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ZUSAMMENFASSUNG

Bei Phytoplankton - wie allgemein bei Pflanzen - wird vermutet, daf} die Photo-
reaktivierung und UV-absorbierende Substanzen wichtige Rollen im UV-Schutz
spielen. Bei der Photoreaktivierung handelt es sich um einen enzymatischen
DNA-ReparaturprozeB, bei dem die Energie von Photonen im UVA/Blaubereich
(360-460 nm) genutzt wird, um spezifisch die durch UVB-Strahlung (280-
320 nm) gebildeten Cyclobutyl-Pyrimidindimere (CPD) wieder zu spalten. Da-
gegen wird den in marinen Organismen weit verbreiteten Mykosporin-dhnlichen
Aminosduren (MAAs) aufgrund ihrer Absorption im UV-Bereich eine schiit-
zende Wirkung zugeschrieben. Uber die Wirksamkeit und Kapazitit dieser
Schutzmechanismen sowie die Anpassungsfihigkeit der Organismen an ein sich
dnderndes Strahlungsklima war bisher bei Phytoplankton nur wenig bekannt. In
der vorliegenden Arbeit wurde in Experimenten mit kiinstlicher Bestrahlung die
Dimerbildung und Photoreaktivierung sowie die Bildung und Schutzwirkung der
MAAs in Abhéngigkeit von der spektralen Zusammensetzung, Starke und Dauer
der Strahlung bei bedeutenden antarktischen Diatomeen und der kolonialen Form
der Prymnesiophyte Phaeocystis antarctica untersucht. Ein Teil der Untersu-
chungen wurde auch unter anndhernd natiirlichen Strahlungsbedingungen (Son-
nenscheinsimulator) mit und ohne erhéhtem UVB-Anteil durchgefiihrt.

UVB-Bestrahlung aus den eingesetzten kiinstlichen Quelien fiihrte sowohl bei
Diatomeen als auch Phaeocystis antarctica zur Bildung von Dimeren in der
DNA und zur Verringerung der Uberlebensrate, wenn Photoreaktivierung ausge-
schlossen wurde. Die Dimerbildung nahm annihernd linear mit der UVB-Be-
strahlungsstdrke zu. Sowohl auf molekularer als auch auf zelluldrer Ebene wurde
Reziprozitit zwischen Dauer und Stirke der Bestrahlung nachgewiesen. Daraus
wurde gefolgert, daB die Schidigung auch unter natiirlichen Strahlungsbedingun-
gen proportional zur eingestrahlten UVB-Quantenzahl ist.

Durch eine sich der schiddigenden UVB-Bestrahlung anschliefende UVA-
Blau-Bestrahlung wurden die Dimere schnell und effektiv wieder repariert und
die Uberlebensrate der Zellen nahm zu. Die Photoreaktivierung wies weder auf
molekularer noch auf zelluldrer Ebene eine Dosisabhingigkeit auf. Oberhalb von
0,3 W m” war sowohl die Dimerspaltung als auch die Erholung der Zellen allein
von der Dauer der photoreaktivierenden UVA-Bestrahlung abhingig. Eine Zu-
nahme der Bestrahlungsstirke fiihrte in diesem Bereich zu keiner hoheren Repa-
raturrate. Daraus wurde geschlossen, daf} erst unterhalb eines Schwellenwertes



2 ZUSAMMENFASSUNG

(im Versuch 15 pmol Photonen m™s™) die Verfiigbarkeit der fiir die Dimerspal-
tung notwendigen UVA-Quanten limitierend fiir die Photoreaktivierung ist.

Erstmalig konnte nachgewiesen werden, daB die Photoreaktivierung abhéngig
von der spektralen Zusammensetzung des Strahlungsfeldes ist, an das die Kultu-
ren vor der schidigenden UVB-Bestrahlung akklimatisiert waren. Nur nach
einer Vorbestrahlung mit Blau, Blau+UVA oder BlautUVA+UVB wiesen die
Kulturen eine hohe Dimerreparatur sowie starke Erholung auf. Daraus wurde
geschlossen, daB eine Anpassung der Phytoplanktonorganismen an hdhere
Strahlungsstdrken stattfindet, und die Neubildung oder Aktivierung des photore-
aktivierenden Enzyms (Photolyase) durch Photonen des Blau/UV-Bereiches in-
duziert wird. Obwohl bei htheren UVB-Bestrahlungsstirken die Reparaturrate
zunahm, reichte diese nicht aus, um die durch diesen Strahlungsbereich verur-
sachte stirkere Schidigung zu kompensieren. Dieser Befund wurde auch durch
die Ergebnisse der Experimente unter anndhernd natiirlichen Strahlungsbedin-
gungen bestétigt.

Die Resultate der Untersuchungen zur MAA-Bildung zeigen, dafl bei antarkti-
schen Diatomeen die in vivo-Absorption zwischen 330 und 335 nm
hauptsdchlich auf die Existenz von MAAs (Porphyra-334, Mykosporin-Glycin
und Shinorin) zuriickgeht. Kolonien von Phaeocystis wiesen im Vergleich zu
den Diatomeen eine 3-10fach hohere UV-Absorption mit einem Maximum bei
315-320 nm auf. Eine genaue Identifizierung der MAAs fand bei Phaeocystis
nicht statt. Die aus den in vivo-Absorptionen berechneten Abschirmungsfaktoren
(S) waren abhingig von der GroBe der Zellen und lagen fiir Diatomeen im
Bereich der maximalen Absorption zwischen 0,03 (Valvenradius <3 um) und 0,5
(Valvenradius >10 um). Im kurzwelligen UVB-Bereich zwischen 310 und
320 nm wiesen selbst grofle Diatomeen nur geringe S-Faktoren von <0,1 auf.
Experimentell wurde bestitigt, daB eine Zunahme des MAA-Gehaltes bei
Diatomeen zu keiner Abnahme der UVB-Schidigung (Dimerbildung und
Uberlebensrate) fiihrt.

Im Vergleich zu den Diatomeen lagen die S-Faktoren flir Phaeocystis-Kolo-
nien sowohl im UVB- als auch im UVA-Bereich deutlich héher und zeigten
Werte bis zu 0,4 bzw. 0,7. Dabei ergaben Berechnungen, dal} sich der grofBite
Anteil der MAAS nicht innerhalb der kleinen Koloniezellen, sondern in der Ko-
loniehtille befinden muB. Auch experimentell wurde bei Phaeocystis eine UVB-
Schutzwirkung der MAAs bestitigt (geringere Dimerbildung).

Sowohl Diatomeen als auch Phaeocystis-Kolonien wiesen mit zunehmendem
MAA-Gehalt eine geringere Photoinhibition der Photosynthese auf. Die wellen-
lingenabhingige Abnahme der Photoinhibition tiberlappte mit dem Absorptions-
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spektrum der MAAs. Die hauptsichliche Schutzwirkung liegt somit im kurzwel-
ligen UVA-Bereich, dem Wellenldngenbereich, der unter natiirlichen Strahlungs-
bedingungen die groBte Inhibition der Photosynthese verursacht. Die Versuche
unter annihernd natiirlichen Strahlungsbedingungen bestatigen, dal eine hdhere
UVB-Bestrahlung zu einer Zunahme der Photoinhibition fithrt und eine
Zunahme des MAA-Gehaltes die schidigende Wirkung der UVA und UVB-
Strahlung - wenn auch nur geringfiigig - reduziert.

Der zellulire MAA-Gehalt nahm annihernd linear mit dem eingestrahlten
Photonenfluf zu. Sowohl bei Diatomeen als auch Phaeocystis-Kolonien kam es
durch Blau/UV-Strahlung zu einer deutlichen Induktion der MAA-Bildung. Die
Wirkungskurven fiir die MAA-Bildung zeigen, daff bei Diatomeen Strahlung im
Bereich zwischen 370 und 470 nm am wirksamsten ist und UVB-Strahlung nur
eine geringe Wirkung hat. Bei Phaeocystis liegt das Maximum dagegen bei
350 nm und auch kurzwellige UVB-Strahlung zeigt noch einen deutlichen
Effekt. Daraus ist zu schlieBen, daB Phaeocystis-Kolonien sich bezliglich der
MAA-Bildung auch an eine hohere UVB-Bestrahlungsstdrke anpassen konnen.
Fiir die MAA-Bildung war Dauerbestrahlung von mindestens 10-24 h
notwendig; im Dunkeln kam es zu keinem Abbau der MAAs.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daf Photoreaktivierung und
MAA-Bildung wichtige Mechanismen sind, die bei antarktischen Phytoplankto-
norganismen zu einem Schutz vor Schiddigungen durch kurzwellige UVA- und
UVB-Strahlung beitragen. Die Bildung von MAAs fuhrt allerdings nur bei
groBeren Diatomeen zu einer Reduktion der Schiddigung durch UVA-Strahlung;
nur bei Phaeocystis-Kolonien konnte auch eine Schutzwirkung im UVB-Bereich
nachgewiesen werden. Die Photoreaktivierung stellt dagegen sowohl fiir Diato-
meen als auch Phaeocystis einen leistungsfihigen und schnellen Reparaturprozefd
dar, durch den die durch UVB-Bestrahlung gebildeten Dimere in der DNA ef-
fektiv wieder repariert werden. Sowohl MAA-Bildung als auch Photoreaktivie-
rung sind durch UVA/Blau-Strahlung induzierbar. Die untersuchten Phytoplank-
tonorganismen konnen sich somit an héhere Bestrahlungsstirken, wie sie in der
Natur im tdglichen und jahreszeitlichen Wechsel vorkommen, akklimatisieren
Eine Anpassung an eine alleinige Erhdhung des UVB-Anteils, wie sie durch eine
Reduktion der stratosphérischen Ozonkonzentration tiber der Antarktis hervorge-
rufen wird, erfolgt dagegen nicht.



SUMMARY

It is a wide-spread assumption that in phytoplankton - as generally in plants -
photoreactivation and UV-absorbing substances are important for the protection
against UV radiation. Photoreactivation is an enzymatic DNA repair mechanism,
where the energy of photons in the UVA/Blue range (360-460 nm) is used for the
decomposition of cyclobutyl pyrimidine dimers (CPD) which are produced by
UVB radiation (280-320 nm). On the other hand, mycosporine-like amino acids
(MAASs) are attributed a protective function because they absorb photons in the
UV range. As for phytoplankton, little was known about the efficiency and capa-
city of these protective mechanisms and about the ability of these organisms to
adapt to a changing radiation climate. In this work, experiments with artificial
radiation have been carried out with important antarctic diatoms as well as with
colonies of Phaeocystis antarctica. The production of dimers, photoreactivation
and the dependence of formation and protective function of MAAs on spectral
distribution, intensity and duration of the radiation were studied. Part of the ex-
periments have also been performed under approximately natural radiation con-
ditions (sunshine simulator) with and without increased amounts of UVB radia-
tion.

For diatoms as well as for colonies of Phaeocystis antarctica UVB radiation
from artificial sources lead to the formation of dimers in the DNA and a decrease
in the survival rate if photoreactivation is suppressed. The formation rate of di-
mers is approximately proportional to the UVB irradiance. On the molecular as
well as on the cellular level reciprocity between duration and intensity of the ra-
diation could be established. This leads to the conclusion that also under natural
conditions the radiation damage is proportional to the UVB dose, i.e. the amount
of absorbed UVB photons.

If UVA/Blue radiation is applied subsequent to the damaging UVB, the di-
mers are repaired rapidly and efficiently and the survival rate of the cells is in-
creased. This photoreactivation does not depend on the dose of UVA radiation,
nor on the cellular scale or molecular level. Above the UVA irradiance of
0.3 Wm™ the removal of dimers as well as the recovery of the cells exclu-
sively depend onthe dur a ti o n of the reactivating UVA radiation. An increase
in irradiance does not lead to an increase of the repair rate. This leads to the con-
clusion that the availability of the UVA photons needed for dimer decomposition
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is a limiting factor for photoreactivation only below a certain threshold value (15
umol photons m™ 5™, in this investigation).

It could be shown for the first time that photoreactivation depends on the
spectral distribution of the radiation the cultures were acclimatizedtobe fore
they were irradiated with UVB. The cultures only exhibit a high repair rate and
recovery if they are irradiated with Blue, Blue+tUVA or Blue+UVA+UVB prior
to UVB. It can be concluded that phytoplankton organisms adapt to a higher irra-
diance and that the formation or activation of the photoreactivating enzyme
(photolyase) is induced by photons in the Blue/UV range. Although the repair
rate increases at higher UVB irradiance, this increase is not sufficient to cofnpen-
sate for the higher damage induced by radiation in this range. This has been con-
firmed by the experiments catried out under approximately natural irradiation
conditions.

The investigation with MAAs show that in antarctic diatoms, the absorption
between 330 nm and 335 nm is mainly caused by MAAs (Porphyra-334, Myco-
sporine, Glycine, Shinorine). Compared to diatoms, colonies of Phaeocystis
show an UV-absorption which is higher by a factor of 3-10 (maximum between
315 nm and 320 nm). In this case, the MAASs could not be accurately specified.
The sunscreen factors (S) calculated from the in vivo absorption depend on the
cell size. For diatoms, in the range of maximum absorption, S is between 0.03
(valve radius <3 um) and 0.5 (valve radius >10 pm). In the high frequency UVB
range between 310 nm and 320 nm even large diatoms only have low S factors
<0.1. It has been confirmed experimentally that in diatoms, an increase of the
MAA content does not lead to less UVB damage (measured as dimer production
and survival rate).

For Phaeocystis colonies the S values are generally higher with values up to
0.4 (UVB) and 0.7 (UVA). Calculations show that the largest proportion of
MAAS resides in the colony envelope and not inside the cells. It has been expe-
rimentally confirmed that in Phaeocystis MAAs also exhibit a protective effect
against UVB radiation. In both diatoms and Phaeocystis colonies photoinhibition
of photosynthesis decreases with increasing MAA content. The photoinhibition
has a frequency dependency similar to the absorption of the MAAs. Conse-
quently, the MAAs exhibit their maximum protective effect in the frequency
range where under natural conditions the inhibition of photosynthesis is most
important. The experiments under approximately natural irradiation conditions
confirm an increase of photoinhibition at higher UVB irradiation levels and a
slight reduction of the harmful effect of UVA and UVB irradiation because of
higher MAA content.
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The cellular MAA content is approximately proportional to the irradiance. In
diatoms as well as in Phaeocystis colonies Blue/UV radiation clearly induces the
formation of MAAs. The action spectra for MAA formation show that for dia-
toms, the radiation is most effective in the range between 370 nm and 470 nm
and only slightly effective in the UVB range. For Phaeocystis, however, the ma-
ximum lies in the vicinity of 350 nm and higher energetic UVB radiation has a
pronounced effect. This indicates that, with regard to MAA formation, Phaeo-
cystis colonies are able to adapt to a higher UVB irradiation. The cultures had to
be irradiated for at least 10-24 hours to produce significant amounts of MAAs,
which did not decompose in the dark.

In summary, it can be concluded that photoreactivation and MAA formation
are mechanisms crucial for protection against UVA- and UVB irradiation da-
mage in antarctic phytoplankton organisms. While in Phaeocystis colonies MAA
formation reduces the radiation damage in both UV ranges, this is only true for
larger diatoms in the UV A range. On the other hand, for both species photoreac-
tivation is an efficient and fast process which effectively repairs the UVB in-
duced dimers in the DNA. Both MAA formation and photoreactivation can be
induced by UVA/Blue radiation. Thus the phytoplankton organisms under in-
vestigation can acclimatize to higher irradiance which occur in nature in diurnal
and seasonal turns. However, they do not adapt to an exclusive increase in UV,
as is caused by a decrease of the stratospheric ozone concentration over the

Antarctic.



1 EINLEITUNG

1.1 Motivation

Seit einigen Jahren wird tiber den Polargebieten eine fortschreitende regio-
nale und saisonale Reduktion des Ozongehaltes in der Stratosphére beob-
achtet (Farman et al. 1985, Jones & Shanklin 1995), deren Ursache haupt-
sdchlich auf die Freisetzung der als Treibgase und KiihImittel verwendeten
Fluor-Chlor-Kohlenwasserstoffe (FCKW) zurlickgefiihrt wird (Molina &
Rowland 1974, Hough & Derwent 1990). Als Folge dieser Reduktion er-
hoht sich die Intensitét der auf die Erdoberfldche auftreffenden ultraviolet-
ten B-Strahlung (UVB-Strahlung) (Lubin et al. 1989, Madronich 1994).

10/14/97 12/14/97

o 7]
350 420 450

120 130 180 21Q 240 270 3CC 330 38C

T 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450

Abb. 1.1: Stratospharische Ozonschichtdicke iiber der stidlichen Hemisphére (gemes-
sen in Dobson Units; DU=matm*cm) wihrend (A) und am Ende (B) der Bildung des
jahrlichen Ozonlochs (Quelle: Climate Prediction Center, USA).

Bereits in den 70er Jahren wurde wihrend des antarktischen Friihlings
(Oktober) eine Reduktion des Ozongehaltes iiber der Antarktis gemessen.
Mittlerweile hat sich der Zeitraum von Mitte September bis Anfang De-
zember ausgeweitet. Wihrend dieser Zeit verringert sich der Ozongehalt
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um bis zu 60% (Jones & Shanklin 1995) (Abb. 1.1). Zum Zeitpunkt der
maximalen Ausdehnung umfafit dieses sogenannte "Ozonloch" eine Fldche
von 25 Millionen Quadratkilometern. Es reicht somit bis iiber die &duflere
Grenze des Siidpolarmeers, das als geschlossener Glirtel den antarktischen
Kontinent umgibt und nach Norden hin durch die Polarfront - bei 50° bis
55¢ stidlicher Breite - begrenzt wird.

Der Ozonmantel der Erde schiitzt die Biosphére weitgehend vor schidli-
cher UV-Strahlung. Dieser Schutz beruht darauf, dal Ozon die solare ex-
traterrestrische UVC-Strahlung (<280 nm) vollstdndig und UVB-Strahlung
(280-320 nm) teilweise absorbiert. UVA-Strahlung (320-400 nm) und
photosynthetisch wirksame Strahlung ("photosynthetic active radiation”
PAR; 400-700 nm) werden dagegen nur geringfligig absorbiert. Eine Re-
duktion des Ozongehaltes flihrt deshalb zu einer selektiven Erhdhung der
kurzwelliger UVB-Strahlung und einer Zunahme des Verhiltnisses von
Quvs zu Quyva und Quys zu Qpag' (Smith et al. 1992) (Abb. 1.2).
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Die Erkenntnis der fortschreitenden Reduktion der stratosphérischen
Ozonkonzentration fiihrte in den letzten Jahren zu einer intensiven Diskus-
sion iiber die Wirkung von UV-Strahlung auf aquatische Okosysteme.
Hierbei sind die Effekte auf das Phytoplankton von grofler Bedeutung, weil
diese Organismen als Primédrproduzenten am Anfang der Nahrungskette
stehen und fiir die Aufnahme grofler Mengen Kohlendioxid aus der

1 Q bezeichnet den GesamtstrahlungsfluB in einem bestimmten Wellenldngenbereich
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Atmosphire verantwortlich sind (Jaques 1983, El-Sayed & Fryxell 1993).
Erste in situ-Studien wihrend der Reduktionsphase des Ozongehaltes liber
der Antarktis deuten darauf hin, daf} durch die hohere UVB-Exposition die
Primérproduktion in der oberen Wasserschicht (10-20 m) um 6 bis 12%
zurlickgeht und dadurch auch die Artenzusammensetzung des
Phytoplanktons beeinfluft wird (Smith et al. 1992). Jedoch konnen trotz
weiterer Untersuchungen in den letzten Jahren (Zusammenfassungen in:
Vincent & Roy 1993, Holm-Hansen et al. 1993, Weiler & Penhale 1994,
Héader 1997), bisher keine verldflichen Aussagen tber die Auswirkungen
einer erhshten UVB-Exposition gemacht werden, weil viele der dazu be-
notigten Informationen iiber die Art und Quantitét der Schddigungen sowie
der Wirksamkeit und Kapazitit von Schutz- und Reparaturmechanismen
fehlen. Bei Phytoplankton - wie allgemein bei Pflanzen - wird vermutet,
dafl UV-absorbierende Substanzen und die lichtabhidngige DNA-Reparatur
(Photoreaktivierung) die wichtigsten Rollen im UV-Schutz spielen (z.B.
Holm-Hansen et al. 1993, Karentz et al. 1991a, Karentz et al. 1991b, Ka-
rentz 1994). Inwieweit durch diese tatséchlich eine Zunahme der Schadi-
gung durch UVB-Strahlung kompensiert werden kann, konnte bisher nicht
geklart werden.

Nachdem das Augenmerk nach Beginn der jahrlich auftretenden Ozon-
reduktion hauptsdchlich auf die Wirkung einer erhéhten UVB-Strahlung
gerichtet war, nimmt mittlerweile das Interesse zu, sich grundlegender mit
den Wirkungen von UVB- und UVA-Strahlung auf Organismen zu be-
schéftigen. Dabei werden vor allem Fragen nach den Wechselwirkungen
von PAR, UVA- und UVB-Strahlung bei Schéddigung, Schutz und Akkli-
mation gestellt (z.B. Neale et al. 1998a).

