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Von Octadecanoiden abstammende Phytohormone wie Jas-
monate und 12-Oxophytodiens�ure (OPDA; 1) sowie deren
synthetische Analoga (Schema 1) induzieren zahlreiche phy-

siologische Reaktionen in Geweben und Zellkulturen ver-
schiedener Pflanzenarten.[1, 2] Obwohl Jasmonate bekanntlich
abiotischen und biotischen Stress einschließlich Verwundung,
Pathogen- und Herbivorbefall vermitteln, sind die Kenntnisse
1ber jasmonatinduzierte Signalwege, die zellul�re Reaktio-
nen ausl3sen, gering. Indirekte Befunde deuten an, dass das
Jasmonatsignal 6nderungen der cytosolischen freien Ca2+-
Konzentration induziert.[3,4] Solche Daten k3nnten Ca2+ eine

Rolle als ubiquit�rer Sekund�rbotenstoff in der Jasmonat-
Signaltransduktion einr�umen, der eine Vielzahl zellul�rer
Prozesse in Pflanzen vermittelt.[5,6] Spezifische Ca2+-Signatu-
ren wurden bereits im Cytosol und im Zellkern von Pflan-
zenzellen nach Stimulierung durch von Pathogenen gebildete
Elicitoren oder osmotischen Stress beschrieben.[7,8] In der
vorliegenden Arbeit wurden transgene Tabakzellen, die das
Ca2+-bindende Protein Aequorin im Cytosol oder Nucleo-
plasma enthalten,[9] eingesetzt, um bei Behandlung mit Jas-
monaten und synthetischen funktionellen Analoga den Ver-
lauf der Calciumkonzentrationen in beiden Kompartimenten
zu untersuchen.

Wir stellten fest, dass zwei der nat1rlich vorkommenden
Substanzen, n�mlich OPDA (1), die biosynthetische Vorstufe
der Jasmons�ure (JA; 2), und JA selbst sowohl im Cytosol als
auch im Zellkern dosisabh�ngige transiente Ca2+-Konzen-
trations�nderungen (D[Ca2+]cyt bzw. D[Ca2+]nuc) induzierten.
Die Ca2+-Muster unterschieden sich stark bez1glich Kinetik
und Amplitude der Ca2+-Konzentration. So induzierte OPDA
(1) einen schnellen [Ca2+]cyt-Anstieg auf bis zu 1 mm innerhalb
von 30 s nach Applikation (Abbildung 1a), gefolgt von einem

Schema 1. Strukturen von Jasmonaten und synthetischen Analoga.

Abbildung 1. Ca2+-Konzentrations'nderungen im a) Cytosol ([Ca2+]cyt)
und b) Zellkern ([Ca2+]nuc) von Tabakzellen, induziert durch unter-
schiedliche OPDA-Konzentrationen; Bestimmung der EC50-Werte f7r
OPDA-induzierte Ca2+-Konzentrations'nderungen: c) [Ca2+]cyt und
d) [Ca2+]nuc. Die Kurven repr'sentieren Ca2+-Konzentrations'nderungen
aus je drei unabh'ngigen Experimenten.
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starken [Ca2+]nuc-Anstieg (Abbildung 1b), der gegen1ber
D[Ca2+]cyt zehnfach h3her und um nur 15 s verz3gert war.
Nach unserem Kenntnisstand wurde ein solch starker
[Ca2+]nuc-Anstieg in Pflanzenzellen bisher nicht beschrieben.
Als Effektorkonzentration, die 50% der Konzentrations�n-
derung induziert (EC50), wurde (0.57� 0.06) mm f1r das Cy-
tosol und (0.43� 0.08) mm f1r das Nucleoplasma ermittelt
(Abbildung 1c,d).

