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I. EINLEITUNG

1. Carotinoide

Als Carotinoide bezeichnet man gelbe, orangefarbene oder rote Pigmente, die aus acht
Isopreneinheiten bestehen und folglich einen sehr lipophilen C4-K&rper besitzen. Die Farbe
der Pigmente wird von der unterschiedlichen Lénge des konjugierten Doppelbindungs-
systems bestimmt. Sie werden in reine Kohlenwasserstoffverbindungen, die Carotine, sowie
in sauerstoffhaltige Kohlenwasserstoffverbindungen, die Xanthophylle, eingeteilt (Britton
2004). Carotinoide findet man in groRen Mengen in den Chloroplasten und Chromoplasten
von pflanzlichen Zellen, aber auch in vielen Tieren, Pilzen und Bakterien. Bis auf wenige
Ausnahmen ist ihre Synthese auf pflanzliche Organismen, Bakterien und Pilze beschrankt,
so dass sie von Tieren und Menschen als essentielle Nahrungskomponenten aufgenommen

werden mussen. Diese konnen sie allerdings strukturell modifiziert (Britton 2004).

1.1. Primér- und Sekundarcarotinoide

Die pflanzlichen Carotinoide werden aufgrund ihrer Funktion in zwei Gruppen unterteilt
(Richter 1998). Als Primarcarotinoide werden alle Carotinoide bezeichnet, die direkt an der
Photosynthese beteiligt sind. Sie werden auch Photosynthesecarotinoide (PS-Carotinoide)
genannt. Dazu z&hlen in GefafRpflanzen und Grinalgen neben [3-Carotin und Lutein auch
Neoxanthin, die Pigmente des Violaxanthin-Antheraxanthin-Zeaxanthin-Zyklus und das in

einer Reihe von Grinalgen anzutreffende Loroxanthin (Abb. 1.1).
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Abbildung 1.1) Strukturformeln der Priméarcarotinoide von Griinalgen, links: U-Carotin und alle von ihm
abgeleiteten PS-Carotinoide, rechts 3-Carotin und alle von ihm abgeleiteten PS-Carotinoide.
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Als Sekundéarcarotinoide werden folglich alle anderen Carotinoide der Zelle bezeichnet, die
z.B. an der Farbgebung von Bliten oder Friichten beteiligt oder in Speichergeweben
lokalisiert sind. Dazu zadhlen z.B. Capsorubin und RB-Cryptoxanthin in den Frichten von
Paprika, aber auch 3-Carotin, wenn es nicht an der Photosynthese beteiligt, sondern z.B. in
der Wurzel der Karotte gespeichert ist (Britton 2009). In algalen Zellen bezeichnet man als
Sekundarcarotinoide solche Pigmente, die gegen Ende der Entwicklungsperiode anstelle
oder in Erganzung zu den primaren Carotinoiden gebildet werden (Czygan 1968). Dazu

zahlen auch die im Rahmen dieser Forschungsarbeit untersuchten Ketocarotinoide.

1.2. Carotinoidfunktionen

Die priméren Carotinoide sind in den Photosystemen von pflanzlichen Zellen vor allem an
der Lichtsammlung beteiligt. Aufgrund ihres im Vergleich zu den Chlorophyllen leicht in den
grinen Wellenlangenbereich verschobenen Absorptionsspektrums verringern sie die
Grinlicke der Lichtsammelkomplexe und erméglichen so eine effektivere Absorption der
Lichtenergie, die fur die Photosyntheseleistung der Zellen genutzt werden kann (Schopfer
und Brennicke 2006).

Daneben sind die primaren Carotinoide am nicht-photochemischen Quenching (NPQ) der
Chlorophylifluoreszenz beteiligt, das in den Lichtsammelantennen eine Umwandlung von
Uberschiissiger Energie in Warme ermdglicht. Bei einer Uberanregung der Photosysteme
kommt es zu einer Auslastung der Elektronentransportkette, die dazu fiihrt, dass die Energie
von den angeregten Chlorophyllen nicht mehr zur Ladungstrennung genutzt werden kann.
Folglich verbleibt die Anregungsenergie in den Chlorophyllen langer, so dass sich die
Wahrscheinlichkeit fur die Bildung wvon Triplett-Chlorophyllen erhdht. Dieser Triplett-
Chlorophyll-Zustand ist sehr langlebig. Durch die Ubertragung seiner Energie auf Sauerstoff
kann sehr reaktiver Singulett-Sauerstoff entstehen, der durch weitere Reaktionen zur Bildung
verschiedener reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) fuihrt, die schwerwiegende Schéadigungen
innerhalb der Zelle und den Photosynthesekomplexen hervorrufen (Richter 1998).