Vor dem skizzierten Hindergrund ist der Untersuchungsansatz der vor-
liegenden Arbeit als Beitrag zum besseren Verstdndnis der Wirkung von
UV-Strahlung auf Phytoplankton entstanden. Sie beinhaltet Untersu-
chungsbefunde tiber UV-absorbierende Mykosporin-ghnliche Aminoséuren
(MAAs) und die Photoreaktivierung bei antarktischen Diatomeen (Kie-
selalgen) sowie der zur Klasse der Prymnesiophyceae gehorenden Gattung
Phaeocystis. Beide Gruppen gehdren zu den bedeutendsten Vertretern des
Phytoplanktons im Stidpolarmeer und tragen hauptséchlich zur im Friihjahr
entstehenden Planktonbliite bei (Scharek 1991, Scharek et al. 1993). So-
wohl bei der Photoreaktivierung als auch bei den MAAs stehen Untersu-
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chungen liber die Abhdngigkeit ihrer Bildung und Schutzwirkung von der
spektralen Zusammensetzung, Stirke und Dauer der Bestrahlung im Vor-
dergrund und somit die Frage nach der Balance zwischen Schidigung,
Schutz und Reparatur sowie der Anpassungsfdhigkeit der Organismen an
sich dndernde Strahlungsbedingungen. Ein Teil der Untersuchungen wurde
auch unter anndhernd natiirlichen Strahlungsbedingungen mit normalem
und erhohtem UVB-Anteil durchgefiihrt (Sonnenscheinsimulator, s. Kap.
3.2).

Im folgenden werden verschiedene, fiir das Verstdndnis der Fragestel-
lung wichtige Themen dargestellt. Dabei wird zuerst auf das Strahlungs-
klima eingegangen, dem die Phytoplanktonorganismen im Siidpolarmeer
sowohl bei normalen Strahlungsbedingungen als auch bei erhéhter UVB-
Strahlung zur Zeit der Ozonreduktion ausgesetzt sind. In den folgenden
Abschnitten werden die Grundlagen und der bisherige Kenntnisstand iiber
die Schéddigung der Organismen durch UV-Strahlung sowie deren
Schutzmechanismen zusammengefafit. Danach folgt im zweiten Kapitel die
sich aus den offenen Fragen ergebende Zielsetzung dieser Arbeit.

1.2 Das Strahlungsklima im Siidpolarmeer

Phytoplanktonorganismen sind auch in den polaren Gebieten sowohl lang-
fristig als auch kurzfristig stark wechselnden Strahlungsbedingungen mit
unterschiedlichen Intensititen und spektraler Zusammensetzung ausgesetzt
(Kirk 1994). Ursachen hierfiir sind u.a. die saisonal schwankenden
Tagesldngen und Einstrahlungswinkel, die ebenfalls an die Jahreszeiten
gekoppelte Ausdehnung des Meereises sowie die vertikale Durchmischung
der oberen Wasserschichten im offenen Ozean.

Im antarktischen Winter trifft in den polaren Regionen aufgrund des ge-
ringen Einstrahlungswinkels nur eine geringe Strahlungsstdrke auf die
Wasseroberfldche auf. Zudem ist bis zum antarktischen Friihling (August
bis Dezember) etwa die Hilfte des Sitidpolarmeers mit Eis und Schnee
Uiberzogen (Zwally et al. 1983). Die zu dieser Jahreszeit hauptsédchlich im
Eis oder in der darunter liegenden Wasserschicht lebenden Organismen
sind somit nur geringen Bestrahlungsstidrken ausgesetzt, die je nach
Eistiefe und Schneebedeckung z.T. weniger als 5 pmol Photonen m™ s
betragen kénnen (Buckley & Trodahl 1987).
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Erst im antarktischen Sommer (Dezember und Januar), wenn Dauer und
Stérke der Strahlung und damit die Temperatur zunehmen, beginnt das Eis
zu schmelzen. Dabei kommt es aufgrund des unterschiedlichen Salzgehal-
tes von Meerwasser und geschmolzenem Eis zur Stabilisierung und Ab-
flachung der durchmischten Deckschicht bis auf wenige Meter. In diesen
lichtdurchfluteten Oberflichenschichten, in denen eine Bestrahlungsstérke
von bis zu 2000 pmol Photonen m?s! gemessen wurde, entwickeln sich
Phytoplankonbliiten mit z.T. hohen Biomassen (Garrison et al. 1987, Sulli-
van et al. 1988). Dabei dienen die aus dem Eis freigesetzten Algen als
Inoculum fir die entstehenden Bliiten (Smetacek et al. 1992, Scharek et al.
1993). Diese sogenannten Eiskantenbliiten, die mit dem Eisrand nach Si-
den wandern, tragen einen grofien Teil zur jdhrlichen Algen-Primérpro-
duktion im Stidpolarmeer und somit zur Kohlenstoffixierung bei (Smith &
Nelson 1990, Scharek 1991).

Im spiten Sommer und im Herbst, wenn es durch die starken Stiirme
wieder zu einer tiefen Durchmischung der oberen Wasserschicht kommt,
erfahren die mit den zirkulierenden Wassermassen auf- und abwiérts trans-
portierten Organismen einen kurzzeitigen und starken Wechsel von Hell-
und Dunkelperioden, der von der Durchmischungstiefe und -geschwindig-
keit abhdngt (El-Sayed & Fryxell 1993). Dabei kommt es aufgrund von
Streuungs- und Absorptionsvorgédngen mit zunehmender Tiefe zu einer
starken Abnahme der Bestrahlungsstirke sowie zur Anderung der spek-
tralen Zusammensetzung (Kirk 1994) (Abb. 1.3A). Bei geringen Algen-
und Detrituskonzentrationen, so wie sie typisch fiir den Siidlichen Ozean
sind, wird Strahlung im langwelligen Rotbereich >600 nm und im kurz-
welligen UV-Bereich am stirksten absorbiert. Dies fihrt dazu, daff Strah-
lung zwischen 400 und 550 nm (blau-griine Strahlung) am tiefsten in die
Wassersdule eindringt (Smith et al. 1992, Kirk 1994) (Abb. 1.3A). UVB-
Strahlung wird im offenen Ozean noch bis in eine Tiefe von 50-80 m, im
Eis bis in 2 m Tiefe gemessen (Smith & Baker 1997, Gieskes & Draay
1990, Perovich 1993). Bei einer Ozonreduktion kommt es deshalb nicht
nur an der Wasseroberfliche sondern auch in tieferen Wasser- oder Eis-
schichten zu einer Erhéhung der UVB-Einstrahlung und somit zur Ver-
schiebung des Verhiltnisses von Q5 zu Quy,und Qv ZU Qgesam (TT0-

dahl & Buckley 1990, Smith et al. 1992) (Abb. 1.3B).
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Abb. 1.3: Verdnderung der spektralen Einstrahlung mit zunehmender Wassertiefe im
Stidpolarmeer (A) sowie Verhiltnis von Q ,y5 2t Q g el normaler und reduzierter
Ozonkonzentration (B) (Smith et al. 1992).

1.3 UV-Schidigung und -Schutzmechanismen

1.3.1 Biologische Wirkung von Strahlung im UV-Bereich

Ausgangspunkt fiir die biologische Strahlungswirkung ist die Absorption
durch Molekiile und damit die Energietibertragung in Form von Anregung
oder sogar Ionisation. Besonders leicht anregbar sind Molekiile, die viele
konjugierte Doppelbindungen enthalten. Im Wellenldngenbereich des
”sichtbaren” Lichtes (400-700 nm) sind das vor allem die photosyntheti-
schen Pigmente wie Chlorophylle und Carotinoide. Im kurzwelligen Be-
reich der UV-Strahlung absorbieren dagegen hauptsédchlich bestimmte
Amino- und Nukleinsduren (Kiefer 1989, Vincent & Roy 1993). Mit ab-
nehmender Wellenldnge nimmt die Energie der Quanten zu und die sché-
digende Wirkung der Strahlung steigt stark an. So kénnen durch die kurz-
welligen Quanten des UVB-Bereichs sogar die Kovalenzbindungen der sie
absorbierenden Molekiile aufgebrochen werden, was durch die energieér-
meren Photonen nicht méglich ist. Dadurch kommt es zur Verdnderung
oder Zerstérung der Molekiile und infolgedessen zur Schidigung ganzer
Zellprozesse (Kiefer 1989, Vincent & Roy 1993).
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Nach den Meldungen einer stratosphérischen Ozonreduktion tiber der
Antarktis fanden erste Untersuchungen statt, die sich mit den Wirkungen
der UV-Strahlung auf verschiedene zelluldre Bestandteile oder Prozesse
des Phytoplanktons sowie den Schutzmechanismen befafiten (Zusammen-
fassungen in: Worrest 1983, Karentz 1991, Vincent & Roy 1993, Weiler &
Penhale 1994, Hiader 1997). Im Vordergrund vieler Untersuchungen stan-
den vor allem Fragen nach der schddigenden Wirkung der UVB-Strahlung
auf die Desoxyribonukleinsdure (DNA), die Photosynthese sowie das
Wachstum. Wihrend DNA-Schidigungen hauptsichlich durch kurzwellige
UVB-Strahlung entstehen (Buma et al. 1997) konnte gezeigt werden, daf3
neben der UVB- auch die UVA-Strahlung fiir die Inhibition der Photo-
synthese verantwortlich ist (z.B. Cullen & Neale 1994). Als Zielorte der
UV-Strahlung werden das Reaktionszentrum des Photosystems 1I (PS II),
die Lichtsammelkomplexe sowie die schwefelhaltigen Komponenten der
Elektronentransportkette diskutiert (Cullen & Neale 1994, Schofield et al.
1995). Als Folge sowohl der DNA-Schiadigung (Karentz et al. 1991a,
Buma et al. 1996 & 1997) als auch der Photosyntheseinhibition (z.B.
Helbling et al. 1996) kommt es zu einer Reduktion der Wachstumsrate. Je-
doch sind die meisten der komplexen Zusammenhéinge bisher noch nicht
verstanden, die von molekularen Verdnderungen tiber die Schadigung ver-
schiedener Zellprozesse und -kompartimente bis hin zum Tod der Orga-
nismen flihren.

Als wichtigste Schutzmechanismen gegen UV-Schddigungen werden bei
Phytoplankton vor allem die Reparatur der DNA-Schédigungen durch
Photoreaktivierung oder Excision und die Bildung von Mykosporin-ahnli-
chen Aminosiduren (MAAs) diskutiert (z.B. Holm-Hansen 1993, Mitchell
& Karentz 1993, Karentz 1994). Wihrend bei der DNA-Reparatur schon
entstandene Schiden in der DNA beseitigt werden, wird den MAAs auf-
grund ihrer Absorption kurzwelliger UV-Strahlung eine schiitzende Funk-
tion zugeschrieben.
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1.3.2 DNA-Schidigung und Reparatur

Die Desoxyribonukleinsdure (DNA) absorbiert hauptsachlich aufgrund der
konjugierten Doppelbindungen ihrer Pyrimidinbasen (Cytosin und Thy-
min) UV-Strahlung mit einem Maximum bei 260 nm. Diese Absorption hat
die Bildung von Cyclobutyl-Pyrimidindimeren (CPD) und (6-4)-Photopro-
dukten® aus zwei benachbarten Pyrimidinresten zur Folge. Viele Untersu-
chungsbefunde belegen, daB CPD die hauptsdchlichen Photoprodukte in
UVB-bestrahlter DNA darstellen und Thymindimere (T[]T) dabei die hdu-
figsten gebildeten CPD-Spezies sind (Setlow & Carrier 1966, Gordon &
Haseltine 1982). Auch bei Diatomeen sind CPD die hdufigsten durch
UVB-Bestrahlung induzierten Dimere (Karentz et al. 1991a). Untersu-
chungen iber einzelne Spezies dieser Photoprodukte liegen fiir
Phytoplankton nicht vor.

OH OH

CHs CHs3
CH3 )\
N)j/ N | v (260 nm) N
_——#
st —C T
J\ 240 nm O
A ﬁ Photolyase + UVA ﬁ/ ﬂ
& oL
DNA-Abschnitt mit benachbarten DNA-Abschnitt mit Cyclobutyl-
Thyminresten Thymindimer (T[]T)

Abb. 1.4: Bildung eines Cyclobutyl-Pyrimidindimers (CPD), dargestellt am Beispiel
zweier benachbarter Thyminreste

Die Bildung von CPD in der DNA erfolgt dadurch, dal3 eine von zwei
benachbarten Pyrimidinbasen durch Absorption eines UV-Quants in einen
angeregten Zustand tbergeht und in einer Cycloaddition mit der Cs-Cs-
Doppelbindung der benachbarten Pyrimidinbase einen Cyclobutanring
ausbildet (Kloepfer & Morrison 1972) (Abb. 1.4). Dabei handelt es sich um
eine photoreversible Reaktion. Die héchste Dimerisierungsrate erfolgt im
Absorptionsmaximum der Pyrimidine bei 260 nm, die Riickreaktion
(Dimerspaltung) im Absorptionsmaximum der Dimere bei 240 nm (Dee-

2 Pyrimidin<6-4")-Pyrimidon-Photoprodukt
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ring & Setlow 1963). AuBlerdem konnen die Dimere durch UVA/Blau-
strahlung im Wellenlédngenbereich zwischen 360 und 460 nm wieder auf-
gespalten werden. Diese Reaktion wird durch das photoreaktivierende
Enzym (Photolyase) katalysiert (s. ndchsten Abschnitt).

Primére Wirkung der Dimerbildung ist die Hemmung der DNA- bzw.
RNA-Polymerasereaktion und somit der Replikation und Transkription
(Kiefer 1981). Ist die Schidigung hoch, so kann diese Hemmung letal flir
die Zelle oder den ganzen Organismus sein, da dadurch eine Zellteilung
verhindert wird oder die Synthese lebenswichtiger Proteine unterbleibt.
Untersuchungen mit kiinstlicher UVB-Bestrahlung bei Diatomeenkulturen
zeigen, dafl mit zunehmender UVB-Bestrahlung die Dimerbildung in den
Zellen ansteigt und gleichzeitig die Wachstumsrate der Zellen abnimmt
(Karentz et al. 1991a, Buma et al. 1997). Dabei wurden auch in stark UVB-
bestrahlten Zellen, bei denen die Zellteilung inhibiert war, Proteine und
Chlorophylle gebildet (Buma et al. 1996). Inwieweit es auch unter natiirli-
chen Strahlungsbedingungen, bei denen Schidigung und Reparatur
gleichzeitig ablaufen, zu solchen Zellschddigungen kommt, wurde bisher
nicht untersucht.

Schidigungen an der DNA konnen in der Zelle durch verschiedene, sich
erginzende Reparatursysteme mit unterschiedlicher Arbeitsweise wieder
beseitigt werden. Die bisher bekanntesten Reparaturmechanismen sind die
Excisionsreparatur, bei der die modifizierten Nucleotidsequenzen entfernt
und ersetzt werden und die direkte Reparatur durch die Photoreaktivierung,
bei der spezifisch Dimere photochemisch wieder gespalten werden (Uber-
sichtsartikel: Sutherland 1981, Sancar & Sancar 1988).

Durch die Excisionsreparatur, die auch als Dunkelreparatur bezeichnet
wird, konnen sowohl einzelne Basendnderungen als auch sogenannte "sper-
rige" Schiden, die durch exogene Einfllisse wie Strahlung, Oxidation oder
Chemikalieneinwirkung entstanden sind, und die DNA-Struktur verdndern,
beseitigt werden. Dabei wird zwischen der Basenexcision und der
Nucleotidexcision (NER) unterschieden (Sancar & Sancar 1988, Sancar
1994a). Wihrend bei der Basenexcision nur eine spezifische Basenmodi-
fikation erkannt und herausgeschnitten wird, wird bei der duBerst unspezi-
fische NER fiir den Ersatz von 1-2 geschédigten Nucleotiden ein Oligomer
mit 12-13 Basenpaaren (Prokaryoten) bzw. 27-29 Basenpaaren (Euka-
ryoten) aus der DNA herausgeschnitten und wieder ersetzt. Die NER ist
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deshalb mit einem vergleichsweise hohen Energieaufwand verbunden
(Sancar & Tang 1993).

Bei der Photoreaktivierung werden mit Hilfe des photoreaktivierenden
Enzyms, der sogenannten Photolyase’, spezifisch Dimere gespalten. Die
Photolyase bindet dabei im ersten Schritt an ein Pyrimidindimer und bildet
mit diesem einen Enzym-Substrat-Komplex aus. In einem zweiten, licht-
induzierten Schritt, absorbiert das Enzym tiber seine Chromophore ein
Photon des UVA-Blaubereichs und stellt damit die Energie zur Spaltung
des Cyclobutanrings. Danach dissoziiert das Enzym von der reparierten
DNA wieder ab (Sancar & Sancar 1988, Sancar 1994b). Schon 1949 wurde
von Kelner das Phianomen der Photoreaktivierung beschrieben: Beim Pilz
Streptomyces griseus wurde die durch UV-Bestrahlung hervorgerufene
reduzierte Konidienbildung durch simultane oder direkt anschliefende
Bestrahlung mit sichtbaren Licht wieder revertiert. Einige Jahre spéter
wurde in grundlegenden Arbeiten von Rupert (Rupert 1962a, Rupert
1962b) das der Photoreaktivierung zugrunde liegende Reaktionsschema
aufgekldrt und gezeigt, dal der Proze3 enzymatischer Natur mit Michaelis-
Menten-Kinetik ist. Seither gab es eine Vielzahl weiterer Untersuchungen,
die sich mehr und mehr auch mit den molekularen Mechanismen dieses
sehr bedeutenden Reparaturmechanismus beschaftigten.

Die bisher bekannten CPD-Photolyasen sind monomere Proteine mit ei-
nem Molekulargewicht zwischen 50 000 und 60 000 Dalton, welche in
einem stdchiometrischen Verhéltnis mit zwei Chromophoren/Cofaktoren
ausgestattet sind (Schumann-Jorns et al. 1987). Sie werden, basierend auf
der Homologie ihrer Aminosduresequenz in die Klasse I der mikrobiellen
Photolyasen und in die Klasse II der Metazoen-Photolyasen eingeteilt
(Sancar & Sancar 1988). Allen Photolyasen gemeinsam ist das reduzierte
Flavin-Adenin-Dinucleotid (FADH-). Dieser erste Chromophor nimmt die
zentrale Rolle bei der Photolyasereaktion ein, da durch ihn die Cyclo-
butanring-Aufspaltung stattfindet. Der zweite Chromophor (entweder ein
Deazaflavin oder ein Folat) fungiert als Lichtsammler und Ubertrdgt seine
Anregungsenergie auf den Flavin-Chromophor (Sancar 1994b). Wéhrend
der erste Flavin-Chromophor ein Absorptionsmaximum bei 420 bis 460 nm
aufweist, besitzen die zweiten Chromophore unterschiedliche Absorptions-

3 DNA-Photolyase, photoreaktivierendes Enzym (PRE, Desoxyribocyclobutadipyri-
midin Pyrimidin-Lyase, EC 4.1.99.3)
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charakteristika, wobel die Maxima zwischen 360 und 460 nm liegen (San-

car 1994b).

Die Photolyase ist ein strukturspezifisches DNA-bindendes Protein, des-
sen Spezifitdt durch das durch die Dimerisierung verdnderte DNA-Rlick-
grat bestimmt wird. Die Sequenz wirkt sich tiber diese Verformung auf die
Affinitdt der Photolyase wie folgt aus: T[JT>T[JU>U[]JU>C[]C, mit einer
ca. 10-fach hoheren Affinitdt zu T[]T als zu C[]JC (Kim & Sancar 1991).
Dagegen scheint die Tertidrstruktur zumindest bei E. coli-Photolyasen
keinen EinfluB auf die Aktivitdt auszuiiben (Sancar et al. 1985).

Zusammenfassend unterscheidet sich die Reparatur von DNA-Schidi-
gungen durch Photoreaktivierung von der Excisionsreparatur in drei we-
sentlichen Punkten:

1. Die Photoreaktivierung spaltet hauptséchlich CPD und ist somit spezi-
fisch fiir die Reparatur von UVB-Schidigungen, wihrend die Exci-
sionsreparatur auch andere DNA-Schéden beheben kann.

2. Die Photoreaktivierung repariert Schadigungen der DNA durch direkte
Riickbildung der Dimere zu Monomeren - ohne Neusynthese und somit
im Gegensatz zur Excisionsreparatur ohne zelluldren Energieverbrauch.

3. Bei der Photoreaktivierungsreaktion wird die Energie zur Spaltung der
Dimere durch Strahlung bereitgestellt, die Excisionsreparatur kann da-
gegen auch im Dunkeln stattfinden.

Sowohl die Excisionsreparatur als auch die Photoreaktivierung sind
vermutlich schon friih in der Evolution entstanden und bei Pflanzen und
Tieren weit verbreitet (Sancar 1994b). Sie haben jedoch eine unterschiedli-
che Bedeutung in den einzelnen Organismengruppen. So scheint bei hohe-
ren Pflanzen und vermutlich auch bei Phytoplankton die lichtabhingige
Photoreaktivierung der wichtigste Reparaturmechanismus zu sein (Mitchell
& Karentz 1993). Dagegen spielt die Excisionsreparatur bei Tieren und
Bakterien die dominierende, bei Sdugerzellen vermutlich sogar die einzige
Rolle bei der Beseitigung von DNA-Schdden (Mitchell & Karentz 1993,
Sancar 1994a).

