
DER EINFLUSS DES KINETINS AUF DEN RNS- UND PROTEIN- 
STOFFWECHSELIN ABGESCHNITTENEN, MIT HEMMSTOFFEN 

BEHANDELTEN TABAKBLitlTERN 

R Woumm~ und B. PARTHER 

InstbtfIirBbhanie dl!.rPaanzendcrDaatschenALadolnicder~lmdIuati~tfiir~ 
Botazdk da Univcndat Halle (Saab), Dcuwhbd @DB) 

(Received 22 August 1%3) 

EINLEITUNC3 

SEIT der Enhckung dcs Kinetim (&Futfuryhimbqmh) sind -t&c wirmn 

dicser Substanz auf Z&&lung Bntwicklung und Stofikchsel bes&i&n worden.1-3 Ober 
ortundMacbanismuc~~primicrensbestehennochkcine~Vors~~~ 
Unscr Laboratorium hat sich ?xsondcrs mit physiolo@chen Wirkungen des Kin&ins und 
dam Zummc&aq mit dem RNS- und Protein-Stoifwcchscl be%%ftigt. 
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Es darf als gesichert gelten, da8 der fUr isolierte Blotter charakteristische “Altersstoff- 
wechsel” (RNS- und Protein-Abbau) durch Rinetin aufgehalten oder sogar im Sinne einer 
Fikdemng von RNS- und Protein-Synthese umgepr&t werden kam~~‘~ 

@krerseits bewirkt Kinetin an isolierten B&tern eine Akkumulation 10slicher Bausteine 
von RNS und Protein. Wo Kinetin ist, bildet sich durch F6rdemng des aktiven Transportes 
und vielleicht durch Steigemng der Retention ein Attraktionszentrum aus, das auf &Men 
benachteiligter Blattbezirke oder Organe wirksam ist.5.7J1-14 Es ist noch nicht gentigend 
geld&t, ob diese Akkumulation Ursache der gesteigerten Syntheseprozesse ist. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist, mit Hilfe von Inhibitoren des RNS- und Protein- 
stoffwechsels diese Frage zu verfolgen. Bekannt ist, da8 der durch Chloramphenicol be- 
schleunigteEiweif3schwund durch Rinetinauf&hobenwird,11~12~13 unddaiKhloramphenico1 
such in Aufnahme- und Akkumulations-Prozesse hemmend eingreifen lcann.16 

ERGEBNISSE 

Wir isolierten mittlere Bl8tter von Nicotiana mstica-pflanacn und fUhrten ihnen Pber die 
Blattstiele Lkungen von Chloramphenicol (CAR) oder Thiouracil (TU) Md ab Kontrolle 
Wasser (W) zu. Nach dem Aufsaugen der Lbsungen (68 hr) wurde die eine Blame mit 

TABELLE~. EINFtUfiDES KINmTNs AUF DIE moz$NTu ALEvuRTmLuNG 
DES GJBAMT-N llrl BtiT’ISllN, DIE MIT WA%YSR ODSU F 
BEHANDELT WURREN. HEMMmmE~DI8BL.A~ OBOEBEN, 
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Kinetin (K), die andere tit Wasser (W) hesprtlht. Das erg&t 6 VersuchsvaGanten @V-W, 
W-K, CAR-W, CAP-K, TU-W und TU-K) und die Frischkontrolle (Fr Ko). 

Nach 4 Tagen Exposition in feuchten Kammern bei diffusem Tageslicht waren bereits 
&&rlich Untem&ede zwis&en den verscbieden ~~~ By zu erkennen. 
Die nur mit Huffy cell HMten waren st&ker vergilbt als die W-W-~~ 
w&rend alle mit Kinetin bespr8hter.r Gewebe g&n gcblieben waren. Docb t&t such in den 
K&tin-HMen keine Chlorophylkmmhme ein (Tab. 2). Das hat in erster Linie seine 
Ursache in den Mangel~ unter denen das isolierte Blatt lebt. 

In allen F&hen wird der Gesamt-N der Kinetia auf Kosten der kinetinfreien 
H&lften bedeutend wzmehrt (Tab. 1). Diesem Vorgang liegt ein Stofftransport zu den mit 
Kinetin besprUbterr Hillften zugrunde. 11&14 Es kt deutlich zu erseb daf3 in Gegenwart 
van K&tin dieser Transport weder durch Chloramphenicol noch durch Thiouracil gehemmt 
wird. Der Transport in die Kinetinh&l@en ist wesentlich bestimmt durch die HBhe des 
~w~b~~ in den Wan oder in den mit H~~ff~ ~h~&l~ H&lften 
(Tab. 2, Protein). 