Auch JA (2) induzierte einen schnellen Anstieg des
[Ca2+]cyt-Signals innerhalb der ersten Minuten (Abbil-
dung 2a) mit einer EC50= (1.13� 0.21) mm. Die JA-indu-

zierte Ca2+-Signatur im Zellkern dagegen (Abbildung 2b;
EC50= (0.87� 0.05) mm) unterschied sich von D[Ca2+]cyt

durch eine Anlaufphase von etwa 20 min und eine starke
Verz3gerung der Ca2+-Konzentrations�nderung bei abneh-
mender JA-Konzentration. Obwohl die EC50-Werte ziemlich
hoch scheinen, liegen sie doch in der gleichen Gr3ßenord-
nung, die f1r die Induktion der Duftstoffemission in der Li-
mabohne n3tig ist.[10] Außerdem ist nicht bekannt, wie viel der
exogen angebotenen Substanzen in das Zellinnere gelangt.
Im Unterschied zu OPDA (1) bewirkte JA (2) nur eine 6n-
derung der [Ca2+]nuc-Konzentration von 2.5 mm, und es zeigte
eine andere Kinetik. Diese deutlichen Unterschiede in
D[Ca2+]nuc weisen klar darauf hin, dass JA (2) und OPDA (1)
unterschiedliche Signaltransduktionsprozesse initiieren. In-
teressanterweise induziert OPDA (1) ein Spektrum zellul�rer
Antworten, das nur teilweise mit JA-induzierten Antworten
1berlappt und ebenfalls die Existenz von Signalwegen auf-
zeigt, die sich von denen von JA (2) unterscheiden.[11]

Als N�chstes wandten wir uns der Frage zu, ob andere
biologisch aktive Jasmonate wie der Methylester von JA
(MeJA; 3)[1] und das JA-Isoleucin-Konjugat (JA-Ile; 5)[12] in
der Lage sind, intrazellul�re Ca2+-Konzentrations�nderungen
auszul3sen. Bei Behandlung mit MeJA (3) war bis zu einer
Konzentration von 2 mm weder im Cytosol noch im Zellkern
eine Induktion von D[Ca2+] nachweisbar. Eine m3gliche
Hydrolyse von MeJA (3) in der Zelle erfolgt offensichtlich
nicht schnell genug, um Ca2+-Signale durch freigesetztes JA
(2) auszul3sen. Das JA-Ile-Konjugat (5) hatte keine Wirkung
auf [Ca2+]cyt, zeigte aber bez1glich der Induktion von
D[Ca2+]nuc die gleiche Aktivit�t wie JA (2) (Abbildung 3b),
wodurch eine Modulation der JA-Aktivit�t durch Konjuga-

tion mit einer Aminos�ure offenkundig wurde. Der Methyl-
ester von JA-Ile (6) war, �hnlich MeJA (3), in beiden Kom-
partimenten inaktiv.

Die Gesamtheit dieser Ergebnisse deutet stark auf eine
hohe Spezifit�t des Perzeptionssystems hin, das die Jasmo-
natsignale in entsprechende Ca2+-Signaturen 1bersetzt. Dies
f1hrte uns dazu, Struktur-Aktivit�ts-Zusammenh�nge ge-
nauer zu untersuchen, und die Studie um synthetische 1-
Oxoindanoyl-l-isoleucin-Konjugate, die als funktionelle
Analoga der Jasmonate etabliert sind, zu erweitern.[2] Die
einzige Substanz, die neben OPDA (1) und JA (2) in beiden
Zellkompartimenten Ca2+-induzierende Aktivit�t zeigte, war
1-Oxoindan-4-carbons�ure (7) (Abbildung 3a,b). Bisher war
der 1-Oxoindanoyl-Baustein der Konjugate als biologisch
nicht aktiv beschrieben worden,[13] in diesem System jedoch
wies er JA-�hnliche Aktivit�t auf. In Jbereinstimmung mit
den Ergebnissen, die f1r JA-Ile (5) erhalten wurden, waren
sowohl das Isoleucin-Konjugat von 7, 1-Oxoindanoyl-l-iso-
leucin (8), als auch das substituierte 6-Ethyl-1-oxoindanoyl-l-
isoleucin (10) nur im Zellkern aktiv (Abbildung 3b), w�hrend
der 1-Oxoindanoyl-l-isoleucinmethylester (9) vollst�ndig in-
aktiv war.