Obwohl in den letzten Jahrzehnten zahlreiche Arbeiten iiber die Entste-
hung der durch UVB-Bestrahlung gebildeten Dimere sowie ihrer Reparatur
verdffentlicht wurden (Zusammenfassungen in Sancar & Sancar 1994a &
1994b, Mitchell & Karentz 1993), sind viele Fragen offen geblieben. So
beschrinken sich die meisten diesbeziigliche Arbeiten auf hiufig unter-
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suchte Systeme wie E. coli, Hefe und Humanzellen. Untersuchungen bei
hoheren Pflanzen und Phytoplankton (Zusammenfassungen in Strid et al.
1994, Britt 1995, Karentz 1994) wurden jedoch nur begrenzt durchgefiihrt.
Zum anderen fanden die meisten Untersuchungen unter kiinstlichen
Strahlungsbedingungen und in vitro statt, und eine Ubertragung der Ergeb-
nisse auf natiirliche Strahlungsbedingungen in einer lebenden Zelle ist
nicht uneingeschrénkt moglich. Auch bei der Photoreaktivierung gibt es bei
Pflanzen bisher nur vereinzelt Arbeiten, die sich mit dem molekularen
Mechanismus (z.B. Batschauer 1991) oder mit den vor allem fiir die Oko-
physiologie wichtigen Fragen nach der Strahlungs- und Zeitabhingigkeit
und somit auch der Anpassungsfdhigkeit und Kapazitit dieses wichtigen
Vorgangs beschiftigen (z.B. Langer & Wellmann 1990, Buchholz et al.
1995). Bei Phytoplankton beschrénkte sich der Nachweis der Photoreakti-
vierung bisher auf die Beobachtung, dal3 der Dimergehalt in den Zellen
durch PAR- oder Blau/UVA-Bestrahlung reduziert wird (Karentz et al.
1991a, Buma et al. 1995). Untersuchungen tiber die Excisionsreparatur bei
Pflanzen wurden bisher nur in geringem Umfang durchgefiihrt, so da8 tiber
die molekularen Mechanismen dieser Reparatur nur wenige Informationen
vorliegen (Britt 1995). Dabei konnte auch nicht gekldrt werden, ob die Ex-
cision im Sinne einer Basenexcision oder einer NER stattfindet. Bei
Phytoplankton stammt der bisher einzige Hinweis auf eine Excisionsrepa-
ratur aus der Arbeit von Karentz et al. (1991b), die bei antarktischen Dia-
tomeen in Gelblicht, d.h. bei tiberwiegendem Ausschluf3 der photoreakti-
vierend wirksamen UVA/Blau-Strahlung, innerhalb eines Zeitraums von
6 h eine Reduktion von bis zu 60% der Gesamtdimerkonzentration nach-
weisen konnte.

In einigen Arbeiten iiber Phytoplankton (z.B. Smith et al. 1992, Prézelin
et al. 1998) wurde die Hypothese aufgestellt, da3 sich die Organismen be-
zliglich der Photoreaktivierung an eine hthere UVB-Strahlung anpassen
konnen. Bisher gibt es jedoch keine Untersuchungen iiber die Abhingigkeit
der Photoreaktivierung von der Strahlungscharakteristik, der Bestrah-
lungsstirke sowie der Dauer, Dosis und Wellenldnge der Strahlung. Aller-
dings konnte in anderen Systemen wie Hefe (Fukui & Laskowski 1984),
Goldfischzellkulturen (Yasuhira & Yasui 1992) und hdheren Pflanzen
(Langer & Wellmann 1990) eine Erhéhung der Photolyaseaktivitidt durch
Vorbestrahlung mit Weilicht oder UV-Strahlung gemessen werden. Bei
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verschiedenen hoheren Pflanzen wie Bohnen und Petersilie wird die In-
duktion der Photolyaseaktivitdt zumindest teilweise {iber den Photorezeptor
Phytochrom gesteuert (Langer & Wellmann 1990, Buchholz 1996).

1.3.3 UV-absorbierende Substanzen

Substanzen, die im UVB- und UVA-Bereich des Sonnenspektrums absor-
bieren, lassen sich liberall im Pflanzenreich finden. Die ersten Untersu-
chungen Uber solche UV-absorbierende Substanzen gab es schon vor mehr
als 100 Jahren (z.B. Négeli 1849). In hoheren Pflanzen sind hauptséchlich
Flavonoide und andere Phenylpropanoide fiir die Absorption im kurzwel-
ligen Strahlungsbereich verantwortlich (Caldwell et al. 1983, Beggs &
Wellmann 1994). Auch bei marinen Organismen begann das Interesse an
den UV-absorbierenden Substanzen schon vor der Entdeckung des Ozon-
lochs in den 70er Jahren. Seit den frithen Untersuchungen von Shibata
(1969) an Korallen des Great Barrier Riffs (Australien) und der Charakteri-
sierung ihrer UV-absorbierenden Substanzen als wasserldsliche Pigmente
mit einem Absorptionsmaximum im ultravioletten Bereich um 320 nm
fanden zahlreiche weitere Untersuchungen statt, die sich mit dem Vor-
kommen, der Identifizierung und der Physiologie dieser Substanzen in
marinen Organismen befaf3ten (z.B. Dunlap & Chalker 1986, Karentz et al.
1991b, Stochaj et al. 1994, McClintock & Karentz 1997, Karsten et al.
1998). Dabei wurden hauptsdchlich sogenannte Mykosporin-ghnliche
Aminosduren (MAAs) identifiziert.

MAAs sind wasserldsliche organische Verbindungen, die aus einem Cy-
clohexenon-Chromophor bestehen, an den eine Aminoséure oder der ent-
sprechende Aminoalkohol gebunden ist (Abb. 1.5). Alle MAAs besitzen
aufgrund der konjugierten m-Elektronensysteme ihrer Chromophore ein
Absorptionsmaximum zwischen 310 und 360 nm sowie ein weiteres Ma-
ximum bei 265 nm. Bislang wurden fast ein Dutzend verschiedener MAAs
in marinen Organismen identifiziert (Bandaranayake 1998) (Tab. 1.1). Von
Mycosporin-Glycin, der strukturell einfachsten MAA, wird vermutet, daf3
sie Ausgangssubstanz fiir andere MAAs ist (Shick et al. 1991).
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COzH COzH
R
S N N
QCH3 Ho QCH3a HO OCH3
HG OH NH HO OH NH HO OH NH
k COH k COzH k COzH
Grundstruktur Shinorin Porphyra-334
Amax =334 nm Amax = 334 nin
Abb. 1.5: Molekulare Grundstruktur der MAAs
MAA Wellenlinge

Asterin 330 nm Tab. 1.1: Bisher aus marinen Orga-
Mykosporin-Glycin 310 nm nismen isolierte Mykosporin-dhnli-
Mykosporin-Glycin:Serin 332 nm che Aminosduren (MAAs) sowie
Mykosporin-Glycin:Valin 335 nm Wellenldnge ihrer maximalen Ab-
Mykosporin-Taurin 309 nm sorption.
Palythen 360 nm
Palythensdure 337 nm
Palythin 320 nm
Palynthinol 332 nm
Porphyra-334 334 nm
Shinorin 334 nm

Bisher gibt es nur wenige Hinweise auf den Biosyntheseweg und die
metabolische Funktion der MAAs in marinen Organismen. Bekannt ist,
daf3 bei den strukturell verwandten Mykosporinen in terrestrischen Pilzen
das Cyclohexenon-(Cg-Cy)-Gerlist im ersten Teil des Shikimatweges syn-
thetisiert wird (Favré-Bonvin et al. 1987). Der Shikimatweg ist der klassi-
sche Syntheseweg fiir aromatische Substanzen und kommt nur in héheren
Pflanzen, einigen Algen, Bakterien und Pilzen vor (Floss 1979). Obwohl
MAASs auch in marinen Tieren wie Muscheln, Stachelhduter und Fischen
z.T. in hohen Konzentrationen vorkommen, konnen MAAs nicht de novo
von ihnen gebildet werden. Vermutlich gelangen sie durch das aufge-
nommene Pflanzenmaterial in die Tiere und akkumulieren dort in den ver-
schiedenen Geweben (Karentz et al. 1991b, Adams & Shick 1996, Caroll
& Shick 1996). In symbiontischen Organismen wie den Korallen werden
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MAAs von den endosymbiontischen Algen gebildet und zum Wirt trans-
portiert (Stochaj et al. 1994).

Auch bei antarktischen Diatomeen sowie natlirlichem Phytoplankton
wurden MAAs, deren Hauptbestandteil Porphyra-334 ist, identifiziert (Ka-
rentz et al. 1991b, Davidson et al. 1994). Es wird vermutet, dafy diese
MAAs aufgrund ihrer Absorption im UV-Bereich eine schiitzende Wir-
kung vor Schéddigungen durch UV-Strahlung besitzen (Marchant et al.
1991, Karentz 1991b, Vernet et al. 1994). Vor allem Kolonien von
Phaeocystis weisen eine hohe Absorption im UV-Bereich auf (Marchant
et al. 1991). Die bisherigen Arbeiten beschrinkten sich jedoch hauptséch-
lich auf das Vorkommen und die Identifizierung der MAAs in diesen Or-
ganismen. So sind bisher keine Befunde publiziert, die eine direkte
Schutzwirkung der MAAs gegen UV-Schidigungen in Phytoplankton, also
einen kausalen Zusammenhang zwischen MAA-Gehalt und einer Scha-
densreduktion belegen. AuBer der Schutzwirkung durch Absorption schéd-
licher UV-Strahlung wurde fiir MAAs auch eine mogliche Schutzfunktion
gegen Radikale diskutiert (z.B. Lesser 1996). Jedoch konnte nur fiir My-
kosporin-Glycin eine geringe antioxidative Wirkung nachgewiesen werden
(Dunlap & Yamamoto 1995).

Garcia-Pichel (1994) stellte die These auf, daB fiir MAAs eine intrazel-
luldre Konzentrationsgrenze existiert und aufgrund ihres geringen Ab-
sorptionsweges Organismen mit einem Radius von <10 pm nur teilweise
und Organismen <5 pm kaum in der Lage seien, sich mit Hilfe der MAAs
vor Schddigungen durch UV-Strahlung zu schiitzen. Inwieweit dies auf
Diatomeen und Phaeocystis zutrifft, ist bisher nicht untersucht worden.

Da Phytoplankton einem sich stindig dndernden Strahlungsklima ausge-
setzt ist, stellt sich auBerdem die Frage, inwieweit sie sich durch eine Er-
hohung ihres MAA-Gehaltes an eine héhere UV-Strahlung anpassen kon-
nen. Hinweise auf eine Induzierbarkeit der MAAs bei marinen Organismen
geben Untersuchungen an Dinoflagellaten (Carreto et al. 1990, Banaszak et
al. 1995), Cyanobakterien (Garcia-Pichel & Castenholz 1993), Rotalgen
(Karsten et al. 1998) sowie natiirlichem Phytoplankton (Vernet et al. 1994),
bei denen die héchste MAA-Konzentration bei denjenigen Organismen
gemessen wurde, die einer hochsten Strahlung ausgesetzt waren. Bei
hoheren Pflanzen war die Regulation der im UV absorbierenden Fla-
vonoide und Phenylpropane Thema zahlreicher Untersuchungen (z.B.
Caldwell et al. 1983, Beggs & Wellmann 1994). Thre Lichtinduzierbarkeit
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unter Beteiligung des Photorezeptors Phytochrom legt nahe, daf3 ihre Bil-
dung Teil eines Akklimationsprozesses an sich dndernde UV-Strahlungs-

bedingungen ist.

1.3.4 Wirkungsspektren

Bei der Untersuchung von wellenldngenabhingigen Prozessen werden im
allgemeinen Wirkungs- oder Aktionsspektren erstellt, bei denen die pho-
tobiologischen Wirkung in Abhdngigkeit von der Wellenldnge der Strah-
lung aufgetragen wird. Solche Spektren dienen in der Physiologie hdufig
zur Identifizierung der an den lichtabhdngigen Reaktionen beteiligten
Chromophore oder Photorezeptoren (Mohr & Schopfer 1978). Wirkungs-
spektren fiir UVB-Schddigungen z.B. fiir DNA (Setlow 1974, Quaite et al.
1992), Photosynthese und Photoinhibition (Jones & Kok 1966, Halldal
1964) sowie das allgemeine Pflanzenwirkungsspektrum (Caldwell 1971)
werden auch flir die Bestimmung der sogenannten "biologischen Wirkung”
von kiinstlichen UVB-Strahlungsquellen oder der ozonreduktionsbedingten
Erhéhung der UVB-Strahlung verwendet (Cullen & Neale 1997, Horneck
1997). Wéhrend zur Ermittlung von Photorezeptoren nur durch
monochromatische Strahlung erzeugte Wirkungsspektren benutzt werden,
werden in den letzten Jahren auch polychromatische Spektren zur
Ermittlung der 6kophysiologischen Effekte erstellt (Cullen et al. 1992,
Cullen & Neale 1997). Diese beriicksichtigen einen Wellenldngenbereich,
der gleichzeitig Schidigung sowie Schutz- und Reparaturmechanismen in-
duziert. Um sie von den monochromatischen Wirkungsspektren zu unter-
scheiden, werden sie hdufig als biologische Wichtungsfunktionen ("biolo-
gical weighting functions") bezeichnet (Cullen & Neale 1997). Wirkungs-
spektren allein fiir lichtinduzierte Schutz- oder Reparaturmechanismen wie
Photoreaktivierung oder MAA-Bildung wurden bisher bei Phytoplankton
nicht erstellt. Die Wirkungsspektren flir die Synthese der UV-absorbieren-
den Flavonoide und Anthocyane bei htheren Pflanzen (Hashimoto et al.
1991, Beggs & Wellmann 1994) sind die bisher einzig bekannten.
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Wie ausfiihrlich in der Einleitung dargestellt wurde, besteht weitgehend
Unklarheit beziiglich der Wirkungen einer erhéhten UVB-Strahlung auf
Phytoplankton. Diese Wirkungen hingen in komplexer Weise nicht nur von
der primédren Schidigung, sondern auch von der Wirksamkeit, Kapazitit
der Schutz- und Reparaturmechanismen sowie der Anpassungsfdhigkeit
der Organismen ab. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die lichtabhéngige
DNA-Reparatur (Photoreaktivierung) und die Bildung und Schutzwirkung
von Mykosporin-ghnlichen Aminosduren (MAAs) bei wichtigen antarkti-
schen Diatomeenarten sowie der Prymnesiophyte Phaeocystis antarctica
zu untersuchen. Im Vordergrund standen Untersuchungen tiber die Abhdn-
gigkeit von Schiddigung, Schutz und Reparatur von der spektralen Zu-
sammensetzung, Stirke und Dauer der auf die Organismen auftreffenden
Strahlung. Die Experimente wurden unter konstanten und reproduzierbaren
Bedingungen im Labor durchgefiihrt. Ein Teil der Untersuchungen erfolgte
auferdem unter annédhernd natiirlicher Bestrahlung mit normalem und er-
hohtem UVB-Anteil. Dazu wurde ein im Alfred-Wegener gebautes Be-
strahlungsgerét, der sogenannte Sonnenscheinsimulator eingesetzt.

Im Einzelnen wurden folgende Zusammenhénge untersucht:

- Abhingigkeit der DNA-Schidigung (Dimerbildung) sowie der Uberle-
bensrate von Stirke, Dauer und Dosis der schadigenden UVB-Strahlung.

- Abhéngigkeit der Dimerreparatur sowie Erholung der Zellen von Stérke,
Dauer und Dosis der photoreaktivierend wirksamen UV A/Blau-Strah-
lung.

- Abhingigkeit der Dimerreparatur und Erholung der Zellen von der Dauer
und Wellenldnge der Vorbestrahlung.

- Vorkommen und Identifizierung MAAs bei verschiedenen Diatomeen
sowie Phaeocystis antarctica.

- Abhingigkeit der MAA-Bildung von der Wellenldnge, Dauer und Dosis
der Strahlung.

- Schutzwirkung der MAAs gegen Schidigungen durch UVB- und UVA-
Strahlung.
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Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Kapitel 4 zusammengestellt.
Sie werden in Kapitel 5 tibergreifend diskutiert. In Kapitel 3 werden die fiir
die Untersuchungen notwendigen Methoden, Bestrahlungsansiitze sowie

Auswertungen erklrt.
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In diesem Kapitel werden zunéchst die in der vorliegenden Arbeit unter-
suchten Kulturen vorgestellt. Nach einer Beschreibung der verwendeten
Bestrahlungsspektren und -geometrien erfolgt die Darstellung der eigent-
lichen Bestrahlungsexperimente. In einem weiteren Abschnitt werden die
jeweiligen MeB- und Auswertungsmethoden erldutert.

3.1 Algenkulturen und Kulturmedium

Alle verwendeten Algenkulturen stammen aus der Sammlung fiir polare
Algen des Alfred-Wegener-Institutes. Sie wurden aus dem Plankton des
Weddellmeeres isoliert und als Batchkulturen bei (1,0+0,2)°C (fiir die
Experimente unter den Lichtfeldern, s. 3.2.1) bzw. (4,0£0,2)°C (fiir die
Sonnenscheinsimulator-Experimente, s. 3.2.3) im PAR-Feld kultiviert
(Bestrahlungsspektrum s. Abb. 3.1). Kulturen, die unter Dauerlicht ge-
héltert werden, sind nicht synchronisiert, d.h. die Zellen befinden sich in
unterschiedlichen Phasen des Zellteilungszyklus.

Zum Ansatz der Kulturmedien wurde filtriertes antarktisches Meer-
wasser (0,65 um und 0,2 um Satorius-Zelluloseacetatfilter) verwendet. Die
fur die Kulturen erforderliche Anreicherung des Meerwassers mit Mn, Fe,
Si, P und N, sowie dem Chelatbildner Na,EDTA und dem Vitamin B, er-
folgte nach Angaben von Stosch v. & Drebes (1964), wobei an allen
Néhrstoffen auBer Si und Fe der zehnte Teil der empfohlenen Menge zuge-
setzt wurde.

In den nachfolgenden Experimenten wurden insgesamt 10 verschiedene
antarktische Diatomeenarten sowie die Prymnesiophyte Phaeocystis cf.
antarctica verwendet (Tab. 3.1). Experimente mit Phaeocystis antarctica
wurden hauptséchlich mit der kolonialen Form durchgefiihrt. Um Kulturen
mit einheitlicher Koloniegréfe zu erhalten, wurden die Stammbkulturen 2-5
Tage vor Versuchsbeginn iiber Gaze mit unterschiedlicher Maschengrofe
filtriert (500 pm, 100 um oder 20 um). Dieses Vorgehen resultierte jeweils
in Kulturen, deren Kolonien zu 80% in einem GroBenbereich von 50-100
pm, 200-400 pm oder 800-1400 pm lagen.
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Tab. 3.1: Zusammenstellung der verwendeten Algenkulturen

Algenkulturen

a) Bacillariophyceae
Porosira pseudodenticulata (Hustedt) Jousé
Thalassiosira tumida (Janisch) Hasle
Thalassiosira antarctica Comber
Chaetoceros sp.
Proboscia inermis (Castracane) Jordan & Lligowski
Porosira glacialis (Grun.) Jerg.
Cosinodiscus centralis Ehr. ’
Stellarima microtrias (Ehr.) Hasle & Sims
Fragilariopsis linearis (Castracane) Frenguelli

Fragilariopsis cylindrus (Grun.) Krieger

b) Prymnesiophyceae

Phaeocystis cf. antarctica

3.2 Expositionen mit verschiedenen Bestrahlungsquellen

3.2.1 Lampentypen und Lichtfelder

Die Bestrahlungen unter den verschiedenen Lichtfeldern wurden in umge-
bauten Gefriertruhen (Liebherr GT 1202) bei (1,0+0,2)°C und Dauerlicht
durchgefiihrt. Die Temperaturregelung erfolgte {iber externe Temperatur-
regler (Telemeter Electronic). Die Bestrahlung in den fiir die jeweiligen
Bestrahlungsexperimenten unterschiedlichen Behiltern (s. 3.2.2) fand im-
mer von oben statt. Die in den Deckel eingebrachten Leuchtstoffréhren
konnten je nach Bedarf ausgetauscht werden. Strahlung im UVC-Bereich
(<280 nm), die zu einem geringen Teil von den UVB-R&hren emittiert
wird, wurde durch eine Plexiglasscheibe (GS 2458, Rshm GmbH, Darm-
stadt), die gleichzeitig als Abdeckung der Lampen in der Gefriertruhe
diente, abgeschirmt. Um eine mdglichst gleichméBige Ausleuchtung zu
gewdhrleisten, wurden alle Innenwénde sowie der Boden der Truhen mit

Aluminiumfolie ausgekleidet.
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Die Lichtmessung der photosynthetisch wirksamen Strahlung (PAR)
zwischen 400 und 700 nm erfolgte mit einem Photometer (LICOR Li-189),
das mit einem 4 m-Sensor ausgestattet ist (LICOR-LI 193SB). Fiir die
Messung der spektralen Energieverteilung der verschiedenen Lichtfelder
im Bereich von 280-500 nm wurde ein im Alfred-Wegener-Institut
entwickelter und gebauter Spektro-Radiometer mit Doppelmonochromator
mit einer Aufldsung von 1,3 nm verwendet (Tiig & Baumann 1994). Alle
Lichtmessungen erfolgten im Bestrahlungsabstand.

Die Bestrahlungsstirke im Wellenldngenbereich der photosynthetisch
wirksamen Strahlung (PAR) wird im folgenden, wie allgemein iiblich, als
PhotonenfluB (pmol Photonen m™s™) angegeben, da fiir die Photosynthese
die Anzahl der absorbierten Photonen wesentlich ist. Bei der UVB- und der
UVA-Strahlung wird dagegen meistens der EnergiefluB (Jm™s” =W m™)
verwendet.

