Neue Aspekte
der Chlorophyll-Biosynthese

Von Univ.-Prof. Dr. Wolthart Riidiger,
Miinchen

Vortrag, gehalten am 25. April 1979

Das Blattgriin (Chlorophyll) ist der Farbstoff,
der dem Menschen in seiner natiirlichen Umwelt
am hiufigsten begegnet. Bekannt ist die Bedeu-
tung des Blatrgriins fiir die Photosynthese, d. h.
die Nutzbarmachung der Sonnenenergie zum Auf-
bau von organischen Kohlenstoff-Verbindungen
aus anorganischem Kohlendioxid der Luft. An der
eigentlichen photochemischen Reaktion ist aber
nur ein verschwindend kleiner Bruchteil des ge-
samten Blattgriins beteiligt: Das Chlorophyll der
Reaktionszentren macht weniger als 1% des ge-
samten Chlorophylls aus. Der iiberwiegende Teil
des Pigments (d. h. praktisch alles war wir se-
hen!) dient nur als ,Antennen- und Lichtsamm-
ler-Pigment“: Die von diesem Pigment-Anteil ab-
sorbierte Lichtenergie wird an die Reaktionszent-
ren weitergeleitet.
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Diese unterschiedlichen Funktionen gehen auf
unterschiedliche Proteine zuriick, an die das Blatt-
griin gebunden ist. Die chemische Struktur des
Pigments selbst ist dagegen invariabel: Das Reak-
tionszentrum enthilt nur Chlorophyll a, die An-
tennen- und Lichtsammler-Komplexe neben Chlo-
rophyll a bei hoheren Pflanzen noch Chlorophyll
b (Strukturen in Abb. 1). Bei einigen Algen ist
Chlorophyll b durch andere Pigmente ersetzt, je-
doch behilt auch dort das Chlorophyll a seine
dominierende Rolle. Da Chlorophyll b sich bio-
genetisch vermutlich von Chlorphyll a ableitet,
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Abb. 1: Chemische Strukturen von Chlorophyllen
links: Protochlorophyllid (freie Carbons#iure)
rechts: die Phytylester Chlorophyll a mit R = Vinyl,
R¢ = CHs bzw. Chlorophyll b mit R = Vinyl,
R¢ = CHO. Die freien Carbonsduren heilen
Chlorophyilid a bzw. b,
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soll hier nur auf die Biosynthese des letzteren ein-
gegangen werden.

Die Biosynthese von Chlorophyll a ist bei den
meisten hoheren Pflanzen lichtabhingig. Im Dun-
keln wird die biogenetische Vorstufe Protochlo-
rophyllid (Struktur in Abb. 1) akkumuliert. Die
Menge dieses Pigments ist aber so gening, dafl die
Pflanzen bleich bzw. aufgrund des Carotinoid-
Gehalts gelb aussehen. Protochlorophyllid wird
durch Licht photochemisch in Chlorophyllid a
umgewandelt, welches dann verestert wird (Abb.
2). Aufgrund der photochemischen Reaktion wer-
den groflere Mengen an Chlorophyll erst im Dau-
erlicht akkumuliert.

Porphyrin-Weg Isoprenoid-Weg

Protocht. id‘ Geranylgeraniol
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Chl. id\é,/—— Phytol

Chlorophylip

Abb. 2: Schema der vermuteten Chlorophyll-Biosyn—
these. Die Fragezeichen stehen fiir die jetzt ni#her
untersuchten Schritte.