Insgesamt decken diese Ergebnisse zwei strukturelle Ei-
genschaften der Jasmonate auf, die f1r die Induktion von
Ca2+-Signaturen entscheidend sind: Erstens ging durch Kon-
jugation der Substanzen mit Isoleucin ihre Wirkung auf
[Ca2+]cyt verloren, ihre Aktivit�t bez1glich D[Ca2+]nuc blieb
aber erhalten. Bisher wurde lediglich die Aktivierung von JA
(2) durch Bildung von JA-Ile (6) beschrieben.[12] Wir wiesen
erstmals einen partiellen Verlust der JA-Aktivit�t durch
Konjugation mit einer Aminos�ure nach. Zweitens wurden

Abbildung 2. Ca2+-Konzentrations'nderungen im a) Cytosol ([Ca2+]cyt)
und b) Zellkern ([Ca2+]nuc) von Tabakzellen, induziert durch unter-
schiedliche JA-Konzentrationen. Die Kurven repr'sentieren Ca2+-Kon-
zentrations'nderungen aus je drei unabh'ngigen Experimenten.

Abbildung 3. a) Ca2+-Konzentrations'nderungen im Cytosol ([Ca2+]cyt)
von Tabakzellen, induziert durch 1 mm 7; b) Ca2+-Konzentrations'nde-
rungen im Zellkern ([Ca2+]nuc) von Tabakzellen, induziert durch 1 mm

5, 7, 8, 10, 11; c) Ca2+-Konzentrations'nderungen im Zellkern
([Ca2+]nuc) von Tabakzellen, induziert durch 1 mm 2, 3, 4 und Essigs'u-
re (HOAc); als L>sungsmittelkontrolle wurde Ethanol (EtOH) einge-
setzt. Die Kurven repr'sentieren Ca2+-Konzentrations'nderungen aus
je drei unabh'ngigen Experimenten.
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alle Substanzen einschließlich der Konjugate durch Vereste-
rung der Carboxygruppe vollst�ndig inaktiv. Interessanter-
weise war der Methylester von 10, 6-Ethyl-1-oxoindanoyl-l-
isoleucinmethylester (11), die einzige Substanz, die auch ohne
freie Carboxygruppe in der Lage war, D[Ca2+]nuc zu induzie-
ren (Abbildung 3b). Die Ethylgruppe als C6-Substituent
verleiht dem Molek1l offensichtlich die Eigenschaft, die
durch Veresterung bewirkte Unterdr1ckung der Ca2+-indu-
zierenden Aktivit�t zu kompensieren. Diese Beobachtung
korreliert mit der allgemein erh3hten biologischen Aktivit�t
von 11 gegen1ber 9.[2]

Um die Notwendigkeit der freien Carboxygruppe von JA
(2) genauer zu bestimmen, wurde 3-(Nitromethyl)-2-((Z)-
pent-2-enyl)cyclopentanon (JNO; 4) eingesetzt. Die NO2-
Gruppe von JNO (4) hat eine �hnliche Gr3ße und Elektro-
nenverteilung wie die Carboxygruppe von JA (2).[13] Wie in
Abbildung 3c gezeigt, war JNO (4) inaktiv, was belegt, dass
ein Carboxylat f1r die Induktion einer intrazellul�ren Ca2+-
Signatur absolut notwendig ist. Dass allein die Gegenwart
einer organischen S�ure, z.B. Essigs�ure, nicht ausreichte, um
eine Ca2+-Konzentrations�nderung in Tabakzellen auszul3-
sen, verdeutlich die Notwendigkeit von definierten struktu-
rellen Bedingungen (Abbildung 3c).