Im folgenden werden die insgesamt 7 verschiedenen Strahlungsfelder
beschrieben. Ein Uberblick tiber ihre spektralen Charakteristiken wird in
Abb. 3.1 und Tab. 3.2 gegeben.

A: UV/PAR

Das zur Untersuchung der Wellenldngenabhéngigkeit von Mykosporin-
dhnlichen Aminosduren (MAAs) und der Photoreaktivierung verwendete
UV/PAR-Feld sollte ungeféhr den natiirlichen Strahlungsbedingungen ent-
sprechen. Die Bestrahlung erfolgte durch zwei Weilllicht-Fluoreszenz-
réhren (Osram L. 40 W/25), zwei UVA-Réhren (Philips TL 60 W/09N) und
eine UVB-Rohre (Philips TL 40 W/12). Der spektrale Bereich der
Strahlung wurde mit Hilfe von 3 mm-Kantenabsorptionsfiltern
(2+«WG 305, WG 320, WG 335, WG 360, GG 420; Schott, Mainz) oder
Gelbfolie (Nr. 401, Strand Lighting, Wolfenbiittel-Salzdahlum) variiert.
Die Bestrahlung unter Gelbfolie wird im folgenden als >460 nm bezeich-
net.

B: UVB/UVA

Das zur Schidigung der Photosynthese verwendete UVB/UVA-Feld hatte
einen hoheren UVB- und UV A-Strahlungsanteil als das UV/PAR -Feld und
nur einen geringen PAR-Anteil. Die Bestrahlung erfolgte durch zwei UVA-
Rohren (Philips TL 60 W/09N) und zwei UVB-Rohren (Philips TL
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40 W/12). Es wurden folgende Kantenabsorptionsfilter eingesetzt:
WG 305,2+WG 305, WG 320, WG 335, WG 360, GG 420.

C: UVB

Fiir das zur DNA-Schiddigung (Dimerbildung) sowie zur Zellschddigung
eingesetzte UVB-Feld wurden zwei UVB-Réhren (Philips TL 40W/12) in
die Gefriertruhen eingesetzt. Die jeweiligen Bestrahlungsbehilter wurden
mit einer Quarzscheibe (BQ4, Sico, Jena) abgedeckt. Uber diese wurden
zum Einstellen verschiedener Energiefliisse ein bis drei Messingdrahtnetze
(Porengrofe 0,32+0,20 mm, Draht Steinle, Freiburg) gelegt. Diese Netze
reduzierten die Intensitit der Strahlung iiber den gesamten Wellenldngen-
bereich um jeweils 60%. Die fiir die UVB-Strahlung gemessenen
Bestahlungsstirken konnten dadurch auf 5,0 W m™ (kein Netz), 1,7 W m™
(ein Netz) oder 0,6 W m™ (drei Netze) eingestellt werden.

D: UVA4

Zur photoreaktivierenden Bestrahlung wurde ein UVA-Feld verwendet, das
durch eine WeiBlicht-Fluoreszenzrohre und zwei UV A-Rohren (Phi-
lips TL 60 W/09N) erzeugt wurde. Um Strahlung im UVB-Bereich
auszuschlieBen, die auch zu einem geringen Anteil von den UVA-R&hren
emittiert wird, wurde tiber alle Bestrahlungsbehilter jeweils ein Kantenab-
sorptionsfilter (WG 335) gelegt. Damit lag der Hauptemissionsbereich der
Strahlung zwischen 320 und 420 nm (Abb. 3.1D). Zum Einstellen ver-
schiedener Energiefliisse wurden ein bis drei Messingdrahtnetze (Poren-
groBe 0,32+0,20 mm, Draht Steinle, Freiburg) tiber die Versuchsbehalter
gelegt. Die fiir die UVA-Strahlung gemessenen Bestrahlungsstirken
konnten dadurch auf 2,8 Wm™ (kein Netz), 0,8 Wm™ (ein Netz) oder
0,25 W m™ (drei Netze) eingestellt werden,

E: PAR

Das PAR-Lichtfeld wurde durch fiunf WeiBlicht-Fluoreszenzrohren erzeugt
(Osram L 40 W/25). Verschiedene Bestahlungsstirken im Bereich von 20
bis 350 pmol Photonen m™s™ wurden durch Abdeckung der Probengeftie
mit neutralen Acetat-Abschwichungsfiltern mit Transmission im Bereich
von 10% und 90% eingestellt.
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F: Gelblicht

Fiir die Bestrahlung der Kulturen unter Ausschluf3 von UV/Blau-Strahlung
wurden die Kulturgefde in Glasaquarien, die mit Gelbfolien (Nr. 401,
Strand Lighting, Wolfenbiittel-Salzdahlum) beklebt waren, im PAR-Feld
exponiert.

G: Rotlicht

Um eine ungewollte Photoreaktivierung zu verhindern, die bis zu Wellen-

langen von 500 nm stattfinden kann (Saito & Werbin 1969), wurden die

Kulturgefifle in Glasaquarien, die mit Rotfolien (Nr. 482, Strand Lighting,

Wolfenbiittel-Salzdahlum) beklebt waren, im PAR-Lichtfeld bestrahit.
Sowohl im Rotlicht als auch im Gelblicht zeigten die Algenkulturen

normales Wachstum mit dhnlichen Wachstumraten wie im PAR-Lichtfeld.
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Tab. 3.2: Energieverteilung von UVB-, UVA- und photosynthetisch wirksamer Strahlung (PAR) sowie Verwendung der Bestrahlungsfelder

Bestrahlungsfelder  Filter QveWm?)  QuuaWm?  Quiy (Wm?)  Quue/Qcicame Experimente

(280-320 nm)  (320-400 nm)  (400-700 nm) «1072
A: UV/PAR 2+xWG 305 1,1 9,1 6,4 6,5 ¢ Wellenldngenabhingigkeit der
WG 320 0,5 9,1 6,3 3,1 MAA-Bildung
WG 335 >0,1 7,6 6,4 >0,1 » Wellenldngenabhingigkeit der
WG 360 0 33 6,6 0 Photoreaktivierung
GG 420 0 0 6,4 0
>460 nm 0 0 6,4 0
B: UVB/UVA WG 305 2,8 11,5 3,6 15,6 e Wellenlangenabhingigkeit der
2+«WG 305 1,7 10,5 3,6 10,7 Photoinhibition
WG 320 0,8 11,5 3,6 5,0
WG 335 >0,1 9,2 3,6 >0,1
WG 360 0 4,0 3,6 0
GG 420 0 0 32 0
C: UVB Quarz 5,0 2,6 1,0 58,1 » UVB-Schddigung:
D: UVA WG 335 0 2,8 53 0 ¢ Photoreaktivierung
E: PAR 0 0,1 5,1 0 ¢ Hailterung von Stammbkulturen
* MAA-Bildung
F: Gelblicht Gelbfolie 0 0 3,7 0 » Wellenldngenabhingigkeit der
Nr. 401 MAA-Bildung und der Photore-
aktivierung
G: Rotlicht Rotfolie 0 0 1,2 0 * Ausschlufl der Photoreaktivierung

Nr. 482

NAAOHLAN % TVIddLVIN

1t
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3.2.2 Bestrahlungsexperimente Teil I

UVB-Schddigung und Photoreaktivierung

Um UVB-Schédigung und Photoreaktivierung unabhéngig voneinander
untersuchen zu kénnen, wurden die Kulturen nacheinander Strahlung aus
den entsprechenden Wellenldngenbereichen ausgesetzt. Die Bestrahlung
zur UVB-Schéddigung fand im UVB-Feld statt. Als Bestrahlungsbehélter
wurden Plexiglasbehélter (GS 231, Réhm GmbH, Darmstadt) mit einer
offenen Bestrahlungsfliche von 225 cm? verwendet, die mit einer UV-
durchlédssigen Quarzscheibe (s. 3.2.1) abgedeckt waren. Da die Plexiglas-
behilter UVB-undurchléssig sind, erfolgte die Bestrahlung nur von oben.
Zur Photoreaktivierung unter UVA wurden direkt nach der UVB-Be-
strahlung die dafiir notwendigen Lampen in der Bestrahlungstruhe ausge-
wechselt. Um eine mdégliche Photoreparatur auszuschlieBen, wurden die
Behilter wiahrenddessen mit einem schwarzen Tuch abgedeckt und das
AuBenlicht ausgeschaltet. Sowohl nach der UVB-Bestrahlung als auch
nach der photoreaktivierenden Bestrahlung wurden Proben zur Dimerbe-
stimmung genommen (Abb. 3.2). Zum weiteren Wachstum der Kulturen
wurde sowohl direkt nach der UVB-Bestrahlung als auch nach der pho-
toreaktivierenden Bestrahlung jeweils 100-200 ml der Kulturen in Erlen-
meyerkolben gegeben und in photosynthetisch wirksamen Rotlicht ge-
hiltert. Je nach Versuchsansatz wurden entweder in Intervallen von I-
2 Tagen oder am Versuchsende Proben zur Bestimmung der Chlorophyll a
(Chl a)-Konzentration und der Zellzahl genommen.

Bildung und Abbau von Mykosporin-dhnlichen Aminosduren

Zur Untersuchung des Abbaus von Mykosporin-dhnlichen Aminoséuren
(MAAs) wurden Algenkulturen, die zuvor unter PAR gehiltert worden
waren, in Gelblicht oder in Dunkelheit gebracht. Abb. 3.3 zeigt schema-
tisch die Durchfiihrung dieser Versuche.
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je 500-800 ml

Ausgangskultur:

Zellkonzentration:
50-200 Zellen/ml

—

/

Zellkonzentration}

~
Chl a

A B
Quarz Quarz Quarz Quarz
= === i I =
UVB-Schidigung
Bestrahlung im
— UVB-Feld
; fiir 5-30 min
Dimer- WG 335 WG 335
Bestimmung | - :
| K 10 )
Photoreaktivierung
Bestrahlung | fiir 15-70 min
im UVA-Feld
M \ :
Wachstum Wachstum Dimer-
Bestimmung
im Rotlicht im Rotlicht
\ \ 4

Probenahme entweder in Zeitintervallen von
1-2 Tagen oder am Versuchsende

Abb. 3.2: UVB-Schidigung unter nicht photoreaktivierenden (A) und photoreaktivie-
renden Bestrahlungsbedingungen (B). Schematische Darstellung des Versuchsablaufs

und der Probenahme.
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Ausgangskultur:
im PAR-Feld bei

100 pmol Photonen m-2 s-1

Dunkelheit

Gelblicht

ZA

Bestrahlung unter Gelbfolie Die Erlenmeyerkolben wurden

bei 100 Iumol Photonen m-2 S-l mit Aluminiumfolie Uﬂd
schwarzen Tiichern umwickelt

Probenahme nach Probenahme nach
0, 6,9, 15 und 21 Tagen 0, 10, 32, 46 und 62 Tagen
Gesamte Versuchsdauer: 21 Tage Gesamte Versuchsdauer: 62 Tage

<N PN

MAA-Gehalt Zellkonzentration MAA-Gehalt Zellkonzentration

Abb 3.3: Abbau von Mykosporin-ghnlichen Aminosduren (MAAs) in Gelblicht und in
Dunkelheit. Schematische Darstellung des Versuchsablaufs und der Probenahme.

Untersuchung von Wellenldngenabhdngigkeiten

Zur Untersuchung der Wellenldngenabhéngigkeit a) der Induktion der
Photoreaktivierung, b) der MAA-Bildung und c) der Inhibition der Photo-
synthese wurden Algenkulturen im UV/PAR-Feld (a & b) bzw.
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UVB/UVA-Feld (c) unter verschiedenen Kantenabsorptionsfiltern expo-
niert (s. Abb. 3.1 & Tab. 3.2). Die Bestrahlungen fanden entweder direkt in
den oben beschriebenen Plexiglasbehiltern statt (a & b) oder in 100 ml
Quarzerlenmeyerkolben, die in diese Behilter gelegt wurden (c). Die Seiten
der Behilter wurden mit Gelbfolie abgedeckt und iiber die Behilter die
entsprechenden Kantenabsorptionsfilter gelegt. Da bei dem Kontrollansatz
(>460 nm) die verwendete Gelbfolie auch einen Teil des PAR-Wellen-
ldngenbereiches abschneidet, wurde bei diesem Ansatz der Abstand zur
Lampe um ca. 10 cm verringert, so daf} alle Kulturen mit gleichem PAR-
Photonenfluf3 bestrahlt wurden. In Abb. 3.4 ist der Versuchsablauf exem-

plarisch fiir die MAA-Bildung dargestellt.

Ausgangskultur:

Gelblicht
Zellkonzentration:
50-200 Zellen/ml

Bestrahlungsansitze: A// l \ je 1500 ml

WG320 WG335 WG360 GG420  >460nm
— T T T T—

Bestrahlung im UV/PAR fuir 5-10 Tage

Probenahme in Zeitintervallen von 12, 24 oder 48 h
Alle 48 h Verdiinnung auf die Ausgangszellkonzentration

T

| MAA-Gehalt | LChla ‘ ’ Zellkonzentrationl

Abb 3.4: Bildung von Mykosporin-ghnlichen Aminosduren (MAAs) in Abhingigkeit
vom Wellenldngenbereich der Strahlung. Schematische Darstellung des Versuchs-

ablaufs und der Probenahme,
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3.2.3 Der Sonnenscheinsimulator

Um anndhernd natiirliche Strahlungsbedingungen sowie einen erhéhten
UVB-Anteil zu simulieren, wurde ein sogenannter "Sonnenscheinsimula-
tor" eingesetzt, der von der Arbeitsgruppe Meeresphysik am Alfred-
Wegener-Institut entwickelt wurde. Weitere Beschreibungen dieses Be-
strahlungsgerites sowie Experimente mit selbigem sind in Abele-Oeschger
et al. (1997) und Bracher & Wiencke (1999) zu finden.

Der Sonnenscheinsimulator besteht im wesentlichen aus einer speziellen
Lampe, drei variablen Fliissigkeitsfiltern und einer kiihlbaren Be-
strahlungsvorrichtung. Als Lichtquelle fiir die Bestrahlung dient eine Me-
tallogenlampe (Philips MSR, 400 W), die ein der Sonne &hnliches Spek-
trum aufweist. Das Licht dieser Lampe fillt zuerst durch neutrale Ab-
schwidchungsfilter (Metallnetze), und dann durch drei hinter-
einandergeschaltete Flissigkeitsfilter und eine Diffusorscheibe. Die drei
Flissigkeitsfilter sind in ihrer Schichtdicke variabel und enthalten wilirige
Losungen aus Kupfersulfat (CuSOy; 9,8 g 1), Kaliumnitrat (KNOs; 3,8 g1™)
bzw. Kaliumchromat (K,Cr0,; 0,012g1'1) mit unterschiedlichen Ab-
sorptionsmaxima im Bereich des UVA/UVB-Spektrums (Abb. 3.5). Im
Strahlengang befindet sich ein doppelwandiges Probengefil3, das iiber
einen Thermostat gekiihlt wird.

1,2

—— Filter 1: KNO3
1 ,0 4 N R r Filter 2: K2CrOA
0,8 | N '.‘ = Filter 3: CuSO4

p
g
}

Absorption (relativ)
p o
) e

200 300 400 500 600 700 800
Wellenliinge (nm)

o
<

Abb. 3.5: Absorptionsspektren der in den Filtern befindlichen Salzlésungen
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Der ultraviolette Bereich der auf die Proben einfallenden Strahlung kann
entweder durch Verdnderung der Filterschichtdicke oder durch Konzentra-
tionsédnderungen der Fliissigkeiten variiert werden. Verschiedene neutrale
Abschwichungsfilter (Drahtnetze) unterschiedlicher Transmission
(zwischen 0,54 und 0,60) reduzieren den Photonenflufl der Ge-
samtstrahlung. Ausgehend von der Sonneneinstrahlung und den Vorgaben
(gewiinschte atmosphirische Bedingungen, Wassertiefe und Ozonkonzen-
tration) kann ein sogenanntes Soll-Spektrum errechnet werden. Das ent-
spricht dem Spektrum des Sonnenlichts, dem die Algen unter natiirlichen
Bedingungen ausgesetzt sind. Mit diesem Sollspektrum und mit dem ge-
messenen Lampenspektrum werden dann lber eine Anpassungsfunktion
die Einstellungen der Fliissigkeitsfilter (Hohe der Filter und Konzentration
der Fliissigkeiten) sowie die erforderliche neutrale Abschwéchung ermittelt
(Abb. 3.6).

Sonnenspektrum Lampenspektrum
Zenitdistanz neutrale
(Breitengrad, Abschwichung

Tages- und Jahreszeit) *

y Filter |
; N KNOI i,"
Ozonabsorption 3-Losung
Ozonkonzentration 7
J ;
* ( Filter 2
K2CrOg4-Losung
4 Rayleigh-Streuung \
Aerosolstreuung v
Wolkenbedeckung Filter 3
A + J C CuS0O4-Losung
) !
Wasserabsorption
(Wassertiefe) ( Diffusor )
— !
resultierendes Bestrahlungs-
Sollspektrum Spektrum

Abb. 3.6: Modell zur Anpassung des Soll-Spektrums
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3.2.4 Bestrahlungsexperimente Teil 11

Fir die Bestrahlungsversuche unter annidhernd natiirlichen Strahlungsbe-
dingungen wurde ein Spektrum verwendet, das den Bestrahlungsbe-
dingungen in der Antarktis (55°S) bei Sonnenh6chststand (21. Dezember)
und normaler UVB-Strahlung (360 Dobson Units; DU) bzw. einer erhéhten
UVB-Strahlung (140 DU) in einer Wassertiefe von 10 m entspricht. Fiir die
Versuche zur DNA-Schidigung wurde aufgrund der unter natiirlichen
Bedingungen nur geringen Dimerbildung ein Spektrum mit hohem Photo-
nenfluf} ausgewdhlt, das den natlirlichen Strahlungsverhéltnissen an der
Wasseroberfldche entspricht. Die spektrale Energieverteilung im Sonnen-
scheinsimulator wurde kurz vor der Bestrahlung mit Hilfe eines Spektro-
radiometers (UV-320D, Instrument Systems, Miinchen) im Wellenldngen-
bereich von 270-700 nm gemessen (Abb. 3.7). Aufgrund der auch im roten
Strahlungsbereich absorbierenden Lésung des Filters 3, kam es bei nor-
maler UVB-Bestrahlung (360 DU) zu einer verdnderten Einstrahlung im
Wellenldngenbereich >580 nm (Abb. 3.7). Die Probentemperatur betrug
bei allen Versuchen (4°+1)°C.

Akkumulation von MAAs

Zur Untersuchung der Akkumulation von MAAs unter normaler und
erhohter UVB-Einstrahlung wurden Kulturen verwendet, die zuvor bei
einem PAR-Photonenflufirate von 100 pmol Photonen m™s™' gehltert wur-
den. Sie wurden zundchst flir 5 Tage im Sonnenscheinsimulator an Son-
nenstrahlung mit normaler UVB-Strahlung (360 DU) gleichen Photonen-
flusses akklimatisiert und anschlieend fiir 3 Tage der erhshten UVB-
Strahlung ausgesetzt (140 DU) (Bestrahlungsspektren und Energiefliisse s.
Abb. 3.7A und Tab. 3.3). Die Bestrahlung fand in 50 ml Quarzbecher-
gldsern statt, auf die cine Quarzscheibe gelegt wurde. Nach insgesamt 5
und 8 Tagen wurden Proben zur Bestimmung des MAA-Gehaltes genom-

men.

Wachstum

Zur Bestimmung der Wirkung einer erhéhten UVB-Strahlung auf das
Wachstum wurden Kulturen von P. pseudodenticulata und T. antarctica flir
insgesamt je 5 Tage bei 360 DU oder 140 DU exponiert (Abb. 3.7A &
Tab. 3.3). Die Kulturen waren zuvor ohne UVB-Strahlung im PAR-Feld
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gehdltert worden. Die Bestrahlung fand in 50 ml Quarzbecherglédsern statt,
auf die eine Quarzscheibe gelegt wurde. Nach jeweils einem Tag Be-
strahlung wurden Proben zur Bestimmung der Zellzahl genommen.