Die sekundéaren Carotinoide sind z.B. an der Farbgebung von Bliiten und Friichten beteiligt.
Sie ermoglichen folglich eine fur Tiere gesteigerte Attraktivitat der Pflanzen, die zu einer
vermehrten Bestaubung von Bliten oder einem verstarktem Fressen der Frichte und damit
zu einer Verbreitung der Samen fihren (Zhu et al. 2010).

In tierischen Organismen sind die Carotinoide u.a. essentiell am Farbsehen (3-Carotin als
Provitamin A in allen S&ugern), an der Farbgebung (Canthaxanthin beim Flamingo) oder als
Antioxidans am Zellschutz (Astaxanthin bei Lachsen) beteiligt (Britton 2004, Britton 2009).
Medizinisches Interesse erlangten die Carotinoide vor allem aufgrund ihres groRRen

antioxidativen Potentials. In verschiedenen Experimenten an tierischen und menschlichen
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Zellen konnte nachgewiesen werden, dass sie die Zellen, u.a. die des Immunsystems, vor
oxidativen Schaden schitzen. Dabei spielen vor allem die Carotinoide Lutein, 3-Carotin,
Astaxanthin und Lycopin eine grof3e Rolle (Britton 2009). Daneben haben alle Carotinoide
mit Provitamin A-Wirkung essentielle Bedeutung fir die Sehfahigkeit (Britton 2009). Aber
auch Lutein und Zeaxanthin sind durch ihre Prdsenz im gelben Augenfleck daran beteiligt.
Sie schuitzen vor einer Degeneration des Augenflecks und konnen folglich eine Erblindung
verhindern (Farré et al. 2010). Fur das vor allem in Tomaten enthaltene Lycopin wurde eine
Pravention gegeniiber verschiedener Krebsarten sowie koronarer Herzkrankheiten
nachgewiesen (Farré et al. 2010).

Wirtschaftliches Interesse finden Carotinoide vor allem als Farbstoffe in der
Lebensmittelindustrie. Neben R-Carotin besitzen Lycopin, Zeaxanthin und Astaxanthin die
grol3te Bedeutung (Britton 2009). In den vergangenen Jahren wurden sie aufgrund ihrer
Hydrophobizitat vor allem bei der Farbung von fetthaltigen Lebensmitteln eingesetzt. In den
letzten Jahren wurden die Farbstoffe technologisch allerdings so verandert, dass sie auch in
wassrigen Losungen eingesetzt werden kdnnen. Bekanntestes Beispiel ist das [3-Carotin,
das z.B. in pflanzlichem Ol dispergiert und dann in Form feinster Tropfchen in eine Matrix
aus Dextrin und Glucose eingebettet wird (BASF 1995). Dadurch ist es auch in kaltem
Wasser unter Bildung einer feinperligen Dispersion ldslich und kann folglich in vielen
Getréanken, wie z.B. Limonade, verwendet werden.

Auch die im Rahmen dieser Forschungsarbeit untersuchten Ketocarotinoide sind von
groBem o©konomischem Interesse. Sie stellen essentielle Nahrungsbestandteile
verschiedener Krustentiere und Fische dar. Folglich missen sie den Aquakulturen von
Shrimps, Lachsen und Hummern in groBen Mengen zugesetzt werden. Zwar sind
synthetische Ketocarotinoide erhdltlich, aber die biotechnologische Herstellung ist weiterhin
von grofRem wirtschaftlichem Interesse (Jin et al. 2006, Britton 2009). Zuséatzlich wurden sie
in den letzten Jahren als Antioxidantien in der Medizin eingesetzt, da man eine protektive
Wirkung vor Krebs diskutiert. Die Nahrungsmittelindustrie setzt sie zusatzlich als Farbstoff,

z.B. in Wurstwaren und Eiern ein (Britton 2009).
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2. Carotinoidbiosynthese