Wir haben uns seit einiger Zeit -mit der Ver-
esterungsreaktion beschiftigt, da sie in threm Ab-
lauf noch nicht restlos geklirt worden war (BO-
GORAD 1976). So. nahmen die meisten Autoren
eine durch das Enzym Chlorophyllase katalysierte
Veresterung mit freiem Phytol an (ELLSWORTH
1971, 1972; CHIBA et al. 1967; WELLBURN
1970). Das erscheint merkwiirdig, da die Chloro-
phyllase mit Sicherheit die Hydrolyse von Chloro-
phyll zu Chlorophyllid und Phytol katalysiert;
Abbau und Biosynthese werden in der Zelle nor-
malerweise aber von verschiedenen Enzymen ka-
talysiert. Fiir die Synthese-Reaktion in vitro be-
notigt die Chlorophyllase einen groflen Uberschufl
an freiem Phytol, der aber in ergriinenden Blit-
tern erst noch nachgewiesen werden miiflte. Die
Isoprencid-Biosynthese sollte als erstes .Cz0-Pro-
dukt Geranylgeranylpyrophosphat liefern, das
dann erst durch schrittweise Hydrierung in Phy-
tol iibergehen sollte (Abb. 3; die Stellung der
Doppelbindungen in den Zwischenprodukten ist
zunichst willkiirlich). Diese Hydrierung kénnte
moglicherweise auf der Stufe der Pyrophosphor-
sdure-Ester stattfinden, da kleine Mengen an
Phytylpyrophosphat in Blittern nachgewiesen
wurden (WATTS und KEKWICK 1974), jedoch
sind weder Geranylgeranylpyrophosphat noch
Phytylpyrophosphat Substrate fiir die Chloro-
phyllase (WELLBURN 1970).

Abgesechen von diesen Unklarheiten verdient
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Abb. 3: Chemische Struktur von Phytol und dessen
Vorstufen. Die Stellung der Doppelbindungen war
zundchst willkiirlich, sie wurde erst im Verlauf un-
serer Arbeiten im Sinne der angegebenen Struktu-
ren festgelegt (s. unten),

die Veresterungsreaktion Interesse, da sie 2 ver-
schiedene Stoffwechselwege (den Porphyrin-Weg
und den Isoprenoid-Weg) miteinander verkniipft.
Es erhebt sich daher die Frage, ob und, wenn ja,
wie diese Stoffwechselwege bei der Chlorophyll-
Biosynthese kooperieren.

Wir haben uns zunichst mit der Frage be-
schiftigt, wie der Phytolgehalt sich in Pflanzen,
die im Dunkeln gekeimt waren, wihrend der
nachfolgenden Chlorophyllakkumulation im Licht
indert. Wir fanden in den Dunkelpflanzen kein
freies Phytol, jedoch bereits in den Kornern (Ka-
ryopsen) von Weizen, Hafer und Gerste ver-
estertes Phytol, dessen Menge jedoch bei der Dun-
kelkeimung abnahm (STEFFENS et al. 1976).
Dieses Phytol kdnnte aus dema Abbau von Chlo-
rophyll wihrend des Reifens der Korner stam-
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men, scheint aber mit der Chlorophyll-Biosyn-
these der Keimlinge nichts zu tun zu haben. Wih-
rend der nachfolgenden Chlorophyllakkumulation
im Dauerweifilicht wird auch Phytol akkumuliert,
und zwar signifikant mehr als nach dem Chloro-
phyllgehalt zu erwarten ist (Abb. 4). Auch bei
diesem Phytolitberschuff handelt es sich nicht um
freies, sondern um gebundenes Phytol, das erst
durch alkalische Hydrolyse freigesetzt wird. Nach
dem Wirkungsspektrum ist diese Phytolakkumu-
lation mit der Chlorophyll-Biosynthese eng ge-
koppelt; mit einsetzender Dunkelheit wird nicht
nur die Chlorophyll-, sondern auch die Phytol-
akkumulation eingestellt (STEFFENS et al. 1976).
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Abb. 4: Akkumulation von Chlorophyll und Gesamt-
Phytol in etiolierten Weizenkeimlingen bei Dauer-
belichtung mit WeiBlicht. x--x--x Chlorophyll, o-0-0

Gesamt-Phytol, []-[]- Molverhiltnis Phytol/Chlero-
phyll (nach STEFFENS et al. 1976).
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Der Phytoliiberschuf konnte aus dem Chloro-
phyll-Abbau resultieren, da das Phytol eine lin-
gere Lebensdauer hat als der Chlorophyllid-Rest
(STEFFENS et al. 1976).