1074 ——140 DU
3 ——360 DU

Energieflu (W cmi nm ')
=

28073307360 400 440 480 530 560 600 640 680
iB

-1

Energieflul (W cm nm )

] —140 DU
107" 360 DU

280320 360 400 440 430 520 560 600 640 680
"1 cC

1
)
3

m nm
=
1
d,

-2

A ——140 DU
——360 DU

280 320 360 400 440 480 520 560 600 640 680

1

—

<,
§

Energieflu (W e nm ') Energieflu} (W ¢

Palmer Station, 52°
10'7, 29.10.1990, 15°° UTC
ca. 370 DU

280 320 360 400 440 4807520 560 600 640 680

Wellenléinge (nm)
Abb. 3.7: Bestrahlungsspektren fiir die Versuche im Sonnenscheinsimulator: MAA-
Akkumulation und Wachstum (A), Photosyntheserate (B), Dimerbildung (C) sowie ein

Sonnenlichtspektrum an der Wasseroberfliche (D) (Daten von NSF, Biospherical In-
struments Inc., San Diego, USA).
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Photosyntheserate

Zur Bestimmung der Photosyntheserate unter normaler und erhéhter UVB-
Bestrahlung wurden Kulturen von T. antarctica flir jeweils eine Stunde bei
360 DU oder 140 DU bestrahlt (Abb. 3.7B & Tab. 3.3). Die Kulturen
waren zuvor ohne UVB-Strahlung im PAR-Feld bei 50 oder
180 pmol Photonen m™s™' gehiltert worden. Die Bestrahlung fand in 10 ml
Quarzflaschen statt, deren Seiten und VerschluBlstopfen mit schwarzem
Klebeband beklebt waren und die mit der nicht abgedeckten Unterseite
nach oben mittels einer Halterung im Wasserbad fixiert wurden. Hierdurch
kann Strahlung nur von oben in die GeféB3e eindringen, was den Vorteil hat,
daB durch die verschiedenen Filter, die auf die Bestrahlungsoberfliche
gelegt wurden, die Bestrahlung definiert verdndert werden konnte. Mit den
verwendeten Metallfiltern unterschiedlicher Transmission, konnten insge-
samt 15 unterschiedliche Bestrahlungsstérken im Bereich zwischen 10 und
1500 pmol Photonen m™ s eingestellt werden. Diese wurden kurz vor dem
eigentlichen Experiment in einer aufgeschnittenen Probenflasche und mit
den entsprechenden Filtern an der gleichen Position wie im Experiment mit
einem LichtmeBgerat (Biospherical Instruments) gemessen. Da in die Pro-
benflaschen nur ein kleiner Sensor paBte, wurde ein 4 n-Sensor (QSL 100)
verwendet. Nach einer Stunde Bestrahlung wurde der Inhalt der Flaschen
zur Bestimmung der Photosyntheserate weiter verarbeitet. Fiir die Bestim-
mung des Chla-Gehaltes wurden die Proben vor der Bestrahlung genom-

men.

Dimerbildung

Zur Bestimmung der Cyclobutyl-Pyrimidindimere (CPD) unter normaler
und erhohter UVB-Strahlung wurden Kulturen von P. pseudodenticulata
fiir ein und vier Stunden sowohl bei 360 DU als auch bei 140 DU bestrahlt
(Abb. 3.7C & Tab. 3.3). Die Kulturen waren zuvor unter AusschluB von
UVB-Strahlung im PAR-Feld bei 50 pmol Photonen m?s™' oder 180
umol Photonen m™?s ™! gewachsen. Die Bestrahlung im Sonnenschein-
simulator fand in 150 ml Quarzbecherglisern statt, auf die eine Quarzschei-
be gelegt wurde. Sofort nach Bestrahlungsende wurden Proben zur Be-
stimmung des Dimergehaltes genommen.
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Tab. 3.3: Energieverteilung fiir die verschiedenen Versuche im Sonnenscheinsimulator
MAAs und Zellzahl (A), Photosyntheserate (B), Dimerbildung (C) sowie eines natlirli-
chen Strahlungsspektrums an der Erdoberflidche (D) (s. Abb. 3.7)

Quvs Quva Qrar Quve/ Qaesamt PAR
(Wm?) (Wm?) (Wm?) *10°? (umol m? s
A 360 DU 0,020 3,9 24 0,07 102
140 DU 0,044 41 31 0,12 130
B 360 DU 0,25 49,2 300 0,07 1310
140 DU 0,56 51,6 388 0,12 1650
C 360 DU 1,15 48,1 247 0,38 1050
140 DU 2,90 53,2 267 0,90 1150
D 370 DU 1,01 43,0 333 0,26 1415

3.3 MeB- und Auswertungsmethoden

3.3.1 Zellzahl, ZellgroBie und morphologische Zellverinderungen

Zur Bestimmung der Zellzahl und der ZellgréBe der Diatomeen sowie fiir
die Bestimmung der morphologischen Zellverdnderungen wurde jeweils
20 ml Algenkultur aus den verschiedenen Versuchsansitzen in Plastik-
ScintillationsgefdBe gegeben und mit Formalin fixiert (gepuffert mit Na-
trium-Hexamin, Endkonzentration 1%). Um Zerstérungen der Kolonien
sowie die durch die Fixierung eventuell auftretenden morphologischen
Verdnderungen zu vermeiden, wurden sowohl die KoloniegréBe als auch
die Anzahl der Kolonien bei Phaeocystis antarctica direkt nach der Pro-
benahme in nicht fixierten Proben bestimmt.

Die Konzentration und die GroBe der Zellen/Kolonien wurden im In-
versmikroskop (Zeiss IM 35) nach der Methode von Utermohl (1958) be-
sttmmt. Zur Berechnung des Zellvolumens der Diatomeen wurden
30 Zellen je Kultur im Mikroskop vermessen. Bei der Berechnung des
Zellvolumens der Diatomeen wurde eine Zylindergeometrie, bei der
Berechnung des Kolonievolumens und des Volumens der Einzelzellen bei
Phaeocystis antarctica die Geometrie einer Kugel zugrunde gelegt.

Die Zellzahl (N) einer Phaeocystis-Kolonie wurde entsprechend der
Gleichung von Rousseau et al. (1994) aus dem Volumen ¥ (in mm?) der
jeweiligen Kolonien berechnet:
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logN =0,51-logV + 3,67 (3.1)

Gleichung 3.1 beschreibt eine Regressionsgerade, die aus den Daten ver-
schiedener Phaeocystis-Arten ermittelt wurde. Fiir den Koloniegréfien-
bereich der fiir die Versuche verwendeten Phaeocystis-Kulturen (10-
1500 um) ergab sich in der Zellzahlbestimmung ein Fehler zwischen 30
und 50%. Moglich gewesen wire auch eine direkte Zahlung, bei der zuerst
die Koloniematrix aufgelést wird und dann die Zellen gezdhlt werden. Da
auch diese Bestimmung einen hohen Fehler besitzt und noch dazu wesent-
lich zeitaufwendiger ist, wurde die indirekte Zdhlung hier vorgezogen.

3.3.2 Bestimmung von Wachstumsrate und Uberlebensrate

Die Wachstumsrate u einer unbestrahlten Kultur 146t sich wie folgt be-
rechnen (Eppley 1972):

= jn— 3.2
HEa (3.2)
N,: Zellkonzentration zum Zeitpunkt t (Zellen m1™)
N,: Zellkonzentration zum Zeitpunkt t, (Zellen m1™)

Attty

Die Uberlebensrate der Zellen nach schidigender UVB-Bestrahlung
wurde aus dem Anteil der {iberlebenden Zellen zum Zeitpunkt t (&,), der
Anfangskonzentration der Zellen (N,) sowie der Wachstumsrate einer un-
bestrahlten Kontrollkultur () berechnet (Erkldrung siehe 4.2.2). Die An-
fangszellkonzentration nach der UVB-Bestrahlung (#,) setzt sich aus der
Anzahl an lebenden, d.h. noch teilungsfihigen Zellen und dem Anteil an
Zellen zusammen, die nach der Bestrahlung nicht mehr teilungsfahig sind:

N, = N, (teilungsfihig) + N, (nicht teilungstdhig) (3.3)

oder:
N, =aN, +bN,

3.4
a+b=1 34)
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Fiir die nach der UVB-Bestrahlung wachsende Kultur gilt:

N/ = N (teilungsfdhig) + N, (nicht teilungsfihig) (3.5)
oder:
NY =aN,-e“ +bN, (3.6)
Die Uberlebensrate der UVB-bestrahlten Kultur kann dann aus der An-
zahl der lebenden Zellen zum Zeitpunkt t (¥, teilungsf.) und der Anfangs-
zellkonzentration (N,) berechnet werden:

Uberlebensrate (%) = a-100
_ N, (teilungsfihig)
N, -e"

100 3.7)

3.3.3 Quantifizierung und Identifizierung von UV-absorbierenden

Substanzen

In vivo-Absorption von Algenkulturen

Zur Ermittlung des in vivo-Absorptionverhaltens von Algenkulturen wurde
ein mit einer Ulbricht-Kugel ausgestattetes Spektrophotometer (Varian
Cary 3E) benutzt. Zwei ml der gekiithlten Kulturen mit einer Konzentration
von mindestens 20 ug Chl a 1! wurden in Quarzkiivetten von 1 cm Linge
gegeben und ein Absorptionsspektrum von 250-750 nm aufgenommen. Als
Referenz diente eine Kulturldsung, die zuvor zur Entfernung der Algen-
zellen und groBerer Partikel durch eine Spritzenfiltrationspatrone (0,2 um)
filtriert wurde.

Absorption von Algenextrakten

Zur Extraktion UV-absorbierender Substanzen und photosynthetischer
Pigmente wurden 50 bis 100 ml der Algenkulturen iiber Glasfaserfilter
(GF/C Whatman, 25 mm) filtriert. Die Filter wurden entweder bis zur
weiteren Behandlung bei -20°C eingefroren oder direkt in 80%igem Etha-
nol (24 h, 4°C) im Dunkeln extrahiert. Danach wurde der Extrakt
fiir 10 min bei 3000 g zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und in einem
Spektrophotometer (PU8 720 UV/Vis Spektrophotometer, Philips) ein Ab-
sorptionsspektrum zwischen 250 und 750 nm aufgenommen.
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Gesamtgehalt an UV-absorbierende Substanzen

Als MaB fiir den Gehalt an UV-absorbierenden Substanzen wurde der aus
den Absorptionsspektren ermittelte Absorptionskoeffizient einer Zelle
(Ay/Zelle; gemessen in | ml Volumen) verwendet. Er wurde mit Hilfe des
Lambert-Beerschen Gesetzes aus der Absorption (4 i) - gemessen im UV-
Maximum in einer Kiivette von 1 cm Lénge - und der im Extrakt bzw. in
der Kultur ermittelten Zellkonzentration Ny bestimmt:

A
Ay | Zelle = N”_Vd (em?) (3.8)

E

d: Schichtdicke der Kiivette (cm)
N;: Zellkonzentration des Extraktes oder der Kulturtdsung (Zellen cm™)

Da Zellzdhlungen von Phaeocystis antarctica-Kolonien einen grof3en
Fehler aufweisen, wurden flir sie als MaB3 flir den Gehalt an UV-absorbier-
enden Substanzen das Verhiltnis der Absorption im UV-Maximum zur
Absorption des Chlorophyll a bei 664 nm verwendet (4 yyss4).

Der Gesamtgehalt an UV-absorbierenden Substanzen wurde auch als in-
direkte Bestimmung des zelluliren MAA-Gehaltes verwendet (Erklérung s.
Kap. 4.2).

Berechnung von Abschirmungsfaktoren

Aus der in vivo-Absorption der Algenkulturen wurden zur Beurteilung der
Schutzwirkung von Mykosporin-dhnlichen Aminosduren (MAAs) soge-
nannte Abschirmungsfaktoren (S) - im englischsprachigen werden sie als
"sunscreen-factors" bezeichnet - entsprechend den Gleichungen von Gar-
cia-Pichel (1994) berechnet. Bei der Berechnung der Abschirmungsfak-
toren wird angenommen, daf3 die absorbierenden Substanzen homogen in
der Zelle oder Kolonie verteilt sind und sich die zu schiitzende Struktur
(z.B. DNA) im Zentrum der Zelle befindet. Die Werte von S sind wellen-
langenabhédngig (normalerweise werden sie fir das Absorptionsmaximum
berechnet) und kénnen zwischen 1 (alle Photonen werden absorbiert) und 0
(keine Absorption) variieren.
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J, —J
S — tor bkg (3.9)
1-J,,

Jbk: Wirkungsfaktor fiir die Hintergrundabsorption der Zelle
Jror: Wirkungsfaktor der Selbstbeschattung der ganzen Zelle

Jbkg und Jror wurden berechnet nach:

1 &2 -1

J, o =1-—
bkg ar 2y X (3.10A)
1 €—2aAr _1

ot ar - 2(a‘r)2 (3. 1 OB)

Wobeli  der Radius der Zellen oder der Phaocystis-Kolonien ist, und ag
der aus dem oben beschriebenen zelluldren Absorptionskoeffizienten der
Kulturen (Absorption einer Zelle in einem ml Volumen) berechnete Ab-
sorptionskoeffizient des Zellvolumens (Absorption einer Zelle pro Zell-
volumen, F) ist. Da zur Berechnung der Abschirmungsfaktoren der Basis e
spezifische Absorptionskoeffizient benstigt wird, mufl mit dem entspre-
chenden Faktor multipliziert werden.

a :2.304-% 3.11)

Jtot wurde von Kulturen bestimmt, die unter mittleren Strahlungs-
verhdltnissen von 100 pmol Photonen m™?s™ gehiltert wurden und J bkg
von in Gelblicht gehélterten Kulturen, die nur einen geringen Gehalt an
UV-absorbierenden Substanzen aufweisen. Das mittlere Zellvolumen
wurde durch diese unterschiedliche Bestrahlung nicht signifikant verédndert.
Fiir Diatomeenzellen sowie flir Phaeocystis-Zellen und -Kolonien wurde
zur Berechnung des Radius aus dem Zell- bzw. Kolonievolumen eine
Kugelgeometrie zugrunde gelegt.
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Identifizierung und Quantifizierung von MAAs

Die Mykosporin-dhnlichen Aminosduren (MAAs) wurden mit Hilfe der
Hochleistungs-Fliissigchromatographie (HPLC) unter Verwendung eines
Waters 600 MS HPLC-Systems aufgetrennt und quantifiziert (Methode
nach Nakamura et al. 1982, Dunlap & Chalker 1986). Alle Chemikalien
waren von Merck und besaBen HPLC-Reinheit. Jeweils 50-100 ml der Al-
genkulturen wurden mit Unterdruck tUber Glasfaser-Filter (GF/C Whatman,
25 mm) filtriert, die Filter in Probengefile gegeben, sofort in fliissigem
Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei -70°C aufbe-
wabhrt.

Zur Extraktion der MAAs aus den Algenzellen wurden die aufgetauten
Filter mit 1,5 ml 25%igem Methanol versetzt und fiir 24 h bei 4°C extra-
hiert. Nicht geloste Partikel wurden durch Filtration {iber Glasfaserfilter
(GF/C Whatman) entfernt. Jeweils 10 pl des Filtrats wurden in die Proben-
sdule (RP-8, 25 cm, Waters), die von einer Vorsdule (RP-8, 1 cm, Waters)
geschiitzt war, eingebracht. Die MAAs wurden isokratisch mit 15%
Methanol und 0,06% Essigsédure (V/V) bei einer FluBrate von 0,7 ml min-!
und 20°C eluiert. Die Detektion der MAAs aus dem Eluat erfolgte mittels
eines Photodiodenarrays (Waters 966) durch UV-Absorptionsmessung bei
der maximalen Absorption der MAAs im Bereich zwischen 320 und
340 nm. Die entsprechenden MAAs wurden durch Vergleich ihrer Retenti-
onszeit und Absorptionsmaxima mit bekannten Standards, die freundli-
cherweise von F. Garcia-Pichel (MPI flir marine Mikrobiologie, Bremen)
zur Verfligung gestellt wurden, identifiziert. Da die Konzentration dieser
Standards nicht bekannt war, wurde die MAA-Konzentration in den Proben
iber die Absorptionsfldche und den aus der Literatur bekannten molaren
Extinktionskoeffizienten berechnet: Shinorin: Es34 = 44668 (Stochaj et al.
1994), Porphyra-334: E;334=43300 (Takano et al. 1978). Im Falle des
instabilen Mykosporin-Glycins wurde, wie bei Dunlap & Chalker (1986)
beschrieben, der Extinktionskoeffizient des stabilen Methylesters verwen-
det: E310 =28100 (Ito & Hirata 1977).
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3.3.4 Chlorophyli- und Photosynthesemessungen

Fluorometrische Bestimmung der Konzentration an Chlorophyll a

10 bis 100 ml der Algenkulturen wurden mit Unterdruck tber Glasfaserfil-
ter filtriert (GF/C Whatman, 25 mm), in der Zellmiihle homogenisiert und
in Aceton (90%) fiir zwei Stunden bei 4°C im Dunkeln extrahiert. Die
Konzentration an Chlorophyll a (Chl a) wurde fluorometrisch im Turner-
Fluorometer nach der Methode von Evans et al. (1987) bestimmt. Pro Ver-
suchsansatz wurden jeweils zwei bis drei Parallelen gemessen und daraus
der Mittelwert bestimmt.

Bestimmung der Photosyntheserate

Die Bestimmung der Photosyntheserate erfolgte tiber die Messung der 14C-
Assimilation nach einstiindiger Bestrahlung im Sonnenscheinsimulator.
Dazu wurden 10 ml der entsprechenden Kultur in die Bestrahlungsgeféfe
gegeben und fiir 15 min in Dunkelheit gehalten, bevor sie mit 0,7-
1,0 uCi/10 ml (2590-3700 Bq/10 ml) NaH'*CO; (Amersham Buchler)
inkubiert wurden. Nach genau einer Stunde Bestrahlung im Sonnenschein-
simulator wurden die Proben in 20 ml Plastikgeféfe tiberflihrt. Durch Zu-
gabe von 100 pl 6N HCI wurde die Photosynthese gestoppt. Um das restli-
che anorganische “C0, zu entfernen, wurden die Proben anschlieBend fiir
24 h geschiittelt. Nach Zugabe von jeweils 10 ml Scintillationscocktail
(Quickzint 1, Zinsser) wurde die Radioaktivitdt in einem Scintillations-
zdhler (Canberra-Packard, 2550 TR/LL) gezdhlt. Die Berechnung der
Kohlenstoff-Aufnahmeraten erfolgte nach Strickland & Parsons (1972) aus
der Gesamtaktivitdt, den Dunkelproben und den Werten der lichtinkubier-
ten Proben. Die Parametisierung der Photosynthese-Strahlungskurven (PI-
Kurven) erfolgte mit Hilfe des Modells von Eilers & Peeters (1988). Bei
diesem dynamischen Modell wird die Lichthemmung, im Gegensatz zu den
oft benutzen statischen Modellen mitberiicksichtigt.

Messung der Quantenausbeute des Photosystems IT (PS I1)

Die Quantenausbeute des PSII, die im Englischen als "quantum yield"
bezeichnet wird, wird bestimmt als Quotient aus variabler Fluoreszenz (F,)
und maximaler Fluoreszenz (F) und gilt als ein relatives MaB fiir die
Wirksamkeit der Photosynthese. Sie gibt an, mit welcher Effektivitit die
Anregungsenergie aus den Antennenkomplexen in die "gedffneten" Reak-
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tionszentren des PSII iibertragen wird. Ein weiterer Parameter ist die
Grundfluoreszenz (F,) aus der sich die variable Fluoreszenz berechnen 148t
(F, =F,-F,). F,ist ein Maf, ab welcher Lichtintensitit eine Ladungstren-
nung im PSII induziert wird; F, ist die maximale Fluoreszenz bei
geschlossenem PS [I-Zentrum.

Die verschiedenen Fluoreszenzparameter wurden mit Hilfe eines Puls-
Amplituden-Modulierten Fluorometers (PAM Walz, Effeltrich) gemessen.
Vorteil dieser fluorometrischen Methode ist, daf3 sie es erlaubt, Photosyn-
thesemessungen auch in vivo sehr schnell durchzuflihren.

Zur Ermittlung der Grundfluoreszenz F,, bei der alle Reaktionszentren
vollstdndig gedffnet sind und der Primédrakzeptor oxidiert ist, wurden die
bestrahlten Kulturen zuerst flir 15 min in Dunkelheit gebracht und dann in
einer Quarzkiivette mit einem MeBlicht geringer Intensitét bestrahlt. Nach
einem kurzen, starken Séattigungspuls, durch den alle Primérakzeptoren
vollstdndig reduziert werden, konnte dann die maximale Fluoreszenz (F,,)
gemessen werden.

3.3.5 Wirkungskurven fiir MAA-Bildung und Photoinhibition

Zur Untersuchung der Wellenldngenabhéngigkeit von MAA-Akkumulation
und Photoinhibition (Reduktion der Quantenausbeute des PS IT) wurden
polychromatische Wirkungskurven erstellt. Im folgenden werden
Verdnderungen der MAA-Konzentrationen und Quantenausbeuten als
Wirkung bezeichnet. Um die Wellenldngenabhingigkeit der Wirkung
beschreiben zu kdnnen, wurden aus den verwendeten Spektren (Abb. 3.1)
fiir aufeinanderfolgende Kantenabsorptionsfilter durch einfache Subtrak-
tion sogenannte Differenzspektren gebildet (Abb. 3.8). Desweiteren wurde
die spektrale Wirksamkeit als Quotient aus Wirkungsdifferenz und Integral
des entsprechenden Differenzspektrums (A7) definiert, um eine auf die
Energiedosis normierte Grofe zu erhalten (Rundel 1983):

A Wirkung

spektrale Wirksamkeit (A)= AIA)

(3.12)

Diese spektralen Wirksamkeiten wurden gegen den Medianwert der jewei-
ligen Differenzspektren aufgetragen (Abb. 3.8).
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Abb. 3.8: Energieflul-Differenzspektren des fiir die Wellenldngenabhingigkeit der
MAA-Bildung verwendeten UVB/PAR-Feldes (A) und des fiir die Wellenldngenab-
hdngigkeit der Photoinhibition verwendeten UVB/UVA-Feldes (B). Die Zahlen
bezeichnen die Medianwerte und die Balken die 90%ige Bandbreite der Energiediffer-

enzen.