Der Zuwanderung an Stick&off entspricht in keiner Weise die Syntbese am Kinetinort. 
Kinetin verhindert wohl den Schwund an Protein such in Cegenwart von Chloramphenicol 
~~~o~~ab. 2),~~~a~~~d~~~~~~~ 
nicht. Der zustr&nende Stick&off fiihrt also in Gegenwart von H~~offen in erster Linie 
zur Akkumulation von l&lichen S~~~ff~b~d~~~ Diese Akkumulation wird nicht 
voneinerentsurechendenPro@munahmebegleitet. 

Die VW des RNS-Gehaltes in den kmetinfreien Hill&en entsprechen etwa 
denendesProtein-Gehaltes. IndenKinetin-H~ergebensichaberUmerschiede. Kinetin 
hebt die Chloramphenicol-Hemmung weitgehend auf und f&t sogar zu einer RNS-Vermeh- 
run& 

Dadiese B~~~~nnochkeincn~~indasVer~~svon~~zu Abbau 
vermittsla, versucbtenwir, d~~~~~~~~~~tionv~~o~ markierten 
Vomtufen der RNS und des Proteins einen Ma&tab nir die ~~~~h~it zu 
e&a&en. In diesem Versuchen wurden die Bl&ter nach Hemmstoffgabe uber die Stiele 
entlang der Mittelrippe auseinam@eschnitte~ die H%lften mit Kinetin oder Wasser be- 
sprpht und wie oben beschrieben in feuchten Kammern exponiert. Nach 4 Tagen wurden 
Blat&&e&en entnommen und mit den radioaktiven L&mnSen inf%&rt (ver~l.‘~~). 
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In Tab. 3 &td die Ergebnisse van Vcrsu&cn Uber die Incorporation van Ad&n@C in 
die Gcaamt-BN tmd Methioni~.~-~~S in die Gesam@rot&e dargc&k Der Einbau in die 
mit Henm&&n bchandeltcn Blattgeweba ist in allen ~~ gege@az dea Kontrollen 
gehcmmt, im Vcrgkkh zur FrKo um ctwcsO%. Die drach CAP VQuTsccljtt Hemmung 
wird durcb BcsprOhen mit KiIxtin nicbt mlr auifgehobfx& kmderll de-r Eillbaw &t gcge&er 
der FrKo gd&dert und liegt in dcr g&hen Gr6knordmmg wie clcr Einbau in W-K be- 
handeltern Ge%be. Daraus kam~ aufeinen Antagonismu~ zwis&en Chloramphcnicol- und 
Kinetinwirkung in abgwchnittenen TabakblUtern geschlcrasen werden. 

FrKo 69 83 35 48 

w-w 62 71 
W-K 90 95 

:i 44 
61 

zz 44 81 z ii 32 56 

;I: : ii 17 19 3: 

EinvlrlliganderesBild-wirnaohmhandb HiervermagKineth 
die stake Hemmw des Adcnin-und Methionin-Einbaues nicht aufkuheben, obwohI sich die 
Bl&ter &&rlich nicht van den CAP-b&and&n unten&kkn. 

In weken Versuchen war zu pr&n, ob Kinetin aufbestimmte RNS- und pratainprak- 
tionenderZellebevorzugt~~l0oderobdieSyntheseninallemsubzjell~Sttulctwen 
g&hart& beei&& werden. Wir fraktionierten deshalb Blatthomogenate durch Zentri- 
Q@ion, nachdem die intakten Blattgewebe mit AdeninJ’C und Metbio&~-~% g&itterr 
wordenwarcnundbestimmtcndiespez. Alctivit&enderRNSundProteineindeneinzelnen 
subzell~ Fraktionen. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 4 und 5 wammu@a5t. 



Db spe& Aktivim dcr untersuehten RNS- und Protein-Frrrktionen unm sieh 
zwar deutlich voneinander, ihre Beeinilu!3sung durch Kinetin und Hemmstoffe ist jedkh in 
allenFraktioaMlrehrHhnlicb,soda8sichinnerhalb~e~Fraktiannaauskinetin- 
undhemmstoflkhamk ltenBlat@ewebcndie@eichenWirkMdereq#cn,wiewirsienit 
Gesamt&NS und Gcsamt-Protein s&on bewhrieben haben (Tab. 3): F&derung der In- 