Die Ergebnisse weisen auf einen engen Zusam-
menhang zwischen der Photokonversion Proto-
chlorophyllid »— Chlorophyllid und der Phytol-
akkumulation hin, also auf eine Koordination von
Porphyrin- und Isoprenoid-Stoffwechsel. Um die-
se Koordination aufzuheben, haben wir Hemm-
stoffe fiir jeden der beiden Stoffwechselwege an-
gewendet. Livulinsiure, die bekanntlich den Por-
phyrin-Stoffwechsel spezifisch hemmt, fithrt zu
einer streng parallelen Hemmung von Chloro-
phyllid- und Phytol-Biosynthese bzw. -Akku-
mulation (STEFFENS 1975). Da eine direkte Ein-
wirkung von Livulinsiure auf den Isoprenoid-
Stoffwechsel unwahrscheinlich ist, muff man schlie-
fen, dafl Phytol nicht unabhingig von Chloro-
phyllid akkumuliert werden kann. Da keine spe-
zifischen Hemmstoffe fiir die Phytol-Biosynthese
bekannt waren, haben wir solche Stoffe verwen-
det, fiir die eine Hemmwirkung auf die Caro-
tinoid-Biosynthese beschrieben worden war (RU-
DIGER et al. 1976, RUDIGER und BENZ 1979).
Von diesen fiihrte das 3-Amino-1,2,4-triazol zu
einer Hemmung der Phytolakkumulation {iber
das Mafl der Chlorophyllakkumulation hinaus.
Eine Analyse der Pigmentfraktion ergab, dafl das
Chlorophyll z. T. mit Geranylgeraniol und Di-
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hydrogeranylgeraniol, also wvermuteten Phytol-
Vorstufen (s. Abb. 3), verestert war.

Wenn diese Ergebnisse auch die Mdglichkeit auf-
zeigten, dafl das Chlorophyllid zunichst mit Phy-
tol-Vorstufen verestert werden konnte, die dann
erst am Pigment zum Phytol hydriert werden,
so ergab sich doch der Einwand, daf das mdgli-
cherweise nur auf die toxische Wirkung des
Hemmstoffs zuriickzufithren sein kénnte und mit
der eigentlichene Biosynthese nichts zu tun hitte.
Es galt also zu priifen, ob unter physiologischen
Bedingungen auch pigmentgebundene Phytol-Vor-
stufen aufzufinden sind.

Fiir diese Versuche wurden zunichst im Dun-
keln gewachsene Haferkeimlinge verwendet, die
Protochlorophyllid akkumuliert hatten (Abb. 5).
Kleine Mengen (ca. 5% bezogen auf Protochloro-
phyllid) an verestertem Protochlorophyll blieben
bei den nachfolgenden Versuchen unverindert und
wurden daher nicht weiter untersucht. Durch eine
kurze Lichteinwirkung wunde das Protochloro-
phyllid in Chlorophyllid a umgewandelt, die
Keimlinge kamen dann sofort ins Dunkle zuriick.
Die Veresterung des Chlorophyllids setzte sofort
ein, sie war nach ca. 60 Minuten beendet. Die
Gesamtmenge an Chlorophyll + Chlorophyllid
blieb wihrend dieser Zeit konstant, dagegen wur-
de Protochlorophyllid (unverestert!) nach einer
lag-Phase wieder akkumuliert. Der Pigmentgehalt
war bei diesen Versuchen 100—1000mal niedri-
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Abb. 5: Akkumulation von Chlorophyllen in etiolier-

ten Haferbldttern nach 1 Min. Belichtung mit WeiB3-
licht. Chl + Chlid = Gesamt-Pigment mit dem
Spektrum von Chlorophyll a, Chl = (verestertes)
Chlorophyll a, die Differenz ist jeweils (unverester-
tes) Chlorophyllid a.
Entsprechend bedeutet Protochl. + Proto = Ge-
samt-Pigment mit dem Spektrum von Protochloro-
phyll, Protochl. = (verestertes) Protochlorophyll.
Das veresterte Chlorophyll enthédlt unter diesen Be-
dingungen 4 Alkohole (Strukturen in Abb. 2) (nach
SCHOCH et al. 1977).