3.3.6 Bestimmung der Cyclobutyl-Pyrimidindimere (CPD)

Zur Quantifizierung der Cyclobutyl-Pyrimidindimere (CPD) wurde je nach
Versuchsansatz entweder ein Radioimmunoassay (RIA) oder ein enzymge-
koppelter Immunoassay (ELISA) verwendet. Beide Bestimmungsmethoden
beruhen auf der Erkennung der Dimere durch spezifische Antikérper.
Wihrend jedoch bei dem im Radioimmunoassay verwendeten polyklonalen
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Antiserum (IV7, Arbeitsgruppe Wellmann, Freiburg) hauptsédchlich
Thymindimere (T[]T) bestimmt werden (Buchholz 1996), weist der fiir den
ELISA verwendete Antikérper (TDM-2, Arbeitsgruppe Nikaido, Japan)
keine definierte Spezifitdt fiir die einzelnen CPD-Spezies auf (Mori et al.
1991).

Einer der wesentlichen Vorteile des RIA ist auller der hohen Spezifitdt
fir T[]T die Bestimmung der absoluten Konzentration tiber Eichkurven.
Die Ergebnisse des ELISA hingegen liefern nur relative Angaben der CPD-
Gesamtmenge. Absolute Konzentrationsangaben der CPD oder gar einzel-
ner Dimerspezies, z.B. T[]T, sind bislang in diesem ELISA nicht moglich.
Allerdings ist die Empfindlichkeit der CPD-Messung im ELISA wesentlich
hoéher. Weitere Vorteile sind, da wesentlich geringere DNA-Mengen
benétigt werden (ca. 1/10 der im RIA benétigten DNA-Menge) und die
Methode einfacher und schneller angewendet werden kann.

Bei beiden Methoden muf3 die Desoxyribonukleinsdure (DNA) zuerst
aus dem bestrahlten Algenmaterial isoliert werden. Fiir den RIA muf
auflerdem die zu untersuchende DNA vollstdndig hydrolysiert werden, da
das eingesetzte Antiserum nicht innerhalb der DNA bindet.

Probenahme und DNA-Isolierung

50 bis 500 ml der zu bestimmenden Kulturen wurden sofort nach Be-
strahlungsende im Dunkeln tiber Nucleopore-Filter abfiltriert (2 pm Poren-
grofie; 2,5 cm Durchmesser; Satorius), die Filter in Eppendorf-Reaktions-
gefdBe gegeben und sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren. Bis zur
weiteren Bestimmung wurden die Proben bei -70°C gelagert.

Zur DNA-Isolierung wurden die tiefgefrorenen Proben aufgetaut und mit
1200 pl Extraktionspuffer (2% CTAB; 1,4 M NaCl; 0,2% 2-Mercap-
toethanol; 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCL (pH 8,0)) und einer Spatel-
spitze Glaskugeln versetzt. Zur Extraktion wurde die Ldsung fiir 30 min
unter gelegentlichem Schiitteln bei 60°C inkubiert und 10 min bei
15000 min™! zentrifugiert, wobei die Zelltrimmer ein Pellet bildeten.
1000 pl des klaren Uberstandes wurden mit dem gleichen Volumen Chlo-
roform-Isoamylalkohol (V/V, 24:1) versetzt und geschiittelt. Nach erneuter
Zentrifugation (10 min, 15000 min-!) wurden 800 ul der oberen wafrigen
Phase abgezogen und die DNA durch Zugabe von 530 pl kaltem (-20°C)
Isopropanol ausgefillt. Bei diesem Schritt wurde die DNA-Extraktion
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unterbrochen und die Proben bis zur weiteren Aufarbeitung (2-10 Tage
spéter) bei -30°C aufbewahrt. (Methode modifiziert nach Doyle & Doyle
1990). Zu beachten ist, da} bei dieser Extraktionsmethode auch die Ribo-
nukleinsdure (RNA) mitextrahiert wird. Diese enthélt jedoch keine T[]T, da
in der RNA Thymin durch Uracil ersetzt wird.

Bestimmung der DNA-Konzentration

30 pl des Aliquots der oberen Phase der Chloroform-Isoamylalkoholex-
traktion wurden durch Zugabe von 20 pl kaltem Isopropanol 30 min bei -
10°C gefillt. Nach dem Zentrifugieren (30 min, 4°C, 15000 min™") wurde
das DNA-Pellet in 70 pl destilliertem Wasser aufgenommen und 10 min
geschiittelt. Die geloste DNA wurde in 1 pl-Quarz-Prézisionskiivetten
(Hellma) gegeben und die Extinktion im Spektrometer (Utrospec III,
Pharmacia) bei den Wellenldngen 260 und 280 nm gemessen. Die
Konzentrationen wurden nach der Vorgabe filir doppelstringige DNA
berechnet (Sambrook et al. 1989):

o1
1 ug DNA mi ‘=%OD(H,,,,,,) (3.13)

OD : Optische Dichte

Hydrolyse der DNA

Das in Isopropanol gefillte DNA-Pellet wurde fiir 30 min bei 4°C zentrifu-
giert und der Uberstand ohne Beschiddigung des DNA-Pellets mit einer
Pasteurpipette abgezogen. Das DNA-Prizipitat wurde 30 min bei Raum-
temperatur leicht angetrocknet und in 1,8 ml 90%-iger Ameisensdure
geldst. Die DNA-Lgsung wurde quantitativ in starkwandige Reagenzgliser
(100 mm x 10 mm) tberfiihrt. Diese wurden zugeschmolzen, in Haushalts-
papier eingewickelt und in verschraubbaren Aluminiumbehéltern
(Explosionsschutz) im Trockenschrank fiir 75 min bei 175°C erhitzt. Nach
20miniitiger Abkthlung bei Raumtemperatur wurden die Behilter in
flissigem Stickstoff fiir mindestens weitere 20 min gekiihlt, um die
Ampullen gefahrlos aufbrechen zu kénnen. Der aufgetaute Inhalt jeder
Ampulle wurde zu gleichen Volumen (je 800 pul) in zwei 1,5-ml-Eppen-
dorfreaktionsgefdfe pipettiert und mit Hilfe eines Vakuumkonzentrators
bei 60°C eingedampft. Der Riickstand wurde durch 15 miniitiges Erhitzen
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auf 60°C in 50 pl Kaliumphosphatpuffer (0,15 M, pH 7,0) gelost und im
RIA eingesetzt.

Dimerbestimmung im Radioimmunoassay (RIA)

Voraussetzungen fiir einen Radioimmunoassay sind, daf3 das zu bestim-
mende Antigen (hier: T[]T) auch in radioaktiver Form verfligbar ist und
dagegen ein spezifischer Antikorper hergestellt werden kann (ausfiihrliche
Beschreibung in Chard 1978). Werden Antigen (T[]T) und Antikorper
zusammengebracht, so bilden sie in einer reversiblen Reaktion einen Anti-
gen-Antikérper-Komplex aus. Im Gleichgewichtszustand ist bei konstanter
Antikérperkonzentration die Verteilung des Antigens zwischen freier und
gebundener Form allein von der Konzentration des Antigens abhéngig. Im
RIA werden deshalb konstante Mengen an radioaktiv markierten T[]T
zugegeben. Diese markierten T[]T konkurrieren mit den in der DNA be-
findlichen unmarkierten T[]T um die Bindungsstellen am Antikorper. Je
mehr unmarkiertes T[]T vorhanden ist, desto weniger markiertes T[]T wird
an den Antikorper gebunden. Nach Einstellung des Gleichgewichts wird
die Radioaktivitdt des abgetrennten T[]T-Antikorper-Komplexes gemiessen
und mit Hilfe einer Eichkurve (s. Abb. 3.9) die Konzentration des
unmarkierten T[]T bestimmt. ’

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete RIA zur Bestimmung von
T[T wurde von Klocker et al. (1982) entwickelt und von der Arbeits-
gruppe Wellmann (Universitdt Freiburg) verbessert. Die wichtigsten In-
formationen Uber das von dieser Arbeitsgruppe hergestellte Antiserum
(IV7) und die T[]T-Losungen sind in Buchholz (1996) zu finden.

Durchfithrung

Das oben beschriebene geléste DNA-Hydrolysat wurde mit 25 pl Antise-
rumldsung und 25 pl mit Tritium (CH) markierter T[]T-Losung (8.107 M,
600 Bq, Buchholz 1996) versetzt, kurz zentrifugiert und fiir mindestens
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 300 pl einer
auf 8°C gekiihlten Ammoniumsulfatldsung (80% gesittigt bei 25°C), wur-
den die Proben nach einer Féllungszeit von 30 min (8°C) zentrifugiert
(5 min, Raumtemperatur, 13500 min™"). Der Uberstand wurde vom Pellet
mit dem Protein-Antikdrper-T[]T-Komplex vollstdndig abgezogen. Nach
Zugabe von 100 pl eines Proteinl6sers (Soluene 350; Canberra-Packard,
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Frankfurt) wurde der noch feuchte Niederschlag durch kurzes Schiitteln
vollstindig suspendiert. Die Suspension wurde in 3 ml Scintillationslésung
(Rotiszint 11, Roth, Karlsruhe), die in 5-ml-Kunstoff-Scintillationsgefden
(Pico Prias Vials, Canberra-Packard, Frankfurt) vorgelegt war, iberfiithrt
und jede Probe 5 min lang in einem Fliissigkeits-Scintillationszéhler (LS
1801, Beckmann, Miinchen) gezéhlt.

Eichkurve zur Quantifizierung der Thymindimere

Fiir die Erstellung von Eichkurven wurde zu 50 ul DNA-Hydrolysat aus
unbestrahlten Kontrollkulturen unmarkiertes T[]T unterschiedlicher
Konzentration (zwischen 107 und 10° M T[]T) zugesetzt und mit 25 pl
Antiserumlésung sowie 25 pl radioaktiv markiertem T[]T (8.10° M) ver-
setzt (Buchholz 1996). Es wurden jeweils zwei Parallelen gemessen und
der arithmetische Mittelwert der Z&hlraten gegen die eingesetzte Menge an
nicht radioaktivem T[]T aufgetragen. Aus diesen Kurven, die bei halbloga-
rithmischer Auftragung einen annihernd sigmoiden Verlauf zeigen (Abb.
3.9), wurde die T[]T-Konzentration des Hydrolysates abgelesen (graphi-
sche Interpolation) und die T[]T-Menge je nach Bedarf entweder pro Zelle
oder pro pg DNA berechnet. Es wurde angenommen, daf3 in unbestrahlten
Kontrollkulturen keine Dimere vorhanden sind. Eine eventuell geringe Di-
mermenge in diesen Proben wiirde weit unterhalb der Nachweisgrenze lie-

gen.
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Abb. 3.9: Beispiel einer fiir den RIA verwendeten Eichkurve zur Bestimmung von
Thyminidimeren.
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Fir jeden Probenansatz wurde eine neue Eichkurve mit unbestrahlten
Kontrollkulturen gleichen DNA-Gehaltes angefertigt. Der Fehler der Di-
merbestimmung lag im Bereich zwischen 5 und 10%.

Dimerbestimmung im Enzymgekoppelten Immunoassay (ELISA)

Bei der Verwendung des CPD-spezifischen Antikérpers (TDM-2) im
ELISA muf} die zu untersuchende DNA in denaturierter Form vorliegen. In
einem ersten Schritt wird die DNA an die aktivierte Oberfliche von
Mikrotiterplatten gebunden. Durch Zugabe eines primiren Antikdrpers
(hier: TDM-2) bildet sich dann ein Antigen-Antikdrper-Komplex aus. Ein
zweiter, sekundédrer Antikorper, der diesen Antigen-Antikdrper-Komplex
erkennt, wird nach mehrmaligem Waschen der Platte dazugegeben. Er ent-
hilt eine alkalische Phosphatase, welche mit grofer Geschwindigkeit ein
zugegebenes, farbloses Substrat zu einem farbigen Substrat umwandeln
kann. Durch Messung der Extinktion wird anschlieBend die Menge des ge-
bundenen Antikdpers und somit der relative Gehalt an CPD bestimmt.

Durchfithrung

Fir jede Bestimmung mufBte eine DNA-Menge zwischen 50 und 500 ng
eingesetzt werden. Diese wurde zu je 50 ul in die Vertiefungen der Mikro-
titerplatten (Dynatech, Mikroelisa Immulon) pipetiert. Zur Denaturierung
der DNA wurden die Mikrotiterplatten bis zur vollstdndigen Trocknung der
Platten flir ungeféhr eine Stunde in den auf 100°C geheizten Trocken-
schrank gestellt. Nach 5-maligem Waschen mit PBS-T-Puffer (Phosphat-
gepufferte Salzlosung: 10 mM NaCl, pH 7,4) wurden je 200 ul einer frisch
hergestellten 3% (W/V) BSA-Losung zugegeben, danach die Platte ab-
gedeckt und fiir 60 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde 5 mal mit
PBS-T-Puffer gewaschen, je 50 ul des primédren Antikérpergemisches
(TDM-2 in PBS) dazugegeben und die Platte abermals fiir mindestens
30 min bei 37°C inkubiert. Nach Smaligem Waschen mit PBS-T wurden
50 pl des sekunddren Antikorpers (HRP: Kaninchen-Anti-Maus-Antikér-
per, Meerrettichperoxidase-gekoppelt, 1:2000 verdiinnt in PBS-Puffer) pro
Vertiefung aufgetragen und die Platte abgedeckt fiir mindestens 30 min bei
37°C inkubiert. Danach wurde wieder dreimal mit PBS-Puffer und zweimal
mit Citrat-Phosphat-Puffer (24 mM Citonensdure, 50 mM
Na,HPO,12 H,0O, pH 5,0) gewaschen. Zur Nachweisreaktion wurden
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jeweils 100 pul eines frisch hergestellten OPD-H,0,-Gemisches (0,04%
o-Phenylendiamin (W/V), 0,007% H,0, in Citrat-Phosphat-Puffer) ziigig
zupipettiert. Nach 15 min (37°C, abgedeckt) wurde die Platte betrachtet
und bei ausreichender Farbung die Reaktion durch Zugabe von je 50 pul
2 M H,SO, abgestoppt. Die Platte wurde im ELISA-Reader (MR 4000,
Dynex) bei 490 nm gemessen. Von den Extinktionswerten wurde die Ex-
tinktion der Kontrolle (keine Zugabe von DNA) abgezogen und die Mit-
telwerte aus den Doppel- bis Vierfachbestimmungen errechnet.






4 ERGEBNISSE

4.1 UVB-Schiadigung und Photoreaktivierung

Das folgende Kapitel beinhaltet Untersuchungen iiber die UVB-Schidigung
und deren Photoreparatur durch Photoreaktivierung auf der molekularen
und zelluldren Ebene. Auf der molekularen Ebene werden die in der Des-
oxyribonukleinsdure (DNA) gebildeten Cyclobutyl-Pyrimidindimere (CPD)
als MaB fiir eine Schidigung und Reparatur quantifiziert. Auf der zelluldren
Ebene wird die Auswirkung von Schidigung und Reparatur auf die Zell-
morphologie sowie die Teilungsfihigkeit der Zellen untersucht. Wesentli-
cher Bestandteil des Kapitels sind Untersuchungen iiber die Abhéngigkeit
der Schidigung und Photoreaktivierung von der Stdrke, Dauer und Dosis
der UVB- bzw. UVA-Strahlung sowie die Abhéngigkeit der Photoreaktivie-
rung von der spektralen Zusammensetzung des Strahlungsfeldes, an das
die Algenkulturen vor der Schddigung akklimatisiert waren.

Zur Bestimmung der Dimerkonzentration wurden zwei verschiedene
Methoden angewendet: der sogenannte Radioimmunoassay (RIA) und der
enzymgekoppelte Immunoassay (ELISA). Wesentlicher Unterschied dieser
beiden Bestimmungsmethoden ist, dall im RIA hauptsédchlich Thymindi-
mere (T[]T), im ELISA dagegen die Gesamtmenge an CPD quantifiziert
werden (ndheres dazu in Kap. 3). Wurden die Dimere im RIA bestimmt,
werden sie im folgenden als "Thymindimere" bezeichnet, wurden sie im
ELISA bestimmt, wird die Bezeichnung "Gesamt-CPD" verwendet.

In Vorversuchen wurden zunéchst geeignete Bestrahlungszeiten und
—stdrken ermittelt, unter denen eine UVB-Schéddigung und Photoreaktivie-
rung sowohl auf molekularer als auch auf zelluldrer Ebene mef3bar waren.
Dabei sind folgende Punkte von Bedeutung:

1. Zur getrennten Untersuchung von UVB-Schiddigung und Photoreakti-
vierung mufite die UVB-Bestrahlung und die photoreaktivierend wirk-
same UV A-Bestrahlung nacheinander erfolgen.

2. Die Dauer der UVB-Bestrahlung war kurz und lag im Bereich von we-
nigen Minuten, um eine gleichzeitige Reparatur durch den kurzwelligen
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und somit photoreaktivierend wirksamen UVA-Anteil des verwendeten
Strahlungsfeldes (vgl. Abb. 3.1) gering zu halten.

3. Die gebildeten Dimermengen waren grofl genug, um mit den verwen-
deten Bestimmungsmethoden (ELISA und RIA) quantifiziert zu wer-
den. Dies wurde durch einen entsprechend hohen UVB-Strahlungsflufl
erreicht.

4. Dagegen war zur Bestimmung der UVB-Schidigung auf zelluldrer
Ebene der UVB-Strahlungsflufl méglichst niedrig, so daff zumindest ein
Teil der Zellen noch teilungs- und tiberlebenstihig war.

Anhaltspunkte fiir die zu Beginn der Untersuchung verwendeten Be-
strahlungszeiten und -stirken lieferten Untersuchungen an héheren Pflan-
zen mit dhnlichen Lampensystemen (Riegger 1991, Buchholz 1996) und
Untersuchungen an antarktischen Diatomeen (Karentz et al. 1991a). Vor-
versuche ergaben, daf} flir die UVB-Schédigung Bestrahlungszeiten von 5-
30 min und UVB-Bestrahlungsstirken zwischen 1,7 und 5 W m™ geeignet
waren (nicht dargestellte Ergebnisse). Diese UVB-Bestrahlungsstirken la-
gen damit im Vergleich zur natiirlichen UVB-Bestrahlung um das 3 bis
50fache hoher (vgl. Kap. 1.2 sowie Tab. 3.2 & Tab. 3.7). Fir die photo-
reaktivierende Bestrahlung im UVA-Feld wurde eine Bestrahlungsdauer
zwischen 15 und 70 min und eine UVA-Bestrahlungsstidrke von 0,3 bis
2,8 W m™ verwendet; sie ist in etwa mit einer natiirlichen Bestrahlung bei
einer Gesamtbestrahlungsstirke von 100 pmol Photonen m™?s™ vergleich-
bar (vgl. Tab. 3.3).

Zum einfacheren Verstdndnis der folgenden Experimente werden noch-
mals die wichtigsten Bestrahlungsarten zusammengefafit. Die Charakte-
ristika und Bezeichnungen der verwendeten Bestrahlungsfelder sind in
Kap. 3.2 (Abb. 3.1 & Tab. 3.2) zu finden.

» UVB-Bestrahlung: Im UVB-Feld bei einer Bestrahlungsstirke von
5 W m™(falls keine anderen Angaben erfolgen).

» Photoreaktivierende Bestrahlung: Im UVA-Feld bei einer Bestrahlungs-
stirke von 2,8 W m™(falls keine anderen Angaben erfolgen).

» UVB mit anschlieBender photoreaktivierender Bestrahlung: mit PR.

» UVB ohne anschlieBende photoreaktivierende Bestrahlung: ohne PR.

> Nicht photoreaktivierende Strahlungsbedingungen: Bestrahlung im
Rotlicht.
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Alle Kulturen wurden, sofern keine anderen Angaben erfolgen, vor der
UVB-Bestrahlung im PAR-Feld bei einem mittleren Photonenflul von
100 umol Photonen m?s™! gehéltert. Dieses Feld besitzt nur einen geringen
UVA- und keinen UVB-Anteil (vgl. Abb. 3.1 & Tab. 3.2).

Fiir die folgenden Abschnitte 4.1.1 bis 4.1.4 wurden exemplarisch die
Ergebnisse mit der Diatomee Porosira pseudodenticulata ausgewihlt.
Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir andere Diatomeen wie Thalassio-
sira tumida und T. antarctica sowie fiir die Prymnesiophyte Phaeocystis

antarctica gefunden.

4.1.1 Bildung und Reparatur von Cyclobutyl-Pyrimidindimeren

Der erste Versuchsansatz zeigt die bei der Diatomee P. pseudodenticulata
durch UVB-Bestrahlung gebildeten Thymindimere (T[]T) sowie ihre Re-
paratur unter verschiedenen nachfolgenden Bestrahlungsbedingungen.
Dazu wurden die Kulturen fiir 10 min oder 20 min mit UVB bestrahlt und
anschliefend flir 60 min dunkel gestellt, in Rotlicht gebracht oder gleich
anschliefend mit UVA bestrahlt. Die Bestimmung der Dimerkonzentration
erfolgte sowohl direkt nach der UVB-Bestrahlung (Kontrolle) als auch nach
der 60 miniitigen Behandlung,.