Carotinoide zahlen zu den Isoprenoiden, langkettigen Kohlenstoffkdrpern, die aus der
Verknipfung von Isoprenen, Cs-Kdrpern, entstehen und in vielen Bereichen der pflanzlichen
Zelle eine Rolle spielen. Aufgrund ihres Cg-Grundgeriists werden Carotinoide auch den
Tetraterpenen zugeordnet. Daneben findet man Isoprenoide z.B. in Form von Cy-Korpern
als Monoterpene, zu denen verschiedene fllichtige Aromen verschiedener Pflanzen gehéren,
als Cys-Korper in Form von Sesquiterpenen, die als Ausgangsverbindung fur die Bildung des
Polyprenylschwanzes von Ubichinon und Plastochinon dienen, als Cy-Korper (Diterpene) in
Form des Phytols und u.a. auch als Czo-Kbérper (Triterpene), zu denen die Sterole und
Steroide gehéren (Schopfer und Brennicke 2006).
Die Bildung der pflanzlichen Carotinoide kann in vier wesentliche Abschnitte eingeteilt
werden:

1.) Die Bildung des aktiven Isoprens,

2.) die Verknupfung der Isopreneinheiten zum C,o-Korper Phytoen,

3.) Desaturierung des Phytoens zum Lycopin,

4.) die Zyklisierung und ggf. Hydroxylierung sowie weitere Modifikation des C,o-Korpers.

Die Synthese des Isoprens erfolgt fur die Carotinoidbiosynthese tber den Methyl-Erythritol-
Phosphatweg (MEP-Weg) im Chloroplasten (Rodriguez-Concepcion 2010). Dort entsteht aus
Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-Phosphat in einem sieben Schritte enthaltenden
Reaktionsweg Uber das Zwischenprodukt 2-C-Methyl-D-Erythritol-4-Phosphat (MEP) das
Produkt Isopentenyldiphosphat (IPP). Schliisselenzym ist dabei das Enzym 1-Deoxy-D-
Xylulose-5-Phosphat-Synthase (DXS), das den Fluss dieses Reaktionswegs limitiert
(Estévez et al. 2001). Neben der Synthese des IPP Uber den MEP-Weg wurde auch die
Bildung Gber den Mevalonatweg (MVA-Weg) beschrieben. Dabei entsteht aus drei Molekilen
Acetyl-CoA Uber das Zwischenprodukt Mevalonsdure (MVA) das IPP. Dieser Syntheseweg
findet sich in vielen Organismen und ist im Cytosol lokalisiert. Fir Gefal3pflanzen diskutiert
man, dass die Isoprene des MVA-Wegs flir die Sterolsynthese in den Membranen des
Endoplasmatischen Reticulums und die Synthesereaktionen in den Mitochondrien zur
Verfigung stehen. Das im Plastiden gebildete IPP dient als Vorstufe fir Carotinoide sowie
z.B. fir Monoterpene und Gibberelline (Rodriguez-Concepcion 2010). Allerdings wurde auch
beschrieben, dass Interaktionen der beiden Wege und ihrer Produkte mdglich sind
(Skorupinska-Tudek et al. 2008). In Grinalgen und somit auch in Chlamydomonas wurden
aufgrund biochemischer als auch genomischer Untersuchungen gezeigt, dass dort der
cytosolische MVA-Weg nicht existiert (Schwender et al. 2001, Grossman et al. 2004).

Das aktive Isopren besteht aus den beiden Isomeren IPP und Dimethylallyl-diphosphat

(DMAPP), die durch das Enzym Isopentenyldiphosphat-lsomerase (IPl) ineinander
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umgewandelt werden. Von ihnen gehen 6 Molekile IPP und 2 Molekile DMAPP in die
Kondensationsreaktion Uber Geranylgeranyldiphosphat zum Phytoen ein. Verantwortlich
dafirr sind die Enzyme Geranylgeranyl-Diphosphat-Synthase (GGPS) und Phytoensynthase
(PSY) (Lohr 2009). Bei der Synthese der Carotinoide stellt die durch das Enzym PSY
katalysierte Reaktion den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar (Welsch et al. 2010).
Ab der Bildung von Phytoen werden die Molekile als Carotinoide bezeichnet (Cunningham
und Gantt 1998). Dies ist der erste C4-KOrper in diesem Biosyntheseweg, der allerdings nur
drei konjugierte Doppelbindungen besitzt und folglich nur im UV-Bereich absorbiert. Durch
die Desaturierung des Phytoens zum Lycopin durch die Enzyme Phytoen-Desaturase (PDS)
und e-Carotin-Desaturase (ZDS) entsteht ein langes konjugiertes Doppelbindungssystem,
das eine sichtbare Farbung hervorruft. Lycopin besitzt eine kraftig rote Farbe (Cunningham
und Gantt 1998).

