der Betacyan-Akkumulation aus-
l6senden Konzentration an Theophyllin (107° M/
Tabelle Ic)ergibt sich fiir das GMP/CMP-Verhiltnis der
selbe Wert (8). Eine Steigerung der Betacyan-Akkumula-
tion auslosende Konzentrationen an Theophyllin (10~
M/l, Tabelle 1c) und NH,NO, (1075, 107 M/,
Tabelle 1d) sind durch ein GMP/CMP-Verhiltnis von 3
gekennzeichnet (Tabelle 3¢, d). Vor dem Hintergrund
dieses niederen GMP/CMP-Verhiltnisses nimmt beim
NH,NO,; mit sinkender Konzentration und abneh-
mender Forderung der Farbstoffakkumulation sowohl
das AMP/CMP als auch das UMP/CMP Verhiltnis zu.

Beeinflussung der Phenylalanin und Tyrosin- Akkumulation

Sowohl cAMP als auch Papaverin hemmt die Akkumu-
lation der Aminosduren Phenylalanin und Tyrosin. Aller-
dings nimmt die Hemmung mit steigender Konzentra-
tion ab (Tabelle 4a, b) im Gegensatz zur stindigen
Zunahme der DOPA-Akkumulationshemmung. Wihr-
end die Verdnderung der Konzentration an Phenylalanin
auf ein hohes, jedoch relativ konstantes AusmaB (Papa-
verin: — 53, — 57, —53%; cAMP- —68, — 71, —73%)-
beschrankt ist, sinkt die Hemmjng der Tyrosin-Akkumu-
lation konzentrationsabhingig von — 63 bzw. — 68 %, auf
— 11 bzw. — 219 ab. Das abweichende Verhalten unter
dem EinfluB von Papaverin der Konzentration 103
M/l dirfte auf den bereits erwidhnten Abbau von
Papaverin und den dadurch moglicher Weise erhohten
Gehalt an DOPA zuriickzufiihren sein.

R. ENDRESS

Dises reziproke Verhalten der Tyrosin- und DOPA-
Akkumulation kann auf einer Hemmung der Uberfiihr-
ung von Tyrosin in DOPA beruhen. Geht die Hemmung
der DOPA-Akkumulation zuriick, so daB mehr Tyrosin
in DOPA iiberfihrt werden, nimmt der Gehalt an
Tyrosin ab. Da sich am Kallus keinerlei Wachstums-
storungen erkennen lieBen, diirfte der reduzierte Gehalt
an Phenylalanin auf einer verstirkten Synthese anderer,
ebenfalls Phenylalanin  verbrauchender Produkte
beruhen.

DISKUSSION

Das exogen gefiitterte cAMP und die als mogliche
Inhibitoren tierischer Phosphosiesterasen bekannten
Verbindungen Papaverin, Theophyllin und NH,NO,
iiben einen deutlichen, konzentrationsanhingigen Ein-
fluB auf die Akkumulation von DOPA, Dopamin, Phenyl-
alanin, Tyrosin und Betacyan im Kallus von Portulaca
grandiflora, var. JR aus. Die hierbei bei Theophyllin
(£1073 M/L) sowie Papaverin und cAMP auftretnde
konzentrationsabhingige Hemmung der DOPA-, Dopa-
min- und Betacyan-Akkumulation wird bei cAMP (10~3
bis 10~2 M/1.) und Papaverin (10~% bis 10~* M/L) von
einer Zunahme (Verringerung der Hemmung) der Tyro-
sin-Akkumulation begleitet. Die Akkumulation von
Protein wird dabei durch Papaverin und cAMP (10~
bis 10~° M/1) gehemmt, durch Theophyllin leicht
gefordert. Papaverin und cAMP beeintrachtigen offen-
sichtlich die Betacyan-Akkumulation iber eine Hem-
mung der Anlieferung der Vorstufe Dihydroxyphenyl-
alanin (DOPA) iiber eine Hemmung der Synthese von
Enzymen, die auf dem Biosyntheseweg von DOPA
aktiv sind. Da mit abnehmender Hemmung der
DOPA-Akkumulation die Konzentration an Tyrosin
sinkt, kann auf eine Regulation auf der Ebene der
Tyrosinase (EC1.10.3.1) geschlossen werden. Mit abneh-
mender Hemmung der DOPA-Akkumulation wird
vermehrt Tyrosin verbraucht, so daB dessen zelluldre
Konzentration abnimmt.