Nach einer UVB-Bestrahlung von 10 min kam es bei P. pseudodenticu-
lata zu einer deutlichen T[]T-Bildung, die nach weiteren 10 min um fast
das Doppelte zunahm (Abb. 4.1). Durch eine sich der UVB-Bestrahlung
anschlieBende UVA-Bestrahlung kam es bei beiden UVB-Bestrahlungszeiten
zu einer deutlichen Reduktion der Dimere von mehr als 60%. Im Rotlicht
oder im Dunkeln wurden dagegen innerhalb von 60 min keine Dimere re-
pariert. Kulturen, die erst 8 h nach der UVB-Bestrahlung photoreaktivie-
rend bestrahlt wurden, wiesen ebenfalls keine signifikante Dimerreparatur
auf (Abb. 4.1).
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Abb. 4.1: Bildung und Reparatur von Thymindimeren (T[]T) bei P. pseudodenticulata
in Abhingigkeit der UVB-Bestrahlungsdauer. Dargestellt sind die Mittelwerte und ihre
Standardabweichungen aus 4 unabhéngigen Versuchen.

4.1.2 Wachstum, Zellteilung und Uberlebensrate

Zur Untersuchung von UVB-Schidigung und Photoreaktivierung auf zel-
luldrer Ebene wurden Kulturen von P. pseudodenticulata jeweils 10, 20
oder 30 min mit UVB bestrahlt. Danach wurden die Kulturen zum weiteren
Wachstum direkt bzw. nach photoreaktivierender Bestrahlung von 60 min
in Rotlicht gebracht.

Kontrollkulturen, die nicht mit UVB bestrahlt wurden, zeigten wéhrend
der Wachstumsdauer von insgesamt 9 Tagen nahezu exponentielles Zell-
wachstum (Abb. 4.2A & 4.2B). Bei UVB-bestrahlten Kulturen nahm die
Zellzahl dagegen nur geringfligig zu (Abb. 4.2A). Kulturen, die direkt nach
der UVB-Schidigung mit UVA bestrahlt wurden, konnten sich nur wieder
erholen, wenn sie vorher nicht ldnger als 10 min im UVB-Feld exponiert
waren (Abb. 4.2B).
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Abb. 4.2: Anzahl der Zellen in Kulturen von P. pseudodenticulata nach 10, 20 oder 30
min UVB-Bestrahlung ohne anschlieBende photoreaktivierende Bestrahlung (A) und mit
photoreaktivierender Bestrahlung (B). Kontrollkulturen wurden nicht mit UVB be-
strahlt.

Auch die im selben Bestrahlungsversuch gemessene Chloro-
phylla (Chl a)-Konzentration der Kulturen nahm mit zunehmender UVB-
Bestrahlung ab (Abb. 4.3A). Durch eine sich der UVB-Bestrahlung an-
schlieBende photoreaktivierende UV A-Bestrahlung wurde dieser Effekt ab-
geschwicht (Abb. 4.3B). Im Gegensatz zur Zellzahl stieg jedoch in allen
UVB-bestrahlten Kulturen die Chl a-Konzentration deutlich an.
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Abb. 4.3: Chl a-Konzentrationen in Kulturen von P. pseudodenticulata nach 10, 20 oder
30 min UVB-Bestrahlung ohne Photoreaktivierung (A) und mit Photoreaktivierung (B).
Kontrollkulturen wurden nicht mit UVB bestrahlt.

Die Zunahme der Chla-Konzentration in UVB-bestrahlten Kulturen
(Abb. 4.3A & 4.3B) mit geringem Zellwachstum (Abb. 4.2A & 4.2B) re-
sultierte in einer Zunahme des mittleren zelluldren Chla-Gehaltes
(Abb. 4.4). Dabei zeigte die fliir 10 min mit UVB bestrahlte Kultur im Ver-
gleich zu den ldnger bestrahlten Kulturen (20 und 30 min) einen hdheren
Chl a-Gehalt. Durch eine photoreaktivierende UVA-Bestrahlung nahm der
Chl a-Gehalt dieser "erholten" und beinahe normal wachsenden Kultur
(Abb. 4.2) wieder ab und erreichte den Wert einer unbestrahlten Kontroll-
kultur, Bei allen ldnger bestrahlten Kulturen (20 und 30 min UVB) nahm
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dagegen der zelluldre Chl a-Gehalt erst durch eine photoreaktivierende Be-
strahlung deutlich zu (Abb. 4.4).
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UVB-Bestrahlungsdauer

Abb. 4.4: Zelluldrer Chl a-Gehalt von P. pseudodenticulata 9 Tage nach der UVB-Be-
strahlung, Strahlungs- und Wachstumsbedingungen wie in Abb. 4.2.

Morphologische Zellbeobachtungen
Um diese in Abb. 4.4 dargestellte unterschiedliche Zu- und Abnahme des

zelluldrern Chla-Gehaltes bei verschiedenen UVB-Bestrahlungszeiten ge-
nauer zu untersuchen, wurden die Kulturen im Mikroskop betrachtet.

In allen UVB-bestrahlten Kulturen von P. pseudodenticulata  wurden
zwel bis drei Tage nach der Bestrahlung verschiedene Zelltypen mit unter-
schiedlichen Zellverdnderungen beobachtet. Dies fiihrte zu einer Einteilung
der Zellen in drei verschiedene Zellklassen (Tab. 4.1).

Tab. 4.1: Beschreibung der verschiedenen Zellklassen in UVB-bestrahlten Kulturen von
P. pseudodenticulata

Zellklasse Beobachtungen
1 - Morphologisch normale, sich teilende Zellen

2 - Starke Verldngerung der Pervalvarachse
- Dunkelgriine bis braune Farbung
- Abnormale Deformationen

3 - Normale ZellgrofBie
- Verringerte Zellfarbung
- Leere Schalen
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Abb. 4.5: Zellen von P. pseudodenticulata aus nicht UVB-bestrahlten Kulturen (A) und
UVB-bestrahlten Kulturen (B). Die Zellen in A entsprechen der Zellklasse 1. In B ist
eine Zelle der Klasse 2 und 3 sichtbar.

Aus den UVB-bestrahlten Ansétzen sowie aus den Kontrollkulturen des
Bestrahlungsversuches aus Abb. 4.2 wurden 7 Tage nach der Bestrahlung
Zdhlproben entnommen und die Zellen den drei Zellklassen zugeordnet. Die
Ergebnisse sind in Abb. 4.6 dargestellt. Kontrollkulturen, die nicht mit UVB
bestrahlt worden waren, zeigten zu 100% morphologisch normale und sich
in Teilung befindliche Zellen der Klasse 1. Bei den mit UVB bestrahlten
Kulturen erhéhte sich mit zunehmender Bestrahlungsdauer der Anteil der
geschéddigten Zellen (Klasse 2 und 3). Durch eine photoreaktivierende
UVA-Bestrahlung kam es nur bei Kulturen, die vorher nicht lédnger als
10 min im UVB-Feld exponiert waren, zu einer deutlichen Abnahme an ge-
schéddigten Zellen. Ihre hohe Abnahme an stark pigmentierten Zellen der
Klasse 2 von 50% auf 10% flihrte offenbar trotz gleichzeitiger Abnahme
an stark geschédigten Zellen der Klasse 3 zu einem mittleren Chla-Gehalt,
der vergleichbar ist mit dem Wert der unbestrahlten Kontrollkultur (s.
Abb. 4.4).

Kulturen, die fiir 20 oder 30 min mit UVB bestrahlt wurden, zeigten ei-
nen hohen Anteil an geschéddigten Zellen von mehr als 85% (Abb. 4.6).
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Durch eine photoreaktivierende Bestrahlung verringerte sich der Anteil der
Zellen der Klasse 3 geringfiigig, gleichzeitig nahm bei beiden Bestrahlungs-
ansétzen der Anteil an Zellen der Klasse 2 zu. Diese Zunahme an stark
verldngerten Zellen mit hoher Pigmentkonzentration bei gleichzeitiger Ab-
nahme an ausgebleichten Zellen und leeren Schalen hat offenbar den An-
stieg des mittleren zelluldren Chla-Gehaltes in diesen Kulturen zur Folge
(vgl. Abb. 4.4).
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Abb. 4.6: Relativer Anteil an Zellen der Klasse 1, 2 und 3 (s. Tab. 4.1) in UVB-bestrahl-
ten Kulturen von P. pseudodenticulata. Die Zellklassenbestimmung erfolgte 7 Tage nach
der Bestrahlung. Strahlungs- und Wachstumsbedingungen vgl. Abb. 4.2.

Zellisolierungen

Aufgrund des hohen Pigmentgehaltes und der daraus resultierenden star-
ken Féarbung der Zellen der Klasse 2 war es nicht mdglich, mit Hilfe von
Anfirbetechniken Hinweise auf die Lebensfahigkeit, die Lage des Zellkerns
oder den Zeitpunkt der Zellen im Zellzyklus zu bekommen. Um dennoch
die Teilungsfahigkeit aller drei morphologisch unterscheidbaren Zellklassen
zu untersuchen, wurde 5 Tage nach der UVB-Bestrahlung und nach dem
Wachstum in Rotlicht jeweils eine Zelle der jeweiligen Zellklasse in einzelne
Schalen mit Wachstumsmedium gebracht. Nach insgesamt 12, 15 und
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22 Tagen Wachstum im Rotlicht wurden die Isolate unter dem Binokular
betrachtet und die Zellen gezihlt.

Tab. 4.2: Zelldnge und morphologische Verinderungen von UVB-bestrahlten Zellen der
Klasse 1, 2 und 3 (s. Tab. 4.1) von P. pseudodenticulata. Dargestellt sind die Mittel-
werte der Zellingen und ihre Standardabweichung., Graphik: Zellzahl der Zellen der
Klasse 1, 2 und 3. Dargestellt sind die Mittelwerte der Zellzahl.

Zeit nach Klasse 1 Klasse 2 Klasse 3
Bestrahlung
5 Tage Lénge: (38+4) um (45+5) um (37+3) um
Farbung: + ++ +
Zustand: normale Zellen Deformationen verringerte

Zellfarbung

12 Tage Linge: (38+3) um (55+£6) pm (38+£4)pum
Farbung: + e +-
Zustand: normale Zellen Deformationen verringerte
Zellfarbung
15 Tage Lénge: (37+4) um (65+9) um (37+3) um
Fdrbung: + +++ -
Zustand: normale Zellen Deformationen leere Schalen
22 Tage Lange: (37+3) um (73+£11) um (37+3) um
Férbung: + ++++ --
Zustand: normale Zellen aufgeplatzte ausschlieflich
Zellen leere Schalen
=100 1

QD =
oS o
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Alle Zellen der Klasse | zeigten wihrend des Beobachtungszeitraums
von insgesamt 22 Tagen normales Zellwachstum mit morphologisch nor-
malen Zellen (Tab. 4.2). Aus der nach 22 Tagen ermittelten Zellzahl wurde
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eine Wachstumsrate von p=(0,19+0,06)d"' berechnet. Diese entsprach
ungefihr der Wachstumsrate einer unbestrahlten Kontrollkultur
(n=(0,16+ 0,04) d"). Zellen der Klasse 2 konnten sich nicht mehr teilen
und zeigten eine fortschreitende Verlingerung der Pervalvarachse verbun-
den mit einer Zunahme an griin-brauner Pigmentfirbung. Ein Teil der Zel-
len war am Ende des Beobachtungszeitraums aufgeplatzt. Auch die Zellen
der Klasse 3 waren nicht mehr teilungsféhig, nach 22 Tagen konnten nur
noch leere oder fast leere Schalen beobachtet werden (Tab. 4.2). Inwie-
weit die geschddigten Zellen innerhalb der ersten 5 Tage nach der UVB-
Bestrahlung noch teilungsfihig waren, wurde nicht iiberpriift, da eine
Isolierung der Zellen nach ihren Zellklassen erst einige Tage nach der UVB-
Bestrahlung méglich war. Die 1,5 bis 2fache Zunahme der Zellzahl auch
bei stark geschidigten Kulturen (Abb. 4.2) 146t jedoch darauf schli¢ssen,
daB einige der geschddigten Zellen in der Lage waren, sich noch einmal zu
teilen oder ihren Teilungszyklus zu beenden. Diese Vermutung stimmt mit
dem Befund von Karentz (1991) iiberein, die direkt nach der UVB-
Bestrahlung noch eine ein- bis zweimalige Zellteilung beobachtete, bevor
die Teilung der Diatomeenzellen zum Stillstand kam.

Bestimmung der Uberlebensrate
Aus den Ergebnissen der vorigen Experimente wurde gefolgert:

1) Nach UVB-Bestrahlung kann sich ein Teil der Zellen normal weiter tei-
len, d.h. mit einer Wachstumsrate, die vergleichbar ist mit der von un-
bestrahlten Kontrollkulturen (Zellen der Klasse 1).

2) Ein Teil der Zellen kann sich noch ein- bis zweimal teilen, verliert aber
dann die Teilungsfdhigkeit. Nach diesem Teilungsstillstand verldngern
sich die Zellen zunehmend und der zellulire Chla-Gehalt nimmt stark
zu (Zellen der Klasse 2).

3) Ein Teil der Zellen kann sich nach der UVB-Bestrahlung nicht mehr
teilen und auch keine Syntheseprodukte mehr bilden. Der Zellinhalt
wird abgebaut oder lduft aus. Nach wenigen Tagen sind nur noch leere
Schalen vorhanden (Zellen der Klasse 3).

Unter Vernachldssigung des Befundes der ein- bis zweimaligen Teilung
der Zellen der Klasse 2 folgt, daB das Wachstum von UVB-bestrahlten
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Kulturen hauptsdchlich auf dem Wachstum von nicht sichtbar morpholo-
gisch verinderten Zellen der Klasse 1 beruht. Thr Anteil an der Anfangs-
zellkonzentration wird im folgenden als Uberlebensrate bezeichnet (Angabe
in %). Sie berechnet sich aus dem Anteil der normalen Zellen der Klasse 1
zu einem Zeitpunkt, der Anfangszellkonzentration bei der UVB-Bestrahlung
(No) und der Wachstumsrate (u) einer unbestrahlten Kontrollkultur (Be-
rechnung siche Kap. 3.3).

Von allen Kulturen des Experimentes aus Abb. 4.2 wurde sieben Tage
nach der Bestrahlung die Uberlebensrate von UVB-bestrahlten Zellen be-
rechnet (Abb. 4.7). Schon nach einer 10miniitigen UVB-Bestrahlung nahm
die Uberlebensrate auf weniger als 25% ab. Bei einer Bestrahlungsdauer
von 30 min Uberlebten weniger als 5% der Zellen. Nur bei der kiirzesten
UVB-Bestrahlungsdauer von 10 min waren die Zellen noch in der Lage sich
nach einer photoreaktivierenden UVA-Bestrahlung wieder zu erholen. Die
Uberlebensrate stieg dadurch auf tiber 70% an. Linger UVB-bestrahlte
Kulturen konnten sich dagegen nicht wieder erholen, obwohl in Kulturen,
die fiir 20 min mit UVB bestrahlt wurden, noch eine deutliche Reparatur
von Dimeren stattfand (Abb. 4.1).
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Abb. 4.7: Uberlebensrate von UVB-bestrahlten Zellen von P. pseudodenticulata in Ab-
héngigkeit der UVB-Bestrahlungsdauer. Bestrahlungsbedingungen wie in Abb. 4.13.

Die Uberlebensrate stellte sich als geeigneter Parameter dar, um UVB-
Schédigungen und ihre Photoreaktivierbarkeit bei Diatomeen auf der zellu-
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ldren Ebene zu untersuchen. Zu bemerken ist allerdings, daB3 der abge-
schitzte Maximalfehler zwischen 10 und 20% liegt. Dieser relativ hohe
Fehler kommt zustande, weil, vor allem in den ersten Tagen nach der
UVB-Bestrahlung, die Zellen der jeweiligen Zellklassen nicht immer eindeu-
tig voneinander unterscheidbar sind. In den folgenden Versuchen wurde
deshalb die Uberlebensrate im letzten Drittel des linearen Anstiegs der Zell-
konzentration, sprich nach 7 bis 12 Tagen Wachstum im Rotlicht be-
stimmt.

Bei Kolonien von Phaeocystis antarctica wurden keine Untersuchungen
auf der zelluldren Ebene durchgefiihrt, da eine Z&hlung der Einzelzellen mit
einem sehr hohen Fehler von bis zu 50% verbunden ist. Zu bemerken ist
jedoch, daB es auch bei Phaeocystis nach schddigender UVB-Bestrahlung
zu morphologischen Verinderungen der Zellen kommt, die den hier be-
schriebenen von P. pseudodenticulata entsprechen (nicht dargestellte Er-
gebnisse).

4.1.3 Abhingigkeit der Schidigung von der Stirke, Dauer und
Dosis der UVB-Bestrahlung

Im folgenden wird die Abhingigkeit der Dimerbildung und Uberlebensrate
von der Bestrahlungsstirke sowie der Dauer und Dosis der schiddigenden
UVB-Strahlung untersucht. Dabei wird als Dosis# die Menge der auf eine
nicht definierte Flache eingestrahlten Photonenzahl oder Energie bezeich-
net. Sie wird in pmol Photonen m™ bzw. J m™ angegeben. In der UV-Bio-
logie wird hédufig die eingestrahlte Dosis mit Hilfe von sogenannten Wich-
tungsfunktionen (z.B. DNA-Wichtungsfunktion von Setlow (1974) in die
biologisch wirksame UVB-Dosis (J m™) umgerechnet (Horneck 1997). Zur

4 Da die im deutschen Sprachraum in der UV-Biologie benutzte UV-"Dosis" nicht der
in der Strahlenbiologie definierten Dosis von "absorbierter Energie pro Masse", son-
dern der "pro Flicheneinheit im rechten Winkel auftreffenden Energie" (kJ m2) oder
der Photonenzahl (umol Photonen m?) entspricht, wird von einigen Autoren (z.B.
Kiefer 1989) vorgeschlagen, dafiir besser und eindeutiger die Bezeichnung Fluenz
(engl. fluence) zu verwenden. Die Dosisrate oder -leistung (W m?) bzw. der Photo-
nen- oder Energieflul} wiirde dann der Fluenzrate (engl. fluency rate) entsprechen. Zur
besseren Vergleichbarkeit mit anderen Arbeiten in der UV-Biologie wurde in der vor-
liegenden Arbeit jedoch der Begriff der Dosis verwendet.
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besseren Vergleichbarkeit von UVB- und UVA-Wirkung wird in der
vorliegenden Arbeit jedoch auf diese Umrechnung verzichtet.

Wie schon in den vorher beschriebenen Versuchen gezeigt wurde,
nimmt mit zunehmender UVB-Bestrahlungsdauer bei konstantem Ener-
giefluB> die T[]T-Konzentration in den Zellen zu (vgl. Abb. 4.1), wihrend
die Uberlebensrate abnimmt (vgl. Abb. 4.7). Um die Abhingigkeit der
Schidigung von der UVB-Bestrahlungsstérke, -dauer und -dosis genauer
zu untersuchen, wurde in den folgenden Experimenten mit P. pseudoden-
ticulata entweder der EnergiefluBl oder die Bestrahlungsdauer konstant ge-
halten. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abb. 4.8 dargestellt.
Sowohl mit zunehmender Bestrahlungsdauer (Abb. 4.8A) als auch mit zu-
nehmendem EnergiefluB (Abb. 4.8B) steigt die T[]T-Konzentration in den
Zellen an, wihrend gleichzeitig die Uberlebensrate abnimmt. Aus diesén Er-
gebnissen ist zu schlieBen, daf3 die UVB-Schiddigung von der Gesamt-
menge der eingestrahlten Photonen bzw. Energie abhingt. In Abb. 4.9A &
4.9B ist die Dimerbildung bzw. die Uberlebensrate gegen die jeweils ein-
gestrahlte UVB-Dosis aufgetragen. Die Kurvenverldufe der Datenpunkte
aus den zwei verschiedenen Experimenten aus Abb. 4.8A & 4.8B lassen
keinen signifikant unterschiedlichen Verlauf erkennen. Dies bedeutet, daf3
die durch UVB-Bestrahlung hervorgerufene Schadigung nur von der einge-
strahlten Dosis abhéngt, nicht aber von der Bestrahlungsstdrke. Dies ent-
spricht dem sogenannten Reziprozitits- oder Reizmengengesetz (Mohr &
Schopfer 1978). Wahrend die Dimerbildung annéhernd linear mit der UVB-
Dosis zunimmt, nimmt die Uberlebensrate schon bei einer geringen UVB-
Dosis von <0,5 kJ m™stark ab (Abb. 4.9A & 4.9B).

5 Der Photonen- oder EnergiefluB ist die von der Bestrahlungsdauer unabhingige Be-
strahlungsstirke (in pmol Photonen m™s™ bzw. W m) (Mohr & Schopfer 1978).
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Abb. 4.9: Bildung von T[IT (A) und Uberlebensrate (B) bei P. pseudodenticulata in
Abhéngigkeit von der eingestrahlten UVB-Dosis. Die Daten stammen aus den in
Abb. 4.8 dargestellten Experimenten, bei denen bei konstantem Strahlungsflu} die Be-
strahlungsdauer variiert wurde (leere Symbole) (Abb. 4.8A) oder bei konstanter Be-
strahlungsdauer der UVB-Fluf} veriindert wurde (gefiillte Symbole) (Abb. 4.8B).