Das lineare Lycopinmolekil kann durch die beiden Enzyme Lycopin-3-Zyklase (LCYB) und
Lycopin-U-Zyklase (LCYE) an den Enden zu R- bzw. U-Carotin zyklisiert werden (Abb. 1.2). Im
Anschluss daran kénnen mittels verschiedener Hydroxylasen Hydroxygruppen eingefihrt

werden oder Epoxidierungen durch Epoxidasen erfolgen (Cunningham und Gantt 1998).
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Abbildung 1.2) Ubersicht tber die Carotinoidbiosynthese in C. reinhardtii. Die Farbe des jeweiligen
Carotinoids ist durch den farbigen Hintergrund angedeutet (basierend auf Grossman et al. 2004 und Kim
et al. 2009).

Enzyme: Lycopin-R-Zyklase (LCYB), Lycopin-U-Zyklase (LCYE), R-Carotin-Hydroxylase (CHYB und
CYP97), Violaxanthindeepoxidase (VDE), Zeaxanthinepoxidase (ZEP), Loroxanthinsynthase (LSY).
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Die photosynthetisch aktiven Carotinoide werden bei allen Gefal3pflanzen und Grinalgen im
Plastiden synthetisiert (Lohr 2009). Obwohl die verantwortlichen Enzyme alle kernkodiert
sind und im Cytosol translatiert werden, sind sie erst im Plastiden aktiv. Um ihnen das
Uberqueren der Plastidenmembran zu ermdglichen, besitzen die Proteine eine
Transitsequenz (Lohr et al. 2005). In den Plastiden werden sie zu aktiven Enzymen gefaltet.
Einige Autoren spekulieren Uber einen Carotinoid synthetisierenden Multifunktionskomplex,
der moglicherweise auch aus zwei Unterkomplexen gebildet wird: einem Komplex aus IPI,
GGPS und PSY zur Synthese des Phytoens und einem weiteren Komplex aus PDS, ZDS
und den LCY zur Synthese von U- und B-Carotin (Cunningham und Gantt 1998). Die
Komplexe sind an die Thylakoidmembranen assoziiert. Dort werden die Produkte des einen
Enzyms direkt als Substrat an das nachste Enzym weitergeleitet. Solche Komplexe
minimieren vor allem die Diffusionswege sowie die Akkumulation von Zwischenprodukten.
Dieses bekannte Phdnomen wird auch als Substratchanelling bezeichnet (Candau et al.
1991).

2.1. Ketocarotinoidakkumulation bei Grinalgen und Pilzen

Als Ketocarotinoide werden Carotinoide bezeichnet, die eine Ketogruppe an mindestens
einem lononring besitzen. Sie werden meist unter Stressbedingungen bei Algen und
verschiedenen Pilzen, aber auch bei Bakterien gebildet. Die algalen Ketocarotinoide sind
nicht an der Photosynthese beteiligt (Czygan 1968) und ihr Vorkommen ist meist auf
Dauerstadien beschrankt, die das Uberleben wahrend unginstiger Umweltbedingungen
sichern.

Die bekanntesten Ketocarotinoide stellen Astaxanthin (3,3’-Dihydroxy-4,4’-diketo-[3-Carotin)
und Canthaxanthin (4,4’-Diketo-R-Carotin) dar (Abb. 1.3). Daneben finden man die Pigmente
Echinenon (4-Keto-R-Carotin), 4-Ketolutein bzw. Fritschiellaxanthin (3,3’-Dihydroxy-4-keto-U-
Carotin) und Adonirubin (3-Hydroxy-4,4’-diketo-3-Carotin) (Buchecker et al. 1978, Fraser et
al. 1997, Boussiba 2000).
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Abbildung 1.3) Strukturformeln der wichtigsten algalen Ketocarotinoide: Canthaxanthin, Astaxanthin und
4-Ketolutein.
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Aufféllig ist, dass bei den verschiedenen ketocarotinoidakkumulierenden Organismen kein
festes Muster der Ketocarotinoidzusammensetzung sowie der Menge der gebildeten
Pigmente zu erkennen ist. So akkumuliert die zu den Chlorophyceae gehdrende Alge
Haematococcus pluvialis unter verschiedenen Stressbedingungen, wie z.B. Nahrstoffmangel
und Starklicht, bis zu 4% ihres Trockengewichtes an Ketocarotinoiden (Van den Hoek 1995,
Boussiba 2000). Dabei stellt Astaxanthin mit einem Anteil von tber 90 % das dominierende
Ketocarotinoid dar und liegt meist in Form von Pigment-Fettsaure-Estern vor (Yuang und
Chen 1998). Diese sind in cytosolischen Lipidtropfchen in den Aplanosporen dieser Alge
lokalisiert (Czygan 1968, Santos und Mesquita 1984). H. pluvialis ist der bekannteste
ketocarotinoidakkumulierende Organismus und die rote Farbung verlieh dieser Alge auch
den Namen ,Blutregenalge®. H. pluvialis wird seit vielen Jahrzehnten untersucht und ist auch
von grof3em 6konomischen Interesse (Boussiba 2000). Sie wird in grof3en Tanks angezogen,
zur Ketocarotinoidsynthese initiiert, getrocknet und Fischfuttermittel zugesetzt oder in der
Nahrungsmittelindustrie verwendet (Jin et al. 2006). In der Literatur wurden bis zu Beginn der
1990er Jahre zwei Arten beschrieben: Haematococcus lacustris (Girod) Rostafinski und
Haematococcus pluvialis Flotow. Hagen und Mitarbeiter zeigten, dass es sich dabei um eine
identische Art handelt, die ab diesem Zeitpunkt als H. pluvialis bezeichnet wurde (Hagen et
al. 1993).

