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Kapitel 1: Einleitung

1.1. Photosynthese

Licht ist die Priméarenergie und die Photosynthese der treibende Prozel} des Lebens auf unserer
Erde. Die Energiemengen, die von der Sonne zu uns gelangen, sind gewaltig, wobei die globale
Sonneneinstrahlung mit ca. 1,35 Watt pro m? und Jahr etwa 1000mal so groR wie der derzeitige
Energieverbrauch der Menschen ist. Photosynthetische Organismen haben sich daher mit
Lichtenergie eine nahezu unbegrenzte und im biologischen Zeitmalistab unerschopfliche
Energiequelle erschlossen (Scheer 1999). Fast alle Lebensformen beruhen somit direkt oder
indirekt auf der Energiegewinnung durch die Umwandlung von solarer Strahlungsenergie in
chemische Energie (Hader 1999).

In dem als ,,Photosynthese* bezeichneten Gesamtprozel? wird Lichtenergie der Sonne von
Hoheren Pflanzen, Algen und photosynthetisch aktiven Bakterien in chemisch gebundene
Energie umgewandelt. Einzelne Lichtquanten werden dabei von Antennenpigmenten absorbiert
und zu den sogenannten Reaktionszentren weitergeleitet. In den Reaktionszentren findet eine
photoinduzierte Ladungstrennung statt, wobei pro absorbiertem Lichtquant maximal ein Elektron
uber die Photosynthesemembran (s.u.) transportiert werden kann. Der Elektronentransport ist
meistens mit einem Protonentransport Uber diese Membranen gekoppelt. Auf diese Weise wird
ein photochemisch erzeugtes elektrochemisches Potential (iber diese Membranen aufgebaut, das
in einer Serie von nachgeschalteten Dunkelreaktionen in Redoxéquivalente (NADP-H + H") und
chemische Energie in Form von ATP uUberfuhrt wird. In weiteren Dunkelreaktionen entstehen
stabile chemische Verbindungen. Der hier global beschriebene Prozel? der Photosynthese besteht
jedoch aus einer Vielzahl komplexer Einzelreaktionen (Holzwarth 1999).

Redoxaquivalente und ATP sind in nachgeschalteten Dunkelreaktionen fiir die Entstehung
stabiler chemischer Verbindungen in Form von Kohlenhydraten aus CO, und Wasser
unentbehrlich (Holzwarth 1999). Die Bilanz der Photosynthese l&i3t sich in folgender Gleichung
ausdrucken, wobei A fir einen beliebigen Wasserstoff- bzw. Elektronendonator, wie z.B. H,O
oder H,S steht (Nultsch 1986):

6 CO, + 12 HA ----- > CgH1206 + 12 A + 6 H,O




Kapitel 1: Einleitung

1.2. Photosynthetisch aktive Pigmente

Als Pigmente fungieren in der Photosynthese Chromophoren, die Licht im Wellenldngenbereich
von ca. 400 — 700 nm absorbieren. Alle Chromophoren sind durch Proteine organisiert und mit
ihnen assoziiert. Einzelne Pigment-Protein-Komplexe wiederum sind in Uberstrukturen
zusammengefalit, die einen Ferntransport der Anregungsenergie moglich machen (Scheer, 1999).
Generell konnen die Pigmente in die Chlorophylle und Carotinoide und Phycobiline unterteilt

werden.

1.2.1. Chlorophylle
Chlorophylle sind zyklische Tetrapyrrole mit einem

~CHg im Chlorophyll &
~CHO im Chiorophyll &

charakteristischen isozyklischen Porphyrinring (Scheer,
1999) (Abb1.1.). Sie enthalten Magnesium als Zentralatom.
Die Propionsdureseitenkette ist bei den Chlorophyllen a
und b, den typischen Chlorophyllen von Hoéheren Pflanzen
und Griunalgen, mit einem langkettigen lipophilen Alkohol,

dem Phytol verestert. Dieser Phytolrest fehlt dem

Chlorophyll ¢, dem flr chromophytische Algen typischen
Chlorophyll. R

Die Chlorophylle stellen sehr wirksame Photorezeptoren g*:f’y-eflliggtsr;‘k‘”rdes Chlorophyli a und b

dar. Generell nutzen Chlorophylle den blauen und den
roten Bereich des Spektrums des sichtbaren Lichtes sehr effizient, verwerten aber Licht im
Wellenlangenbereich von ca. 500 — 620 nm kaum. Diese ,,Grunlucke* wird durch Hilfspigmente,
speziell Carotinoide und Phycobiline geschlossen (Sitte et al., 1998). Die Absorptionsspektren
der Chlorophylle a, b und ¢ unterscheiden sich in ihren Absorptionsmaxima, so daf sie sich bei

der Absorption des einfallenden Lichtes ergénzen (Stryer et al., 1995).