corporationdurchKinetin,AufhebungderCAp-Hmunungin~~~Geweben, 
keinc Wirkung des Kimtins auf-die durch TU -te Hemmwq der Incorporation. 

Die St&e der Hemmung da Incorporation id von da Kmtration der Hemmstoffe 
abh5ngig. Der Wukungsgcad der H emm&ffe wird in hohem MaBe durch die “VitalitN” 
des Blattes bestimmt,. Darunter ist ein Kompkx van Faktoren zu verstehcn, in dam der 
Ew und das Organalter eine bcsondere Rolle spielen. Wir venvendckn in 
den vorliegenden Versucb im allgem&en 0,4 mg Hcmmstoff in 2 ml pro Blatt. Aber 
entscheidend ist natUrlich, wkviel vom Hcmmstoff tatskhlich an den Wirkungsort in der 
Blat&elk gelangt. Wir benutzten deshalb empirisch sol&e Konzentrationen, die nach 4 
Tagen deutliche Vergilbmqperscheinungen in den kinetinfreien Blatth8&+n hervorriefcn, 
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sonst aber k&e anderen Sch&i&mgen, die in der Regel bei hOheren Konzentrationen auf- 
traten. 

Fiir das Verb8ltnis des Kinetins rum Tbiouracil ist &rigens bemerkenswert, daB die 
~o~~H~~ga~hdannnicht~~~t~weMKinetin24Std,vor&rThioura- 
cil-Gabe ap~li&rt wird. 

Vorl&&ge Ergebnisse uber die Wirkung des K&tins auf den durch eine Reihe anderer 
Hemmstoffe beeinflugten Methionin-Einbau sind in Tab. 6 dargestellt; als B&spiel wurde die 
spez. Al&it& der Proteine der Mitochondrienfraktion gewithlt. Die tibrigen subzellul8ren 
Fraktionen ze$en ein analoges Bild. Der ausgeprilgtc Antagonismus ist nur bei CAP- 
BllUtern zu beobachten. Die Hemmung der Incorporation durch die Purin-Antagonisten 
8-Azaadenin uud 8-Azaguanin kann durch Rinetiu etwas gemildert werden, jedoch wesentlich 
weniger ale im Falle des CAP. Ahnliche Ergebnisse wurden mit 2,4-Dinitrophenol erzielt. 
In diesem Zusammenhang sind Befunde von Moewus17 von Interesse, wonach bei Polytoma 
uvella die durch Rim& induzierte erhohte Mito~ mit ~~~~ wieder hail 
werden kaun. Eine dritte Gruppe van ~~~ff~~rn~ 5-Me~y~~~ 
und der Pyrimidin-Antagonist Isobarbiturs&ue--zeigten keine Hemmwirkung aufdie RNS- 
und Eiwe&Syntbese in Tabakbhlttern. 

DISKUSSION 

Kinetinwirkung bet Abwesenkit van Hemanstoffm 
Alie hier m&et&en Ergebnisse O~~ch~f~~F~~~~ Laboratori- 

ums wie such anderer Autoren ein: Wenn wir unter *‘Altern” eines isolierten Blattes oder 
eines isolierten Blatteiles den steten Abf& VOII ~~~yn-, RN& und ant 
verstch~ daun vermag Rinetin diesen Vorgang at&m&&en, such ohne daB von a&en 
N-halt&e Baustoffe zugefXihrt werden. Dar&x hinaus bewirkt Rinetin eine Akkumulation 
von Bausteinen fti den gesamten Protein-Stoffwechsel, sofern eine Quelle ftir sol&e Bausteine 
zur Verf3gung steht. Diese ist am einfachsten gegeben, wenn die beiden Hlilften eines Blattes 
vem&ieden behandelt we&n: die eine wird nur mit Wasser bespruht, sie alter-t, baut ab und 
gibt Spaltprodukte an die andere mit Rinetinl6sung besprtihte ab. Jedoch zcigenauch solche 
Blatteile, denen durch Isolation die Zufubr van l&lichen Bausteiuen verspen-t ist, eine 