ger als bei der Pigmentakkumulation im Dauer-
licht (vgl. Abb. 4), daher waren empfindliche ana-
lytische Nachweisverfahren erforderlich. Zur Prii-
fung auf die im Chlorophyll enthaltenen Alkoho-
le wurde die Pigmentfraktion zunichst verseift,
die Alkohole wurden gaschromatographisch nach-
gewiesen (SCHOCH et al. 1977). Spiter wurde



die Hochdruckfliissig-Chromatographie zur direk-
ten Auftrennung der Chlorophyll-Fraktion ver-
wendet (SCHOCH et al. 1978, SCHOCH 1978).
Ubereinstimmend ergab sich, dafl wihrend der
Veresterungsphase 4 Alkohole im Chlorophyll
nachzuweisen sind, die massenspektrometrisch als
Geranylgeraniol, Dihydrogeranylgerianol, Tetra-
hydrogeranylgeraniol und Phytol identifiziert
wurden. Die Lage der Doppelbindungen konnte
an einem Beispiel eindeutig festgelegt werden
(SCHOCH und SCHAFER 1978).

Wihrend der Versuchsdauer fand offensichtlich
eine Hydrierung der Alkchole am Pigment statt:
Wihrend die ersten 3 Alkohole sich nur zwischen-
zeitlich anhiuften, wurde Phytol kontinuierlich
akkumuliert. Nach 2 Stunden enthielt das Chlo-
rophyll praktisch nur noch Phytol. Genaue kine-
tische Untersuchungen bei Hafer- und bei Boh-
nenkeimlingen (SCHOCH et al. 1977, SCHOCH
1978) machten eine Hydrierung von Geranyl-
geraniol, gebunden an Chlorophyllid, iiber die
Zwischenstufen bis zum Phytol wahrscheinlich
(Abb. 6).

Interessant erscheint uns, dafl man die Hydrie-
rung offensichtlich von der Veresterung trennen
kann: Keimlinge, die wihrend der Dunkelperiode
anaerob gehalten wurden, zeigen zwar eine unver-
inderte Veresterungskinetik, jedoch akkumulieren
Sie Geranylgeraniol-haltiges Chlorophyll (HEH-
LEIN 1979). Erst nach lingerer Zeit unter aero-
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Abb. 8: Schema der Chlorophyll-Biosynthese (nach
SCHOCH et al. 1977). Die Vorstufe Geranylgeranyl-
pyrophosphat ergab sich aus Versuchen in vitro
(s. unten).

ben Bedingungen geht dieses in Phytol-haltiges
Chlorophyll iiber.

Mit diesen Versuchen ist nachgewiesen worden,
dafl — zumindest bei Beginn des Ergriinens nach
einer Dunkelphase — Geranylgeraniol der erste
im Chlorophyll nachzuweisende Alkohol ist. Es
erhob sich nun die Frage, ob der freie Alkohol
oder ein Derivat (z. B. der Pyrophosphor-Ester)
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als Substrat fiir das veresternde Enzym dient.
Fiir die Untersuchung einer solchen Substratab-
hingigkeit diente uns ein in-vitro-System, wel-
ches im Prinzip den obigen in-vivo-Experimen-
ten entsprach: Es enthielt Etioplasten, die entwe-
der kurz vor dem Zellaufschluf ( also noch in
vivo) oder erst danach (also in vitro) Lichtblitze
erhielten, damit das Protochlorophyllid in Chlo-
rophyllid a umgewandelt wurde. Die Etioplasten
wurden dann durch einen osmotischen Schock
lysiert, damit keine Permeabilititsgrenzen fiir
losliche Substrate mehr existierten. Endogene 16s-
liche Substrate wurden dabei weitestgehend her-
ausgelést und mufiten durch exogene Substrate
ersetzt werden. Erste Vorversuche bei Mais (RU-
DIGER et al. 1977) wurden bei Hafer bestitigt
und erweitert (BENZ 1979). Es zeigte sich, dafl
freies Geranylgeraniol oder der Monophosphor-
siure-Ester nicht zur Veresterung herangezogen
werden, wohl aber der Pyrophosphorsiure-Ester
(Tab. 1). Das System enthilt aber Kinasen, die
den freien Alkohol und das Monophosphat mit
ATP zum Pyrophosphat umsetzen: In Gegenwart’
von ATP werden alle diese Substrate zur Ver-
esterung von Chlorophyllid akzeptiert. Das ver-
esternde Enzym ist von Chlorophyllase verschie-
den, da diese keine Pyrophosphate akzeptiert
(WELLBURN 1970). Ferner sind die Reaktions-
bedingungen verschieden: Chlorophyllase beno-
tigt fiir die enzymatische Aktivitit eine hohe
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angebotenes Substrat 26 8E6=t
Geranylgeraniol 18 10
Geranylgeranylmonophosphat 36 18
Geranylgeranylpyrophosphat 83 99
Geranylgeraniol + ATP 80 101
Geranylgeranylmonophosphat + ATP 178 102
Geranylgeranylpyrophosphat + ATP 84 99