10



Kapitel 1: Einleitung

1.2.2. Carotinoide

Die am weitesten verbreiteten akzessorischen Pigmente sind die Carotinoide (Abb.1.2.) (Brock

et al., 1994). Sie sind infolge zahlreicher konjugierter
Doppelbindungen gelb, orange oder rot geféarbte, lipophile
Farbstoffe (Lipochrome). Carotinoide unterteilen sich
generell in Carotine und Xanthophylle. Carotine sind reine
Kohlenwasserstoffe, Xanthophylle hingegen sauerstoff-
haltige Derivate der Carotine, z.B. das bei Hoheren Pflanzen
und Griinalgen dominierende Lutein und das Fucoxanthin,
das den Braunalgen und Diatomeen die charakteristische
braune Féarbung verleiht.

Die Carotinoide absorbieren im blauen und teilweise im
griinen Bereich des Spektrums. Allerdings sind sie bei den
meisten Arten wenig effektive Energielibertrager. Setzt man
die maximale Effektivitat von Chlorophyll gleich 100%, so
variiert die von Carotinoiden bei verschiedenen Pflanzen

zwischen 20% und 50%; das Xanthophyll Fucoxanthin der

CHy CHy |
J H H F

2
cH cH CH,,

\,{H H T h Ty ;R | Hy
Hy~ by 'r% b A A A - "
oA HOHOH WS - H VA

2T M, CHy CHy  CHy CH,y

H

a-Carotin

~
CI%AFAJ%,@/QT@AW@/U};

;’: l(a_)%/ﬁv&/—wf%]/m/x]/mjt{

. J:\TQJ\/"\/%&/YW/&_IQGI |

Lutein

Abb.1.2: S_trukturformeln
verschiedener Carotine (Sitte et al.,
1999)

Braunalgen und Diatomeen soll aber etwa 80% erreichen (Sitte et al. 1999).

Carotinoide sind eng mit den Chlorophyllen in der Photosynthesemembran assoziiert, agieren

aber nicht direkt in der Photophosphorylierung (s.u.), sondern Ubertragen die absorbierte

Strahlungsenergie zu den Reaktionszentren.

Zusétzlich fungieren sie als Lichtschutzpigmente. Extrem hohe Lichtintensitaten kénnen die

Zellen schadigen, da sie verschiedene photooxidative Reaktionen auslésen, die zur Zerstérung

der Chlorophylle und letztendlich des gesamten Photosyntheseapparates selbst fiihren konnen.

Carotinoide absorbieren viel von dem schéadlichen Licht und stellen ein Schild fir die

lichtempfindlichen Chlorophylle dar, indem sie die Uberschissige absorbierte Lichtenergie in

Form von Wérme abgeben und so den Photosyntheseapparat entlasten. (Brock et al., 1994).

11



Kapitel 1: Einleitung

1.2.3. Phycobiliproteide

Neben den Carotinoiden existieren noch die

Phycobiline (sh. Abb.1.3) als akzessorische Pigment-

Proteinkomplexe. Die eigentlichen Pigmente, die
HOOCCHzCH —=——

Phycoerythrobiline, die Phycocyanobiline und die
Phycourobiline, sind hierbei kovalent an ihre CHs

Polypeptide gebunden. Generell werden

CHy=CH

Phycocyanine (blau), Phycoerythrine (rot) und das
. . . . Phycocyanobilin Phycoerythrobilin
tirkis erscheinende Allophycocyanin unterschieden. | Abb. 1.3:  Strukturformeln  zweier
Phycobiline (Sitte et al., 1999)

Sie kommen in wechselnden Mengenverhaltnissen

bei Cyanobakterien und Rotalgen vor. Cryptophyceen enthalten, abweichend von den
Cyanobakterien und Rotalgen, entweder nur Phycocyanin oder nur Phycoerythrin. Mit
Absorptionsmaxima von ca. 550 nm (Phycoerythrine), 620 nm (Phycocyanine) und 650 nm
(Allophycocyanine) schlieRen sie weitestgehend die ,,Grunlticke* der Chlorophyll-Absorption je
nach dem vorhandenen Sortiment an Phycobiliproteiden (Richter 1996).