Tabelle 4. EinfluB von Papaverin der Konzentration 10 ~2 bis 10~® M/l. und cAMP der Konzentration 1073 bis 1073 M/1. auf die
Akkumulation von Phenylalanin, Tyrosin und Dihydroxyphenylalanin (DOPA)

Gehalt an Anderung des Gehalts an
Phenylalanin Tyrosin DOPA Phenylalanin Tyrosin DOPA
ohne Zusatz (E/g Kallus) (%)
0,38 0,19 40 — — —
zusitzlich

(a) Papaverin

(M/1.)

10-3 0,19 0,10 2,77 - 50 —-47 -3t

10-# 0,18 0,17 1,03 -53 -1t =75

10-3 0,16 0,12 1,4 -57 -37 —65

10-¢ 0,18 0,07 1.9 -53 —63 —52
(b) cAMP

(M/1)

1073 0,12 0,15 20 —68 =21 —-50

107* 0,11 0,10 234 =71 -47 —42

10-3 0,10 0,06 32 -73 - 68 -20

Wiedergegeben wird der Gehalt an Phenylalanin, Tyrosin und Dihydroxyphenylalanin(DOPA) in Extinktionen/g Kallus sowie die
ausgeldste Konzentrationsinderung in % des Gehalts im unbehandelten Kallus. Die Werte sind statistisch abgesicherte Mittelwerte
zweier getrennter Versuche mit jeweils 20 Einzelwerten pro Konzentration.
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Der die durch Papaverin, cAMP und Theophyllin aus-
geloste Hemmung der Farbstoffakkumulation begleit-
ende Anstieg der GMP, CMP und AMP-K onzentration,
die durch ein konstantes GMP/CMP = 8 Verhiltnes
gekennzeichnet ist, spricht fiir eine Beeinflussung des
Nukleotidhaushaltes durch die gefiitterten Substanzen,
moglicher Weise iiber eine Verinderung des zellulidren
c¢GMP und cAMP-Gehalts.

Neben dieser hemmenden kann Theophyllin auch
eine fordernde Wirkung ausiiben. So wird bei der Kon-
zentration 10™* M eine Foérderung der Farbstoffak-
kumulation induziert, die von einer durch Antimeta-
boliten der Transkription und Translation egalisierbaren
Steigerung der Proteinsynthese begleitet wird. Es kann
daher wie in Amaranthus caudatus [4] von einer de novo
Synthese von Enzymen ausgegangen werden, die im
Biosyntheseweg der Betacyane aktiv sind. In Uberein-
stimmung mit KNQO, im Keimlingen von A. caudatus
[39, 40] fordert auch NH,NO, die Farbstoffakkumula-
tion bei gleichzeitig gesteigerter Protein-Akkumulation.
Diese Forderung ist in beiden Fallen durch ein GMP/
CMP-Verhiltnis von 3 gekennzeichnet.

Auf Grund der vorliegenden Ergebnisse muB davon
ausgegangen werden, daB neben einer direkten
genetischen Steuerung der Beatcyan-Akkumulation [4]
auch eine Steuerung iber cine Anlieferung der Vorstufe
DOPA erfolgt. Mdglicher Weise wird unter dem Einflul
von Papaverin und Theophyllin (L1073 M/) die
Aktivitdt der Phosphodiesterase unseres Kallus beein-
fluBt, wodurch auf Grund eines verinderten Gehalts an
cyclischen Nukleotiden, wie in Vigna sinensis [14] und
Weizenkeimlingen [34], die Aktivitiit von Ribonucleasen
beeinfluBt wird [13]. Auf Grund der ungekldrten physio-
logischen Funktion der Phosphodiesterase in hoheren
Pflanzen kann allerdings nicht ausgeschlossen werden,
daB durch dieses Enzym der Abbau von RNS auch
direkt gesteuert wird [33, 41]. Ein verminderter RNS-
Gehalt kann sowohl iiber eine erhohte Konzentration an
Nukleotiden als auch iiber eine reduzierte Protein-
Akkumulation zum Ausdruck kommen. Wechselwirk-
ungen zwischen Catecholaminen und Nukleotiden, wie
siec aus Experimenten an tierischen und menschlichen
Geweben bekannt sind [35-38], konnen allerdings die
durch cAMP und Papaverin ausgeldsten Effekte iiber-
decken.