Auch die Grinalge Muriella (Chlorella) zofingiensis akkumuliert Ketocarotinoide unter
wachstumslimitierenden Umweltbedingungen (Rise et al. 1994, Bar et al. 1995). In dieser
Alge finden sich aber neben Astaxanthin auch grol3ere Mengen an Canthaxanthin; letzteres
stellt einen Anteil von etwa 25 % am Ketocarotinoidgehalt (Bar et al. 1995). Hier sind die
Ketocarotinoide ebenfalls in Lipidtrépfchen im Cytosol lokalisiert. Die Schneealgen
Chlamydomonas nivalis und Chloromonas nivalis akkumulieren dagegen ausschlie3lich das
Ketocarotinoid Astaxanthin und schirmen damit den im Zentrum der Zelle lokalisierten
Chloroplasten vor einer hohen UV-Strahlung ab (Remias et al. 2005, 2010).

In der Grinalge Fritschiella tuberosa wurden neben Astaxanthin auch andere
Ketocarotinoide detektiert, u.a. 4-Ketolutein, das auch als Fritschiellaxanthin bezeichnet wird
(Weber 1975, Buchecker et al. 1978). 4-Ketolutein stellt ein Carotinoid des U-Carotinoid-
Zweigs dar und wurde als nattrlich vorkommendes Ketocarotinoid bisher nur in F. tuberosa
nachgewiesen. F.tuberosa akkumuliert etwa 0,3% ihres Trockengewichtes an
Ketocarotinoiden, von denen Fritschiellaxanthin 10 % am Ketocarotinoidgehalt darstellt.
Auch hier bildet Astaxanthin mit mehr als 50 % den Hauptanteil der Ketocarotinoide (Weber
1975). 4-Ketolutein wurde in diesen Untersuchungen nur als freies Pigment beschrieben.
Untersuchungen mit neueren Analysemethoden (HPLC) zeigten aber, dass auch diese Alge

4-Ketoluteinacylester akkumuliert (Kéhler 2008).
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Die Ketocarotinoidsynthesefahigkeit ist nicht auf Griinalgen beschrénkt. So finden sich auch
Ketocarotinoide bei dem Hefepilz Xanthophyllomyces dendrorhous (friher: Phaffia
rhodozyma). Dieser Pilz kann bis zu 0,1 % seines Trockengewichtes an Carotinoiden
einlagern, von denen das Ketocarotinoid Astaxanthin mit einem Anteil von bis zu 90 %
dominiert (Andrewes et al. 1976). Allerdings besitzt das Astaxanthin aus X. dendrorhous die
Konfiguration 3R,3'R, im Gegensatz zu Astaxanthin aus H. pluvialis, das die 3S,3'S

Konfiguration besitzt (Lemoine und Schoefs 2010).

2.2. Die Ketocarotinoidbiosynthese

Bei Grinalgen wie H. pluvialis und M. zofingiensis werden die Ketocarotinoide in
cytosolischen Lipidtropfchen lokalisiert (Griinewald et al. 2001, Bar et al. 1995). Dies
unterscheidet sie von den meisten anderen Priméar- und Sekund&rcarotinoiden, die in den
Chloroplasten bzw. Chromoplasten lokalisiert sind.