Phycobiliproteinen sind membran-extrinsischen Antennen und sitzen bei Cyanobakterien und
Rotalgen als supramolekulare Komplexe, Phycobilisome genannt, den Thylakoiden stromaseitig

auf. Bei den Cryptophyceen sind sie in den Thylakoidlumina lokalisiert.

1.3. Die Orte der Photosynthese

Die Photosynthesepigmente und alle anderen Komponenten des Photosyntheseapparates sind in

speziellen Membransystemen, den
Photosynthetischen ~ Membranen,  loka-
lisiert. Diese werden als Thylakoide
bezeichnet. Die Position der Thylakoide
innerhalb der Zellen unterscheidet sich bei

prokaryotischen und eukaryotischen

Stacked thylakoids

membrane Stroma Thylakold forming grana

Mikroorganismen. Inner membranes

membrane

In  prokaryotischen ~ Zellen sind die Abb. 1.4. Detail des Chloroplastenaufbau (Brock et al.,

Thylakoidmembranen nicht weiter vom 1994)

Cytoplasma abgegrenzt. In Eukaryoten hingegen sind sie in speziellen Organellen, den
sogenannten Chloroplasten lokalisiert (Brock et al. 1994) (sh. Abb.1.4.). Die Thylakoide sind so
angeordnet, da der Chloroplast in zwei Kompartimente aufgeteilt wird, den Matrixraum

(Stroma), welcher die Thylakoide umgibt, und den Thylakoidinnenraum (Lumen). Diese
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Anordnung macht den Aufbau eines lichtgetriebenen pH Gradienten eigentlich erst moéglich.
(Richter 1996; Morschel 1999).

Die Thylakoidmembranen kénnen einzeln im Stroma liegen, typisch fiir die Chloroplasten von
Rotalgen, oder zu zweit oder zu dritt assoziiert auftreten (Dinophyceen, chromophytische
Algen). In den Chloroplasten von Héheren Pflanzen und Griinalgen sind die Thylakoide oft in
gestapelte (Grana-)thylakoide und ungestapelte (Stroma-)thylakoide differenzierbar (sh.
Abb.1.4.) (Richter 1996; Morschel 1999).

Die einzelnen integralen Komplexe des Photosyntheseapparates Hoherer Pflanzen sind hierbei
unterschiedlich in den Stroma- und Granathylakoiden arrangiert: das Photosystem | und der
CF1/CFo-Komplex (ATP-Synthase) finden sich fast ausschlielich in den ungestapelten
Stromathylakoiden, wéhrend das Photosystem Il groBtenteils in den Granathylakoiden lokalisiert
ist; der Cytochrom bg/f-Komplex hingegen ist auf beide Thylakoidtypen gleichmé&Rig verteilt
(Link 1999).

1.4. Die membranintrinsischen Antennensysteme

In der auf Chlorophyllen basierenden Photosynthese gibt es bei den Lichtreaktionen eine

Arbeitsteilung: Antennensysteme, die in Komplexen angeordnet als lichtsammelnde Komplexe

(engl.: light harvesting complexes, LHCs) Light quanta
bezeichnet werden, absorbieren die
Strahlungsenergie und leiten sie z.T. Uber \\ / /
betréchtliche Entfernungen zu den
Reaktionszentren weiter (Green and Durnford

1996; Grossman et al., 1995; Jansson 1994). In

den Reaktionszentren findet die eigentliche

Light-harvesting
- chlorophyll
(200-300 molect

Energiekonversion statt. Die LHCs der Griinen

Pflanzen enthalten Chlorophyll a, Chlorophyll

b und Lutein als wesentliches Carotinoid und Oxidant  Feacion  Reductant
werden als Cab (engll: Chlorophy” a/b blndlng Abb.1.5:  Die photosynthetische Einheit und ihr
assoziertes Reaktionszentrum in oxygenen

protein) oder als Lhc Proteine bezeichnet | Phototrophen (Brock etal., 1994)

(Grossman et al., 1995; Jansson et al., 1992).