Ausgelost durch cAMP, Papaverin und Theophyllin
(£107° M/1) kommt es offensichtlich in unserem Kallus
iiber eine reduzierte Synthese von Enzymen die im Bio-
syntheseweg der Betacyane aktiv sind, etwa Tyrosinase
(EC1.10.3.1), zu einer Hemmung der Anlieferung von
DOPA. Dies hat eine reduzierte Betacyan-Akkumula-
tion zur Folge. Eine geringfiigige Forderung der Protein-
Akkumulation durch cAMP der Konzentration 10~
M/l. und Theophyllin der Konzentration 10~° und
5.10"¢% M/ trotz gehemmter Farbstoffakkumulation
konnte auf einer direkten Induktion der Tyrosinase-
Synthese wie in Neurospora crassa [42] beruhen.

Untersuchungen hinsichtlich des Verhaltens der Phos-
phodiesterase [14], des Gehalts an cAMP und cGMP
sowie des Umsatzes von RNS in unserem Kallus, sind im
Gange.

EXPERIMENTELLES

Fiir die Versuche wurde Kallus von Portulaca grandiflora, var.
JR [, 2] auf dem Medium nach Murashige und Skoog [43]
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kultiviert, dem jeweils unterschiedliche Konzentrationen an
cAMP, Papaverin und Theophyllin zugesetzt wurden. NH,NO,
wurde einem variierten Medium nach Murashige und Skoog
[43] zugesetzt, das kein NH,NO, enthielt, Als Vergleich diente
auf dem Grundmedium gewachsener Kallus. Bei den Anti-
metaboliten-Versuchen wurde dem Theophyllin-(10~4 M/1)
haitigen Medium Actinomycin (10~2, 103 y/ml) bzw. Actidion-
(Cycloheximid) (10~ *, 10~ 2 y/ml) nach dem Autoklavieren steril
zugegeben. Nach 14-tagiger Versuchsdauer [1] wurde das
Material lyophylisiert, in n-Hexan homogenisiert, das Beta-
cyan wie beschrieben [1], DOPA and Dopamin in Anlchnung
an Griffith [44], extrahicrt. Dic Suspension wurde am Riick-
fluBkuhler erhitzt und der 16sliche Extrakt mittels einer 3d3
Fritte vom unloslichen Rickstand abgetrennt. Die Elution
von DOPA und Dopamin von der KG-Platte nach der
chromatographischen Trennung erfolgte mit 0,1 N HCL
Auf Grund des Absorptionsmaximums des Betacyan-Extraktes
bei 532nm, des n-Hexan Extraktes bei 404 nm, des Biuret-
Testes bei 546 nm sowic dem Absorptions-maximum der
DOPA-Farbreaktion nach Arnow [45] bei 510 am unter
Verwendung des in 0,1 N HCI geldsten Eluats [46] unter
Zugabe von 0,5 N HCl, und dem des Dopamin Testes [36]
unter Verwendung von [ml lodid-Losung und 1mi der
Na,SO;-Losung bei 320 nm, jeweils ermittelt im Beckmann DB,
erfolgte die Konzentrationsbestimmung bei diesen Wellen-
dngen im ZeiB-Spektralphotometer PMQ IL Mit Sudan III
wurde der n-Hexan-Extrakt als lipidhaltig identifiziert. Die
Extraktion, Auftrennung und Bestimmung des Gehalts an
sdureloslichen Nukleotiden erfolgte nach Markahm [47] sowie
Ewing und Cherry [48] mittels eines diskontinuierlichen
Gradienten an Dowex 1 x 8, Formiatform, 200400 mesh, am
Ultrorac-Fraktionssammler (LKB) mit angeschlossenem ab-
sorbance monitor (ISCO UA-5). Die cinzelnen Fraktionen
wurden bei 260 nm vermessen. Der Gehalt en Phenylalanin und
Tyrosin wurde nach der Extraktion [49] kolorimetrisch
bestimmt [50]. Die spektralphotometrisch Extinktions-bestim-
mung erfolgte fiir Phenylalanin bei 540 nm, fir Tyrosin bei
450 nm.

Anmerkung—Herrn Prof. Dr. D. Hess danke ich fiir die aus-
filhrliche Diskussion und die gewihrte Unterstiitzung sowie
Frl. E Katz fiir ihre sorgféltige technische Assistenz.
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