verst8rkte Incorporation radioaktiv markierter Bausteine. Man krZ~te gene&t win zu 
sagen, daB R&tin nicht mu den Abbau von RNS und Protein hemmt, sondern den Meta- 
bolismus der RNS und der Proteine sogar allgemein erh6ht. 

Die Incorporation ist von der Akkumulation unabh8ngig. Die Verbesserung der Bilanz, 
die Steigerung der Nettozunahme bedarf jedoch der Bausteinzufubr, der Akkumulation. 

Die geprU&n HemmstoBe des RNS- und Protein-StoSivechsels sind in grtinen Tabalc- 
bB&tem verschieden effektiv (Tab. 6, mit Wasser bespruht). Die einen senken die Incorpor- 
ation bedeutend im Vergleich zur Wasserkontrolle, die anderen jedocb nicht. Vielleicht 
kommen solche StofTe wie ~~~bi~~, 5gM~yl~~ und Streptomycin deshalb 
nicht zu ~~~ Wirkung weil sie im Blatt selbst ver8ndert werden. Die Rinetinwir- 
kung ist gegemiber solchen H~to~effe~ ~~hi~~. In einrelnen F8.llen (8- 
Aragua&, 8-Amadenin) kann die Hemmstoflivirkung nur zum Teil aufgehoben werden, in 
anderen aber vollst&niig (Chloramphenicol). 

l’ F. Monwus, Science l30,921(1959). 
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Obwohl eine abbe Literatur iiber ~o~phe~~l~~n vorliegt, gibt es 
noch keine ~~~ ErkHrung fur den W~~~rn~h~~~. Einige A&&m~*-2Q 

sprechendafur, dafl Chloramphenicol die Aminos&n_etibertragung mit Hilfe der sRNS an die 
Ribosomen blockier& Die RNS-Syntbese l&f% weiter, wobei die MQdi&keit besteht, d&3 
durch Einfluf3 von ~o~ph~~l eine andere, von der normalen zu ~~~~ RNS 
entstehtt.18 Es istjedmh die Frage, ob dieser H~s~ff an Blattgeweben die gleiche Wirkung 
ausiibt. Vielleicht greift er in ganz verschiedene Ben&he des Stoffwechsels ein. 

Chloramphenicol hemmt in abgeschnittenen BHttem in gleicher Weise die Incorporation 
van Adenin in RNS und Methionin in die Proteine (Tab. 3). Im Bereich des RNS-Meta- 
bolismus lcamx Kinetin als ein ziemlich vollkommener Antagonist des ~o~ph~~ls 
gelten. Die Hemmung der ovation, der Naive und der Inception kann 
dumb Kinetin weitgehend auf&oben werden (Tabn, 1,2 und 3). 

Im Bereicbe des Protein-Stoffwechselsjedoch sind unsere Befunde nicht einbeitlich. Hier 
hebt Kinetin die Hemmung der Akkmnulation wd der Incorporation, nkbt aber der Netto- 
Synthese auf. Dieses Ergebnis ist durch Wi~erhol~~~~e such mit anderen Amino- 
s&mm best&&t, aber zun&hst nicht befriedigend zu erklgren. Es ist fiaglich, ob unsere lang- 
f~~n~~~~zurM~,ungderNe~~~~mitdenk~~ti~nIn~rpolationsl- 
Versuchen direkt vergleichbar sind. 

Mit der Untersuchuug der RNS und Proteinsynthese in versch&ienen subzelhdgren 
Strukturen hofften wir, einen Hinweis auf den ~~ von ~~ph~l und 
~~~Bla~~~~~~ ~o~~o~p~l~a~h~~~~ 
jedoch k&e prinzipiell unterschiedliche Wirkung auf die Incorporation von Adenin in die 
RNSundM&hioninindiePmteine .4und!l). 
In diesen Versuchen ist charakk&i Incorpor- 
ation in RNS mxi Protein nicht bei der ~~~rn~-F~on ezzielt whd, sondern bei den 
Mitochondrien- und Chloropl~ten-Frakztionen. Dart&er haben wir vor kmzem in anderem 
z- berichtet.~~ * 22 