Die Vorteile dieser funktionellen Arbeitsteilung in eigentliche Reaktionszentren und
Lichtsammler- (Antennen-)systeme sind 1) eine flexible Anpassung an die Lichtbedingungen
durch Variationen der Antennen, unter Beibehaltung nur weniger, hocheffizienter Typen von

Reaktionszentren und 2) eine wesentlich geringere Investition in Protein pro absorbierenden
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Chromophor (Scheer 1999). Dementsprechend enthalten die Antennen den Uberwiegenden Teil
(>95%) der Photosynthesepigmente. Dies hat weitere Vorteile: Einmal ist eine flexible
Anpassung des Photosyntheseapparates an sehr unterschiedliche Lichtbedingungen mdglich.
Zweitens erhdhen die Antennen den Absorptionsquerschnitt der Reaktionszentren um ein
Vielfaches. Antennensysteme erfiillen letztendlich also zwei Aufgaben: zum einen fangen sie,
auf die jeweiligen unterschiedlichen Lichtbedingungen angepaft, Lichtquanten ein, andererseits
schutzen sie vor photooxidativen Reaktionen (siehe Kap. 1.2.2.: Carotinoide).

Bei Hoheren Pflanzen sind die Lichtsammlerproteine durch eine aufféallige Differenzierung in
verschiedene Subpopulationen charakterisiert. Man kann zwischen Photosystem | — und
Photosystem Il — spezifischen Antennen und hier wiederum zwischen ,inneren* und ,,duReren*
Antennenkomplexen unterscheiden. Im Photosystem | sind die Chlorophyllmolekiile der inneren
Antenne direkt an die eigentlichen Reaktionszentren-Polypeptide gebunden, wahrend bei
Photosystem 11 das Reaktionszentrum von zwei Chlorophyll-tragenden Proteinen als innere
Antenne umgeben ist. Sie werden aufgrund ihres Molekulargewichtes als CP 43 und CP 47
bezeichnet. Um dieses Assoziat aus innerer Antenne und Reaktionszentrum gruppieren sich bei
Photosystem Il mehrere kleine Antennenkomplexe, die sich in ihrem Molekulargewicht und
ihrer Pigmentzusammensetzung unterscheiden. Diese werden als LHC Il a bis LHC 1l d
bezeichnet. MengenmélRig am wichtigsten ist der LHC 1IlI b, der etwa 50% des
Gesamtchlorophylls einer Pflanze bindet (Wilhelm 1999).

Die Antennenproteine von Photosystem | werden von den Lhca 1-4 Genen codiert, wobei die
Lhca Proteine in den Komplexen als Dimere angeordnet sind (Jansson et al. 1997). Die internen
Antennen und das Reaktionszentrum sind zusammen in Photosystem | in einem Chl-Komplex
kombiniert. Das Chl-Carotinoid Protein des Komplexes besteht aus zwei hydrophoben
Polypeptiden, welche zusatzlich zu den Chl a Dimer (P700) und den Elektronenakkzeptoren Ay,
Az und A; auch Chl a und 3—Carotin Molekule binden. Dabei Gbernehmen die Chl a Molekule
dieselbe Rolle wie die separaten Antennekomplexe CP 47 und CP 43 von Photosystem 11 (Green
and Durnford 1996).

Von allen bislang auch molekularbiologisch untersuchten Lichtsammlerkomplexen terrestrischer
Pflanzen und Grinalgen weill man, dal} ihre konstituierenden Polypeptide von einer Multigen-
Familie im Kerngenom kodiert (Green et al., 1991, Chitnis and Thornber 1988) und im
Zytoplasma der Zelle als Precursor mit einer zusétzlichen Basenprasequenz von 3-5 kDa
synthetisiert werden. Diese Présequenz wird als Transitpeptid bezeichnet und ist notwendig, um
das Protein durch die beiden Hillmembranen des Chloroplasten zu transportieren (Schmidt and
Mishkind 1986; Keegstra 1989; DeBoer and Weisbeek 1991).
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1.5. Die membranintrinsischen Lichtsammlerkomplexe der

chromophytischen Algen

Schon beim bloRen Anschauen unterscheiden sich viele Algen von den griinen Blattern Hoherer
Pflanzen durch ihre abweichende Farbe, wie schon aus ihren Namen wie z.B. Rotalgen,
Braunalgen oder Goldalgen erkenntlich wird. Ursache hierfir sind die von den Héheren Pflanzen
abweichenden Pigmentzusammensetzungen, die fast allesamt in den photosynthetischen
Antennenkomplexen lokalisiert sind.