Tab. 1: Spezifitit des veresternden Enzym-Systems
aus Hafer-Etioplasten. Etioplasten-Fraktionen wer-
den kurz belichtet, das durch Photokonversion ge-.
bildete Chlorophyllid a wird durch zugesetztes Sub-
strat in einer nachfolgenden Dunkelperiode von 1h
verestert( nach BENZ 1979).

Konzentration an organischen Losungsmitteln (z.
B. Aceton oder Methanol) oder an Detergentien,
wihrend das hier untersuchte veresternde Enzym
seine optimale Wirksamkeit in wiflrigen, gepuf-
ferten Systemen entfaltet.

Die Spezifitit beschrinkt sich nicht nur auf
Pyrophosphorsiure-Ester, sondern auch auf. das
zweite Substrat: Wihrend Chlorophyllid ver-
estert wird, reagiert Protochlorophyllid (auch im’
Gemisch mit ersteren) nicht oder nur extrem
langsam (RUDIGER und GUTHOFF, unverdf-
fentlicht). Diese Spezifitit konnte die oben er-
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wihnte lichtregulierte Koordination von Porphy-
rin- und Isoprenoid-Akkumulation auf einfache
Weise erkliren: Phytol wird nur in der Ester-
Form des Pigments gebildet, der Ester bildet sich
aber erst nach der Photoumwandlung von Pro-
tochlorophyllid zu Chlorophyllid.

Dagegen ist die Spezifitit fiir den verwendeten
Alkohol nicht so grofi: Neben dem Pyropho-
sphorsiure-Ester von Geranylgeraniol wird auch
der von Phytol, ja sogar — allerdings wesentlich
schlechter — der von Farnesol vom Enzym ak-
zeptiert (BENZ 1979). Damit wurde zum ersten
Mal Farnesol-haltiges Chlorophyll mit Hilfe eines
Enzyms aus hoheren Pflanzen dargestellt. Dieses
Chlorophyll kommt bei héheren Pflanzen in vivo
aber nicht vor. Das bedeutet, dafl Farnesylpyro-
phosphat, das als Vorstufe von Sterolen eine wich-
tige Rolle im Stoffwechsel spielt, in vivo offen-
sichtlich nicht mit Chlorophyllid und dem ver-
esternden Enzym in Berithrung kommt, sondern
durch Kompartimentierung davon getrennt bleibt.
Neben Geranylgeraniolpyrophosphat kommt nach
diesen Versuchen auch Phytylpyrophosphat als
Substrat fiir die Veresterung von Chlorophyllid
in vivo in Frage. Welches der Substrate unter
welchen Versuchsbedingungen wirklich herangezo-
gen wird, kann erst entschieden werden, wenn
die endogenen pool-Gréflen dieser Substrate und
thre Anderungen wihrend der Veresterung ge-
nau bestimmt worden sind. ’
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Die hier zitierten Arbeiten des Autors wurden
von der Déutschen Forschungsgemeinschaft, Bonn-
Bad Godesberg, unterstiitzt.
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