Die Einfuhrung der Ketogruppen wird durch das Enzym [3-Carotin-Ketolase (BKT) vermittelt
(Lotan und Hirschberg 1995). Die Identifikation dieser BKT erfolgte mittels heterologer
Expression in carotinogenen E. coli-Zellen. Parallel zeigten Versuche einer japanischen
Arbeitsgruppe um Kajiwara und Kollegen, dass die BKT das ketolierende Enzym in
H. pluvialis darstellt (Kajiwara et al. 1995). Auch postulierten sie, dass das ketolierte Produkt
Canthaxanthin mittels eines weiteren Enzyms, einer Hydroxylase, in einem zweiten Schritt zu
Astaxanthin hydroxyliert wird. Aufgrund nachfolgender heterologer Expressionsstudien
wurde beziglich des Reaktionswegs postuliert, das zunachst eine Ketolierung des 3-Carotin
erfolgt und erst anschlieRend eine Hydroxylierung (Breitenbach et al. 1996, Fraser et al.
1997, 1998).

In H. pluvialis wurde die Existenz von drei Isoformen der BKT nachgewiesen, die zum Teil in
unterschiedlichen Stammen auftreten (Huang et al. 2006b). Diese drei Isoformen kénnen von
unterschiedlichen Umweltfaktoren reguliert werden. So wird z.B. die BKT 1 (erstmals
erwahnt in: Lotan und Hirschberg 1995) deutlich starker durch Starklicht aktiviert als die
Enzyme BKT 2 und 3. Letztere beiden zeigten in den Untersuchungen aber eine hdhere
Basalexpression. Huang und Kollegen (Huang et al. 2006b) vermuteten, dass Regulation
durch verschiedene Umweltfaktoren und zusatzlich die starke Erh6hung des
Expressionslevels der Enzyme die Grundlage bilden, dass die Astaxanthinproduktion in vivo
effektiv erfolgen kann.

Des Weiteren wurde das ketolierende Enzym aus M. zofingiensis untersucht (Huang et al.
2006a). Mittels heterologer Expressionsstudien, bei denen die BKT aus M. zofingiensis in
carotinogenen Bakterien exprimiert wurde, konnte gezeigt werden, dass dieses Enzym
prinzipiell nicht nur R-Carotin, sondern auch die hydroxylierte Form Zeaxanthin ketolieren

kann. Allerdings kann aufgrund dieser Daten nicht auf die native Enzymaktivitat fir die BKT



EINLEITUNG

aus M. zofingiensis riickgeschlossen werden, so dass weiter unklar bleibt, ob in der Alge
groBere Mengen an Astaxanthin Uber die Ketolierung von Zeaxanthin gebildet werden oder
ob dieser Syntheseweg in-vivo nur wenig aktiv ist.

Der Ort der Astaxanthinsynthese in H. pluvialis war lange Zeit unklar (Boussiba 2000). Dann
konnte allerdings gezeigt werden, dass das Cytosol nicht nur der Speicherort, sondern auch
der Bildungsort der Ketocarotinoide ist (Griinewald et al. 2001). Besonderes Interesse fand
dabei die Beobachtung, dass die BKT sowohl im Chloroplasten als auch im Cytosol
lokalisiert ist. Aktivitat wurde allerdings nur im Cytosol nachgewiesen. Dort waren die
Enzyme an den Randern der cytosolischen Lipidtrépfchen lokalisiert (Griinewald et al. 2001).
Mdoglicherweise inserieren sie dort aufgrund mehrerer vorhergesagten Transmembran-
domaénen (Lohr et al. 2005). Griinewald und Mitarbeiter (2001) vermuteten, dass die BKT
spezielle Cofaktoren bendétigt, die dem Enzym dort aufgrund der rdumlichen Nahe zu
Endoplasmatischen Reticulum (ER) und Golgi-Apparat zur Verfigung stehen. Zu dieser
Hypothese passten die weiteren Ergebnisse dieser Autoren, die zeigten, dass 3-Carotin aus
dem Chloroplasten exportiert wird. Es dient somit als unmittelbares Substrat fur die BKT.
Dies demonstrierte, dass keine zur Synthese des R-Carotins benétigten Enzyme aul3erhalb
des Chloroplasten bendtigt werden. Allerdings ist ein hydroxylierendes Enzym fur die
Einfihrung der Hydroxygruppen am Canthaxanthin fur die Synthese des Astaxanthins
essentiell. Die Autoren vermuteten, dass diese Hydroxylase, zusammen mit dem Substrat
und Fettsauren aus dem Chloroplasten geschleust wird, indem oleosom-ahnliche Strukturen
gebildet werden. Als mdégliches Enzym wurde die Hydroxylase CHYB beschrieben (Linden
1999, Sun et al. 2010).