Neue Daten hatten bereits gezeigt, dass Calcium die
spezifische Expression von Genen zur Ausl3sung geeigneter
Reaktionen auf externe Reize induziert.[14] Interessanterwei-
se wird die Expression einiger Ca2+-induzierbarer Gene auch
durch Jasmonate ausgel3st, sodass die Vermutung naheliegt,
dass Jasmonat- und Ca2+-Signalwege zumindest teilweise
miteinander verkn1pft sein k3nnten.[15] Wir beobachteten
hier einen transienten Anstieg der Konzentration des Se-
kund�rbotenstoffs Ca2+, der durch bestimmte Jasmonate im
Cytosol und Nucleoplasma von Pflanzenzellen induziert
wurde. Mit der neu entdeckten biologischen Aktivit�t der 1-
Oxoindan-4-carbons�ure (7) erwiesen sich die synthetischen
Substanzen als vollkommene Entsprechungen der Jasmonate
und ließen klare Struktur-Aktivit�ts-Beziehungen erkennen:
Nur nichtkonjugierte Verbindungen wie OPDA (1), JA (2),
und 1-Oxoindan-4-carbons�ure (7) mit freier, negativ gela-
dener Carboxygruppe konnten Ca2+-Signale in beiden Kom-
partimenten ausl3sen. Isoleucin-Konjugate von 2 und 7
zeigten nur im Zellkern Ca2+-induzierende Aktivit�t, w�h-
rend die Methylester der Isoleucin-Konjugate (6, 9) ohne
Carboxyfunktion vollst�ndig inaktiv waren, mit Ausnahme
des 6-Ethyl-1-oxoindanoyl-l-isoleucinmethylesters (11); dies
spricht somit gegen die denkbare Erkl�rung, eine m3gli-
cherweise begrenzte Aufnahme aller Methylester in die Zelle
k3nnte der alleinige Grund f1r ihre Inaktivit�t sein. Ferner
konnte gezeigt werden, dass in intakten Zellen D[Ca2+]nuc

wahrscheinlich autonom und unabh�ngig von D[Ca2+]cyt er-
zeugt wird. Unsere Ergebnisse legen die Existenz von min-
destens zwei unterschiedlichen hochspezifischen Perzepti-
onsmechanismen und Signalwegen nahe, die an der Initiie-
rung von Ca2+-Signaturen im Cytosol und im Zellkern von
Pflanzenzellen beteiligt sind. Die Identifizierung dieser Per-
zeptionssysteme sowie die Aufkl�rung anschließender Si-

gnaltransduktionsereignisse, die zu den unterschiedlichen
Ca2+-Mustern f1hren, stehen als N�chstes an.

Experimentelles
(�)-cis-12-Oxophytodiens�ure (1) wurde von O. Miersch und C.
Wasternack, IPB Halle, zur Verf1gung gestellt. (�)-Jasmons�ure (2)
und (� )-Methyljasmonat (3) wurden von Sigma-Aldrich bezogen.
Die synthetischen Substanzen wurden wie beschrieben synthetisiert:
1-Oxoindan-4-carbons�ure (7),[16] 1-Oxoindanoyl-l-isoleucin (8),[16]

1-Oxoindanoyl-l-isoleucinmethylester (9),[16] 6-Ethyl-1-oxoindanoyl-
l-isoleucin (10),[17] 6-Ethyl-1-oxoindanoyl-l-isoleucinmethylester
(11),[17] Jasmonoyl-l-isoleucin (5),[16] Jasmonoyl-l-isoleucinmethyl-
ester (6),[16] 3-(Nitromethyl)-2-((Z)-pent-2-enyl)cyclopentanon (4).[18]

Die Messung des intrazellul�ren Ca2+ wurde mit transgenen Tabak-
Zelllinien (Nicotiana tabacum L. cv. BY-2) durchgef1hrt, die das
Ca2+-bindende Apoaequorin entweder im Cytosol oder im Zellkern
exprimieren.[9] Die Endkonzentration des L3sungsmittels betrug
maximal 1% (v/v); jede 6nderung der Lumineszenz wurde bezogen
auf die Gesamtmenge des rekonstituierten Aequorins im Ansatz
ausgewertet.[9]
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