Thioura&l ds begot des Uracils hemmt die RNS-Syntbese. In isokten BlBtern 
mindert es den Gehalt an Chlorophyll, RNS und Protein. Ikser Abbau kann durch Kinetin 
praktisch vollsttln verhindert werden (Tab. 2). jluf3erlich unterscheiden sich die TU-K- 
Blatthgl&%r nicht van den CAP-K- und den W-IGH&ften. Kineti vermag jedoch in 
keiner Weise die &a&e, dur& ~0~~1 verunwhte Hemmmq der ~~~~~ zu 
~~~ (Tab& 3, 4 und 5). Trot&em &let in TU-K-B~~ eine bedeutende 
Akkumulation statt: Der 16sliche Stickstoff steigt auf Kosten der TU-W-Blatt&@en stark 
an. Das spricht dafiir, da.i3 die Akkumulation selbst nicht an eine RNS- oder Brotemsynthese 
gebunden ist. Die Tmnnung von Akkumulation und RNS- sowie Protemsynthese durclt 
Thiouracil-Kinetin scheint uns neue MQlichkeiten zur Beurteilung der Kinetinwirkung zu 
geben. Wir neigen zur Vouch da0 eine der apron ~~~~e shahs der 
Retention bei allen Kinetinwirkungen an isolierten Bl%tern im Spiele sein kann. 

Au& konnte die Tatsache, daf3 Kinetin die Hemmung z-B. der hkthi&-kl~OratiOn 

18 3. D. BRoc& &?ua?w. Rcvicv, 2-s 32 (l%i). 
19 R RENDI and S, tBcso~, J, B&i. C&n. 237,3711(1962)* 
~D.N~~,Ci.N~~,J.&~~~dN*D.~Proc.Nllt~~SEt.U*~~.~1428(196iL). 
21 a PAlmimI, iv&c&m. Btoakys. Acta n, 503 (1963). 
22 B. Parthim und R. Wommmw IVuwwLw. 50,!+98 (1%3). 

17 
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in die Roteine durch 2&Dinitrophenol teilweise aufhebt (Tab. 6), aufeinen v 
A&&pm&t des wirkstoffes hinweisell. 

METHODIK 

Nkda?lal7a- nwunklimGo~hausun~nat0rlichenLich~ 
herangeuogen. BHtter aus der mittken Region wurden a-t und mit den Stielen in 
mungen von Hemmstoffen (0,4 mg in 2 ml pro Blatt) gestellt, die tit dcm Transpirations- 
strom in die Blittter gelangten. Zur bewexcn Verteihmg der HemmstofTe im Gewebe wurden 
in den n&h&en Stunden noch etwa 3 ml Wasser gegeben. AnschheEend wurden die BHtter 
halbseitigmiteintrw~~Kinetin-~g(1,5x l~m)odermitaquedest.bespruhtund 
in feuchten Kammem gelagert. Davon abweichende Eimxlheiten sind bei den betrefhenden 
Versuchen beschrieben. Fair die Incorporationsversuche wurden nach 4 Tagen aus jeder 
Blamppe etwa 40 Scheiben von 1,4 cm Durchmesser isoliert, abgewaschen, 
abgetrocknet, mit L&umgen von Adenin&%! (2 w/ml), Methionin-3sS (12 &nl) oder 
Glycir~-l-~% (5 +/ml) vakuumin8ltriert und 2-4 hr in Dunkelheit bei hoher Luftfeuchtigkeit 
exponiert, 

Zellfrationierung 
Die~attschtibenwurdenmehrfach~mit~eiskalten0,8MNaCI_ader 

Saccharose-Phosphatpuffbr pH 7,5 (1: 1) im Btihler-Homogenisator zerldeinert. Das Homo- 
genat wurde durch 4 Lagen Mull filtriert und der Ubhchen ditkemkrten Zentrifugation 
unterworfen. Dabei erhielten wir Praktionen, die nach dem Grad der D fol- 
gendermakr w&net werden: (a) lOOOg, 8 min: Chloroplastenfraktion. (b) 20 Ooog, 20 
min: Mitochondrienf&tion. (c) 120 000 g, 60 min: Ribosomen-Fraktion. (a) tirstand: 
L&h&e Fraktion. Die Aufarbeitung erfolgte bei 4”. 

Andysen 

RNS wurdc nach Aethanol-Fithung undEntkmung der Alkohol-&her-l&lichen und der 
siiurel&h&en Sub&anzen mit 0,s N KOH 1 Std. bei 37” extrahiert und spektrophoto- 
metrischbei26O~bestimmt. DieProteinewurdeninderKHltemit&regef8Utundnach 
Extraktion der skeioslichen, der Alkohol-&her&E&en Bestandteile und der Nuckin- 
&nmnachLowryetal. a3 bdmmt. In aliquoten Teikn wurde die Radioaktivitgt am 
Mcthan&hhohr gemessen. Daraus wurden die spe&ischen Aktivit&en berechnet (Imp./ 
min/mg RNS bzw. Protein). Die Chlorophyllbestimmung erfolgk im Acetonextrakt nach 
Arnon.24 Eine ausfUhrliche Darstellung der Methodik erfolgt an anderer Stehe.2s 

Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte aus mindestens drei Versuchen, 

~W~danlmnHcrmProf.h.I1MothcrflirdicF(fadarmguad~~U~gdksa 
. 

7.3 0. EL LOWFLY, N. I. RomBmmH, A. L. Fmut and R. I. RAmAL& s. B&k cbent. l93.265 (1951). 
2~ D. I. ARNOIU, PlcsltPhy&ugy 24,1(1949). 
2s R. Wollgichn und B. Partbier, Fkm (im Druck). 