Die Bildung der Ketocarotinoide in Grinalgen erfolgt somit bis zur Synthese des 3-Carotins
identisch zur Synthese der anderen PS-Carotinoide. Erst der Export aus dem Plastiden

erma@glicht die Bildung dieser neuen Pigmentgruppe.
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2.3. Das Gen der BKT in dem Modellorganismus Chlamydomonas reinhardtii

Die einzellige Grunalge Chlamydomonas reinhardtii gehort zur Klasse der Chlorophyceae
und ist ein im Boden und Sufwasser lebender Organismus mit einer Zelllange von ca.
10 um. Sie besitzt einen becherfomigen Chloroplasten (Abb. 1.4), der etwa die Halfte des

Zelllumens der vegetativen Zelle ausfillt (Harris 2009).
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Abbildung |.4) Schematische Darstellung der Griinalge Chlamydomonas reinhardtii (Quelle: Merchant et
al. 2007, verandert).

C. reinhardtii entwickelte sich innerhalb der letzten 50 Jahre zu einem der wichtigsten
Modellorganismen der botanischen Forschung. C. reinhardtii war auch die erste Grinalge,
deren Genom vollstandig sequenziert wurde (Merchant et al. 2007).

C. reinhardtii wird seit vielen Jahrzehnten als Forschungsobjekt vorwiegend in der
Photosyntheseforschung verwendet. Wahrend dieser Untersuchungen wurde der
Pigmentgehalt dieses Organismus im Detail untersucht. Dabei wurden nicht nur vegetative
Zellen sondern auch Gameten intensiv beforscht und lediglich die auch bei Gefa3pflanzen
und anderen Grinalgen bekannten, an der Photosynthese beteiligten Carotinoide Lutein,
3-Carotin, Violaxanthin, Antheraxanthin, Zeaxanthin und Neoxanthin sowie Loroxanthin
detektiert. Die Akkumulation an Sekund&rcarotinoiden, wie z.B. Ketocarotinoiden konnte
nicht beobachtet werden (Czygan 1968, Leon et al. 2007), obwohl diese Alge nah mit dem
ketocarotinoidakkumulierenden Organismus H. pluvialis verwandt ist. Interesse fand lediglich
das Xanthophyll Loroxanthin, ein Luteinderivat, das in einer Reihe von Grinalgen zu finden
ist (Lohr 2009). Aufgrund seiner Prasenz in photosynthetisch aktiven Zellen im
Lichtsammelkomplex (LHC2) und der sehr groRen strukturellen Ahnlichkeit zu Lutein wird es
aber der Gruppe der PS-Carotinoide zugeschrieben (Pineau et al. 2001).

Kirzlich zeigten allerdings Lohr und Mitarbeiter (2005), dass C. reinhardtii ein Gen besitzt,

das den BKT-Genen aus H. pluvialis und M. zofingiensis homolog ist. Basis fur die
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genetischen Untersuchungen von C. reinhardtii waren EST-Sequenzen. Diese wurden von
Sequenzierungen aus cDNA-Banken gewonnen, so dass nur alle aktiven bzw. transkribierten
Gene untersucht wurden. Lohr und Kollegen (2005) spekulierten, dass die BKT in
C. reinhardtii eine andere Funktion erlangt haben kdnnte. Alternativ bestand die Mdglichkeit,
dass die Ketocarotinoidakkumulation auf ein spezielles Zellstadium beschréankt ist, das

bisher noch nicht untersucht wurde.

3. Die orangefarbenen Zygosporen von C. reinhardtii als potentiell
ketocarotinoidakkumulierendes Zellstadium

Einen vielversprechenden Kandidaten fir ein mdgliches ketocarotinoidakkumulierendes
Zellstadium stellten die Zygosporen von C. reinhardtii dar, da ausschliel3lich dieses
Zellstadium eine intensiv orange-rote Farbung aufweist (Cavalier-Smith 1976).