Die LHC Untereinheiten der meisten chromophytischen Algen enthalten Chlorophyll a,
Chlorophyll ¢ und Fucoxanthin als wesentliches Carotinoid und werden als Fcp (engl.:
fucoxanthin chlorophyll a/c binding protein, dt.: Fucoxanthin Chlorophyll a/c bindende Proteine)
oder als Cac (Chlorophyll a/c bindende) Proteine bezeichnet (Grossman et al., 1995; Jansson et
al., 1992). Die Fucoxanthin-haltigen Antennen der chromophytischen Algen schlieen mit einem
vergleichsweise geringen Proteinaufwand die Grinllcke relativ gut. Gerade im aquatischen
Milieu stellt der griine Spektralbereich in groBen Tiefen die mengenmalg wichtigste
Energiequelle dar, so dal es nicht verwunderlich ist, daB in tieferen Wasserschichten entweder
die Antenne mit Phycobilinen oder die mit ,braunen® Xanthophyllen vorherrscht (Wilhelm
1999). Daher sind Untersuchungen an Antennen dieser Art von grolRem Interesse.

Die Pigmente Fucoxanthin und Chlorophyll a und c sind hierbei in Analogie zu den Pigmenten
der Chl a/b LHCs Hoherer Pflanzen und Griinalgen (Berkaloff et al., 1981; Duval et al., 1983;
Peyriere et al., 1984; Caron et al., 1988; Katoh et al., 1989; Berkaloff et al. 1990; Mimuro et al.,
1990; Passaquet et al., 1991) und
anderen chromophytischen Algen
(Grevby and Sundgvist 1992)

nicht kovalent an die Apoproteine

gebunden.
Weiterhin ist die Struktur der Fcp

cccccc

Polypeptide jener der LHC II

Polypeptide der Hoheren

Pflanzen sehr &hnlich. Dem in

Lumen

Stroma lokalisierten N-Terminus | Abb.1.6. Schematische Darstellung des reifen Fcp2 Proteins von
Cy. cryptica (Quelle: Eppard et al., 1998)

folgen drei die Thylakoid-
membran durchziehende o-Helices und ein C-Terminus, der im Lumen liegt. Die
Pigmentbindungsregion wird analog zum LHC Il b, dem Hauptantennenprotein-Komplexes bei

Hoheren Pflanzen, in den hydrophoben, transmembranen Proteinsegmenten vermutet. Soweit
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bislang untersucht, liegen die Membran-intrinsichen LHCs in vivo trimerisiert oder noch héher
aggregiert vor (Abb. 1.6.) (Hader, D.P., 1999, Biichel 2003).

Soweit dies bisher untersucht wurde, besitzen chromophytische Algen die gleichen inneren
lichtsammelnden Komplexe (dquivalent zu CP 43 & CP 47) wie die Hoheren Pflanzen auch; die
Variabilitdt bezieht sich ausschlieBlich auf die peripheren Lichtsammler. Auch die klare
Differenzierung in LHCs, die spezifisch mit den jeweiligen Photosystemen assoziiert sind, ist bei
den Chlorophyll c-haltigen Algen entweder fehlend oder zumindest nicht so klar ausgepragt wie
bei den Hoheren Pflanzen und Griinalgen. Uber die rdaumliche Verteilung der verschiedenen
Subpopulationen ist bei vielen Algenthylakoiden wenig bekannt (H&der et al. 1999). Bei
Hoheren Pflanzen sind die Lichtantennenproteine durch eine aufféllige Differenzierung in
verschiedene Subpopulationen charakterisiert. Man kann zwischen ,,inneren* und ,,duBeren* und

zwischen PS I- und PS I1-spezifischen Antennen unterscheiden (Wilhelm, 1999).

1.6. Expression und Genregulation von Genen, die

Lichtsammlerproteine codieren

1.6.1. Expression und Genregulation der LHC Untereinheiten

Die Synthese der LHC Untereinheiten und die Regulation der Expression ihrer Gene (Ihc Gene
codieren LHC Untereinheiten, fcp Gene codieren Fcps) ist intensiv bei Grinen Pflanzen
untersucht worden. Es hat sich gezeigt, dal sowohl die Lichtqualitat als auch die Lichtquantitét
einen EinfluR auf die Expression der Ihc Gene hat. Die Interpretation der Daten wird dadurch
kompliziert, dal die Gene der LHC Polypeptide mit Genen co-reguliert werden, die Enzyme
codieren, welche in der Chlorophyll-Synthese bend6tigt werden (Grossman et al., 1995). Generell
l4Rt sich sagen, dal die Lichtqualitat und —quantitét einen signifikanten Einfluf auf die Gene hat,
welche fir die LHCs codieren. Sowohl die Gene der verwandten Pigmente als auch Proteine
werden in ihrer Expression beeinfluit. Weiterhin ist die Ihc Genaktivitat an eine biologische Uhr

gebunden und die Expression der Gene oszilliert circadian (Piechulla 1999).

1.6.2. Regulation proteincodierende Gene

Am besten ist wohl d