C. reinhardtii vermehrt sich unter giinstigen Umweltbedingungen vegetativ. Dabei zeichnen
sich die haploiden vegetativen Zellen durch ein ovales Aussehen und den Besitz von zwei
Flagellen aus. Diese Zellen kbnnen aber auch in ein immobiles Zellstadium tbergehen, das
Palmellastadium genannt wird. Meist formen sie dann kleine Kolonien aus 4 bis 8 Zellen
(Harris 2009). Unter Nahrstoffmangel wird eine Gametenbildung der vegetativen Zellen
induziert. Gameten besitzen in jedem Fall Flagellen, Gber die die Kontaktaufnahme der
beiden Paarungspartner stattfindet. Bei der Paarung agglutinieren zunéachst mehrere Zellen
der beiden Paarungstypen, woraus dann Paare mit entgegengesetzten Paarungstypen
entstehen. Deren Flagellen umschlingen sich gegenseitig. Entscheidend sind dabei
hydroxyprolinreiche Proteine an der Oberflache der Flagellen, die den ersten Kontakt
steuern. Diese Proteine werden von fur jeden Paarungstyp spezifischen Genen in den
Paarungstyploci der beiden Gameten codiert (Goodenough et al. 1995). Nach Interaktion
dieser beiden Proteine kommt es zur eigentlichen Paarung der beiden Zellen. Dabei wird im
.plus“-Gameten ein mit Actin gefiliter Microvillus ausgebildet, der als ,Fertilization Tubule®
bezeichnet wird. Tritt dieser mit der Paarungsstruktur des ,minus“-Gameten in Kontakt, so
startet die Fusion der beiden Paarungspartner (Goodenough et al. 1995). Essentiell ist dabei
die von den Gameten synthetisierte Substanz Autolysin, die eine Lyse der Zellwand bewirkt
und folglich ein Verschmelzen der beiden Zellen. Dabei entstehen Zellen mit vier Flagellen.
Im Anschluss erfolgt die Verschmelzung der beiden Zellkerne und danach die der beiden
Chloroplasten (Harris 2009). Dabei wird die DNA des Chloroplasten des ,minus“-Gameten
abgebaut (Kubo et al. 2008).

Die diploide Zygote kann die Entwicklung zur Zygospore vollziehen (Abb. 1.5). Letztere stellt

das Dauerstadium dar. Unter gunstigen Umweltbindungen (zu denen u.a. Licht und
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ausreichende Nahrstoffversorgung gehdren) kann die Zygospore durch meiotische Teilung
wieder zu haploiden vegetativen Zellen auskeimen. Dabei werden vier (Tetrade) bis acht
Tochterzellen gebildet (Harris 2009).

Gameten Agglutinierung
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Abbildung 1.5) Schematischer Uberblick tiber den Zellzyklus von C. reinhardtii (Harris 2009, verandert)

Zellfusion

Die Zygosporen der Griinalge C. reinhardtii stellen ein besonders widerstandsfahiges
Zellstadium dar, das das Uberleben der Alge unter ungiinstigen Umweltbedingungen sichert
(Harris 2009). Sie zeichnen sich vor allem durch eine besonders dicke sekundare
Zygotenzellwand aus. Zuséatzlich enthalten sie groRe Mengen an Speicherstoffen wie Stérke.
Des Weiteren detektierte man groRe Mengen an globularen Strukturen, von denen man
vermutete, dass sie Lipidvorkommen darstellten. Die Farbe der Zygoten andert sich im Zuge
einer Alterung von anfangs intensiv griin zu einem kraftigen orange-rot (Cavalier-Smith
1976). Uber die Identitat der farbenden Substanzen in den Zygosporen finden sich in der

Literatur keine Hinweise.
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4. Zielsetzung dieser Forschungsarbeit

Nachdem das BKT-Gen in C. reinhardtii detektiert wurde, war dessen Bedeutung fir den
Organismus allerdings unklar. Denkbar war, dass das Gen weiterhin fiir ein ketocarotinoid-
synthetisierendes Enzym codierte, das allerdings nur in einem bestimmten Zellstadium aktiv
ist und dessen Pigmentzusammensetzung noch nicht untersucht wurde. Alternativ war eine
veranderte Funktion des Proteins in diesem Organismus maoglich (Lohr et al. 2005).

Da reife Zygosporen von C. reinhardtii in friihen Literaturwerken als orange-rot beschrieben
worden waren (Cavalier-Smith 1976), versprachen diese Zellen ein interessantes
Untersuchungsobjekt fur die erste Theorie zu sein. Folglich sollten im Rahmen der
vorliegenden Forschungsarbeit Zygosporen von C. reinhardtii hergestellt und mittels
geeigneter chromatographischer Methoden auf das Vorkommen von Ketocarotinoiden hin
untersucht werden. Mdglicherweise detektierte Ketocarotinoide sollten eindeutig identifiziert
sowie quantifiziert und der zeitliche Verlauf ihrer Bildung untersucht werden. Weiterhin war
von Interesse, inwieweit auch in Zygosporen von C. reinhardtii ein Zusammenhang zwischen

der Bildung von Speicherlipiden und der Akkumulation von Ketocarotinoiden besteht.
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