4.1.4 Abhingigkeit der Photoreaktivierung von der Stirke, Dauer
und Dosis der UVA-Bestrahlung

Zur Untersuchung der Strahlungs- und Zeitabhéngigkeit der Photoreakti-
vierung wurden - vergleichbar mit den Untersuchungen zur UVB-Schédi-
gung (s. Kap. 4.1.3) - Kulturen von P. pseudodenticulata bei ansteigender
UVA-Dosis entweder mit konstantem EnergiefluB oder konstanter Dauer
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bestrahlt. Die verwendeten Bestrahlungsstirken lagen zwischen 0,3-
2.8 W m?2 die Bestrahlungsdauer lag zwischen 0 und 60 min.
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Abb. 4.10: Uberlebensrate (O, ®) und Reduktion von T[JT (3, W) bei
P. pseudodenticulata in Abhingigkeit von der UVA-Bestrahlungsdauer bei konstantem
Engergieflu} (2,8 W m2) (A) und von dem eingestrahlten UV A-Energieflul} bei konstan-
ter Bestrahlungsdauer (30 min) (B). Dargestellt sind die Mittelwerte und ihre Stan-
dardabweichungen aus drei unabhéngigen Versuchen mit jeweils zwei Parallelen (T[]T-
Bestimmung) oder einer Probe (Uberlebensrate).

Wie in Abb. 4.10 zu sehen ist, nimmt mit zunehmender Dauer der UVA-
Exposition die Dimermenge in den Zellen ab, wihrend die Uberlebensrate
ansteigt (Abb. 4.10A). Kulturen, die bei gleichbleibender Bestrahlungsdauer
von 30 min mit einer geringen UVA-Bestrahlungsstirke von 0,3 W m™
bestrahlt wurden, zeigen im Vergleich zu nicht photoreaktivierend be-
strahlten Kulturen eine deutliche Reduktion der Dimerbildung sowie eine



ERGEBNISSE 73

Zunahme der Uberlebensrate (Abb. 4.10B). Bei einer weiteren Erhohung
der Bestrahlungsstirke bis auf 2,8 W m™ kommt es weder bei der Dimer-
bildung noch bei der Uberlebensrate zu einer deutlichen Verénderung.
Diese Ergebnisse lassen vermuten, daf3 die Photoreaktivierung im Bereich
>0,3 W m™ unabhingig ist vom Energieflufl. Die in Abb. 4.11 dargestellte
Abhingigkeit der Dimerbildung und Uberlebensrate von der Dosis unter-
stiitzen diese Vermutung: Die Ergebnisse der einen Mefreihe (konstanter
EnergiefluB, vgl. Abb. 4.10A) unterscheiden sich signifikant von denen der
anderen Mefreihe (konstante Bestrahlungsdauer, vgl. Abb. 4.10B). Es
kann somit in diesem Bereich nicht von einer Reziprozitit zwischen Be-
strahlungsdauer und Energieflufl ausgegangen werden.
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Abb. 4.11: Bildung von T[]T (A) und Uberlebensrate (B) bei P. pseudodenticulata in
Abhingigkeit der eingestrahlten UVA-Dosis. Die Daten stammen aus den in Abb. 4.9
dargestellten Experimenten, bei denen bei konstantem Strahlungsflufl die Bestrahlungs-
dauer varitert wurde (offene Symbole) (Abb. 4.10A), oder bei konstanter Bestrahlungs-
dauver der UVA-FluB} verdndert wurde (geschlossene Symbole) (Abb. 4.10B).
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4.1.5 Abhingigkeit der Photoreaktivierung vom Wellenlingen-
bereich der Vorbestrahlung

In den nachfolgenden Untersuchungen wurde der Frage nachgegangen,
wie die spektrale Zusammensetzung des Strahlungsfeldes, an das die Kul-
turen vor der UVB-Schddigung akklimatisiert worden waren, die Photo-
reaktivierung beeinflufit. Dazu wurden Kulturen von P. pseudodenticulata
und Kolonien von Phaeocystis antarctica, die zuvor fiir mehrere Genera-
tionen unter Ausschiufl von Blau (Gelblicht, >460 nm) gehéltert wurden,
fiir 6 h im UV/PAR-Feld unter verschiedenen Kantenabsorptionsfiltern mit
zunehmend kiirzerwelligerer Strahlung bestrahlt (vgl. Abb.3.1 &
Tab. 3.2). Danach wurden die Kulturen mit UVB schddigend und an-
schlieBend mit UV A photoreaktivierend bestrahlt (Versuchsbeschreibung s.
Kap. 3.2.2). Es wurde sowohl der T[]T-Gehalt (Bestimmung im RIA) als
auch der Gesamt-CPD-Gehalt (Bestimmung im ELISA) gemessen und zur
besseren Vergleichbarkeit der beiden Methoden der jeweilige Dimergehalt
auf den Chl a-Gehalt bezogen. AuBerdem wurden die Dimergehalte auf die
gleiche Dosis normiert, da bei den verschiedenen Bestrahlungsansitzen
eine unterschiedliche Gesamtdosis eingestrahlt wurde (vgl. Tab. 3.2).

Kulturen, die unter Gelblicht vorbestrahlt wurden, zeigten im Vergleich
zur UVB-bestrahlten Kontrolle nur eine geringe Reparatur an T[]T
(Abb. 4.12) und Gesamt-CPD (Abb. 4.13). Eine Reparatur von bis zu 70%
der Dimere wurde allerdings bei denjenigen Kulturen gemessen, die zusitz-
lich mit Blau (GG 420) oder BlautUV (WG 360, WG 335, WG 320) vor-
bestrahlt wurden (Abb. 4.12 & Abb. 4.13).
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Abb. 4.12: Relativer T[]T-Gehalt bei P. pseudodenticulata (A) und Kolonien von
Phaeocystis antarctica (B) in Abhéngigkeit des Wellenldngenbereiches der Vorbestrah-
lung. Die Werte wurden bezogen auf die gleiche Dosis und relativ zur UVB bestrahlten
Kontrollkultur berechnet. Nach der Vorbestrahlung wurden die Kulturen fiir 15 min mit
UVB (5 W m?) und anschliefend zur Photoreaktivierung 45 min mit UVA (2,8 W m?)
bestrahlt. Dargestellt sind die Mittelwerte und ihre Standardabweichungen aus zwei
unabhédngigen Versuchen mit jeweils zwei Parallelen.

Mit zunehmendem UVB-Anteil der Vorbestrahlung nahm sowohl bei
P. pseudodenticulata als auch bei Phaeocystis antarctica der T[|T-Gehalt
wieder zu (Abb. 4.12). Kulturen, die mit Strahlung bis zu 290 nm und ei-
ner UVB-Bestrahlungsstirke von 1,1 Wm™ vorbestrahlt wurden
(2*WG 305), wiesen einen deutlich héheren T[]T-Gehalt auf als Kulturen
mit geringer UVB-Bestrahlung mit Wellenldingen >300 nm und einer Be-
strahlungsstérke von 0,5 W m™ (WG 320). Es wurde jedoch nicht iiber-
prift, ob diese hohere Dimerkonzentration auf eine Dimer-Akkumulation
wihrend der Vorbestrahlung oder auf eine geringere Reparaturleistung
zurlickzuftihren war. Im Gegensatz zur T[]T-Bildung kam es bei zuneh-
mender UVB-Vorbestrahlung weder bei P. pseudodenticulata noch bei
Phaeocystis antarctica zu einer Zunahme des Gesamt-CPD-Gehaltes
(4.13B).
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Abb. 4.13: Relativer Gesamt-CPD-Gehalt (gemessen im ELISA) bei P. pseudodenti-
culata (A) und Phaeocystis antarctica (B) in Abhédngigkeit der Wellenldnge der Vorbe-
strahlung (Bestrahlungsbedingungen wie in Abb. 4.12). Dargestellt sind die Mittelwerte
und ihre Standardabweichungen aus 4 Parallelen eines Bestrahlungsversuches.

Um die Abhédngigkeit der Photoreaktivierung vom Wellenlédngenbereich
der Vorbestrahlung auf zelluldrer Ebene zu untersuchen, wurden Kulturen
von P. pseudodenticulata, die zuvor in Gelblicht gehéltert wurden, fiir 6 h
im UV/PAR-Feld unter verschiedenen Kantenabsorptionsfiltern exponiert
und anschlieBend fiir 10 min mit UVB (5 Wm™) und fiir 45 min mit UVA
(2,8 Wm™) bestrahlt. Die Erholung der Zellen wurde als relative Uberle-
bensrate gegeniiber der nicht UVB-bestrahlten Kontrolle dargestellt
(Abb. 4.14). Wie bei der Dimerbildung (vgl. Abb. 4.12 & Abb. 4.13) wur-
den auch hier die Ergebnisse auf die gleiche Dosis normiert.

Kulturen, die zusdtzlich mit Blau (GG 420), BlautUVA (WG 360,
WG 335) oder BlautUVA+UVB (WG 320) vorbestrahlt wurden, wiesen
gegeniiber den unter Gelblicht gehélterten (<460 nm) oder nicht photore-
aktivierend bestrahlten Kontrollen eine deutliche Zunahme der Uberlebens-
rate auf (Abb. 4.14). Diese Erholung war am groiten, wenn die Kulturen
mit moderater UVB-Strahlung von 0,5 Wm™ vorbestrahlt wurden
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(WG 320). Bei einer weiteren UVB-Erhohung auf 1,1 Wm™ (2+WG 305)

nahm dagegen die Uberlebensrate wieder um mehr als 10% ab.

40 P. pseudodenticulata

Abb. 4.14: Uberlebensrate von UVB-
bestrahlten Kulturen von P. pseudo-
denticulata in Abhdngigkeit des Wel-
lenldngenbereiches der Vorbestrahlung.
Die Kontrolle wurde vor der UVB-
Bestrahlung im Gelblicht gehéltert und
nicht photoreaktivierend  bestrahlt.
Eingetragen sind die Mittelwerte aus
drei Parallelen eines Versuches und die
fir den Mittelwert abgeschitzten
Maximalfehler von 20%.
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4.1.6 Abhéngigkeit der Photoreaktivierung von der Dimerkonzen-

tration

Im folgenden Experiment wurde die Abhéngigkeit der Reparaturgeschwin-
digkeit vom zelluldren Dimergehalt untersucht. Dazu wurden Kulturen von
P. pseudodenticulata fir 10 oder 20 min mit UVB (5 Wm™) und an-
schlieBend fiir 0 bis 60 min photoreaktivierend mit UVA (2,8 Wm™) be-
strahlt. Die hohe Korrelation der beiden Geraden in Abb. 4.15 bestitigt die
schon im fritheren Abschnitt gemachte Annahme, daf3 es unter photoreak-
tivierender Bestrahlung zu einer annihernd linearen Abnahme der Dimer-
konzentration in den Zellen kommt und somit die Reparaturgeschwindig-
keit im untersuchten Konzentrationsbereich anndhernd konstant ist. Aller-
dings weisen Kulturen, die fiir 20 min mit UVB bestrahlt wurden, eine ho-
here Reparaturgeschwindigkeit auf als Kulturen, die nur fiir 10 min be-
strahlt wurden (Abb. 4.15). Dabei stieg bei einer Erhthung der Ausgangs-
dimerkonzentration um 66% auch die Geschwindigkeit der Dimerreparatur
um ca. 60% an (vgl. Steigung der Geraden in Abb. 4.15). Dies flihrt dazu,
daB beide Kulturen, obwohl sie eine unterschiedliche absolute Repara-
turrate besitzen, eine anndhernd gleiche relative Reparaturrate aufweisen
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(Quotient aus der Ausgangskonzentration und der Reparaturgeschwindig-
keit; s. Geradengleichung in Abb. 4.15).
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Abb. 4.15: Abnahme der T[]T-Konzentration in UVB-bestrahlten Kulturen von P.
pseudodenticulata in Abhéngigkeit von der Reparaturdauer. Dargestellt sind die Mit-
telwerte und ihre Standardabweichungen aus vier unabhéngigen Versuchen.
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4.2 Vorkommen und Regulation von Mykosporin-dhnlichen
Aminosiuren (MAAS)

4.2.1 UV-Absorption verschiedener Algenkulturen

Von insgesamt 9 Diatomeenkulturen sowie von Phaeocystis antarctica, die
hauptsdchlich in Kolonieform vorlag, wurden in vivo- und Extrakt-Ab-
sorptionsspektren erstellt (Abb. 4.16A & 4.16.B). Alle Kulturen waren zu-
vor flir mehrere Generationen im PAR-Feld einer mittleren Bestrahlungs-
stirke von 100 pmol Photonen m?s™ gehiltert worden.

Aufgrund der photosynthetischen Pigmente besitzen alle Absorptions-
spektren ein Maximum im Bereich zwischen 440 und 460 nm (Absorption
von Chlorophyllen und Carotinoiden) sowie ein weiteres Maximum zwi-
schen 660 und 680 nm (Absorption von Chla) (Abb. 4.16A & 4.16B). Die
meisten der Kulturen haben auBerdem ein deutliches Absorptionsmaximum
im ultravioletten Wellenldngenbereich zwischen 320 und 340 nm. Bei den
Diatomeen lag das Absorptionsmaximum ir vivo zwischen 330 und
333 nm (Abb. 4.16A) bzw. im Extrakt zwischen 333 und 337 nm (Abb.
4.16B). Die hochsten UV-Absorptionen, normiert auf das Maximum der
Absorptionslinie des Chla bei 676 nm (in vivo) bzw. 664 nm (Extrakt),
zeigten Kulturen von Porosira, Thalassiosira und Stellarima. Andere Dia-
tomeenkulturen wie Fragilariopsis und Chaetoceros (1) zeigten dagegen
nur geringe Absorptionen in diesem Wellenldngenbereich (Abb. 4.16A &
4.16B).

Im Vergleich zu den untersuchten Diatomeen war das UV-Absorp-
tionsmaximum von Phaeocystis-Kolonien zu kiirzeren Wellenldngen hin
verschoben und lag zwischen 315 und 320 nm (in vivo) bzw. 320 und
327 nm (Extrakt). Die relativ zur Chla-Absorption gemessene UV-Ab-
sorption war bei Phaeocystis 3-10fach hoher als bei den Diatomeen (Abb.
4.16A & 4.16B).
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Abb. 4.16A: In vivo-Absorptionsspektren verschiedener Diatomeen-Kulturen und Kolonien
von Phaeocystis antarctica, normiert auf das Maximum der Absorptionslinie des Chl a bei 676
nm. Die Kulturen waren zuvor im PAR-Feld bei 100 umol Photonen m2 s! gewachsen. Die
mittlere KoloniegroBe fiir Phaeocystis antarctica betrug 800-1400 um. Zu beachten ist die
unterschiedliche Skalierung der y-Achsen. Die grauen Balken kennzeichnen das Maximum der
Absorption im UV-Wellenlingenbereich zwischen 320 und 350 nm.
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Abb. 4.16B: Extrakt-Absorptionspektren verschiedener Diatomeen-Kulturen und Kolonien
von Phaeocystis antarctica, normiert auf das Maximum der Absorptionsliniec des Chl a bei
664 nm. Wachstumsbedingungen wie in Abb. 4.16A. Zu beachten ist die unterschiediiche
Skalierung der y-Achsen. Die grauen Balken kennzeichnen das Maximum der Absorption im
UV-Wellenldngenbereich zwischen 320 und 350 nm.
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4.2.2 Identifizierung der MAAs & Bestimmung des MAA-Gehaltes

Zur Identifizierung der im UV-Bereich absorbierenden Substanzen wurden
aus den methanolischen Extrakten der verschiedenen Kulturen die einzel-
nen Substanzen chromatographisch aufgetrennt. Die Identifikation der
getrennten Substanzen erfolgte tiber ihre Retentionszeit und ihr Absorp-
tionsmaximum im Vergleich zu Standardsubstanzen. In Abb 4.17 sind Bei-
spiele von Chromatographiespektren aus Extrakten von 7. tumida und
P. pseudodenticulata sowie die entsprechenden Absorptionsspektren der
isolierten Fraktionen dargestellt.
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Abb.4.17:  HPLC-Chromatogramm  der  methanolischen  Extrakte  sowie
Absorptionsspektren der verschiedenen Fraktionen von T tfumida (A) und
P. pseudodenticulata (B). Die Mykosporin-dhnlichen Aminosguren (MAAs) wurden bei
ihrer maximalen Absorption detektiert und identifiziert als: 1 = Mykosporin-Glycin
(Amax= 310 nm); 2 = Shinorin (Amax = 335 nm); 3 = Porphyra-334 (Amax= 335 nm);
S = Salze und nicht identifizierte Substanzen.
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In allen untersuchten Diatomeenkulturen trat Porphyra-334 als die héu-
figste Mykosporin-dhnliche Aminosdure auf. In Abb. 4.18 sind die relati-
ven MAA-Konzentrationen sowie der Gesamt-MAA-Gehalt fiir drei Diato-
meenkulturen, 7. antarctica, T. tumida und P. pseudodenticulata darge-
stellt. Shinorin wurde ebenfalls in allen untersuchten Diatomeen gefunden,
allerdings in wesentlich geringeren Konzentrationen (<5% des Gesamt-
MAA-Gehaltes). In P. pseudodenticulata konnte noch eine dritte MAA,
Mykosporin-Glycin, identifiziert werden. Thr Anteil am Gesamt-MAA-Ge-
halt betrug ca. 17% (Abb. 4.18).

Bei Phaeocystis-Kulturen erlaubte die fiir die Diatomeen verwendete
HPLC-Methode keine ausreichende Trennung der verschiedenen Fraktio-
nen. Aufgrund der Retentionszeiten und ihres Absorptionsverhaltens wur-
den die UV-absorbierenden Substanzen jedoch den MAAs zugerechnet.
Dies entspricht auch den Ergebnissen der Untersuchung von Bidigare et al.
(1996).

Gesamt-MAA-Gehalt

pro Zelle
T. antarctica \ 0,08 pmol
T. tumida 0,15 pmol

P. pseudodenticulata W 0,32 pmol

I i
O 20 40 60 80 100

Relativer MAA-Gehalt pro Zelle (%)

Mykosporin-Glycin
W] Shinorin
EN  Porphyra-334

Abb, 4.18: Relativer Gehalt an Mykosporin-ghnlichen Aminosduren (MAAs) sowie
Gesamt-MAA-Gehalt in Kulturen in verschiedenen Diatomeenkulturen. Die Kulturen
wurden im PAR-Feld bei 100 umol Photonen m2s'! gehiltert. Der abgeschitzte
Maximalfehler des zelluldren MAA-Gehaltes liegt bei 10%.
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Der hohe zellulire MAA-Gehalt bei P. pseudodenticulata und T. tumida
zwischen 0,15 und 0,32 pmol (Abb. 4.18) lief vermuten, dal hauptsich-
lich MAAs fir die in vivo und in vitro-Absorption dieser Kulturen im
Wellenldngenbereich zwischen 320 und 340 nm verantwortlich sind. Die
lineare Korrelation des Gesamtgehaltes UV-absorbierender Substanzen,
gemessen als zelluldrer Absorptionskoeffizient (Ayy/Zelle), mit dem zelluld-
ren MAA-Gehalt von Kulturen von P. pseudodenticulata und T. tumida
bestétigt diese Annahme (Abb. 4.19). Im folgenden wurde deshalb der Ge-
samtgehalt der UV-absorbierenden Substanzen als indirekte Bestimmung
des zelluldren MA A-Gehaltes verwendet.
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Abb. 4.19: Abhingigkeit des zellulidren Absorptionskoeffizienten (Ayy/Zelle) vom zel-
luldren MAA-Gehalt bei P. pseudodenticulata und T. tumida. Zu beachten sind die un-
terschiedlichen Skalierungen der beiden Achsen. Die Daten stammen aus Kulturen, die
bei Strahlung unterschiedlicher Stirke oder unterschiedlicher spektraler Zusammenset-
zung exponiert waren (vgl. nachfolgende Untersuchungen).
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4.2.3 Abhingigkeit der MAA-Bildung von der Zell- und Kolonie-
grofle

Der Gesamtgehalt an UV-absorbierenden Substanzen (gemessen als
Ayv/Zelle) wies grofle Unterschiede zwischen verschiedenen Diatomeen-
kulturen und Kulturen von Phaoecystis antarctica auf (Tab. 4.3). Alle
Kulturen waren vor der Messung flir mindestens fiinf Generationen im
PAR-Feld bei 100 pmol Photonen m™s™' gehiltert worden. GroBe Zellen,
wie P. pseudodenticulata und C. centralis (mittlerer Radius zwischen 21
und 30 pm), wiesen einen hoheren Gehalt auf als kleinere Zellen, z.B.
F. linearis und Chaetoceros sp. (1) (mittlerer Radius zwischen 1 und
5 pm). Diese Tendenz 148t sich auch bei verschiedenen Klonen mit unter-
schiedlicher ZellgroBe beobachten. So weist z.B. T. antarctica (2) (mittle-
rer Radius 24 pm) gegentiber der kleineren T. antarctica (1) (mittlerer Ra-
dius 11 pm) einen mehr als dreifach hoheren Gehalt auf (Tab. 4.3A).

Da Zghlungen von Zellen aus Kolonien von Phaeocystis antarctica einen
groflen Fehler aufweisen, wurde flir hier als Maf3 fiir den Gehalt an UV-
absorbierenden Substanzen das Verhdltnis der Absorption im UV-Maxi-
mum zur Absorption des Chla bei 664 nm verwendet (Ayyyges). Mit zu-
nehmendem Radius der Kolonien nahm der Gehalt an UV-absorbierenden
Substanzen zu (Tab. 4.3B). GroBle Kolonien mit einem mittleren Radius
zwischen 800 und 1400 pm weisen einen mehr als doppelt so hohen Ge-
halt auf als Kolonien mit einem Radius zwischen 50 und 100 pm.
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Tab. 4.3: Gehalt an UV-absorbierenden Substanzen, Zell- und Kolonieradius sowie die
aus den in vivo-Absorptionen berechneten Abschirmungsfaktoren (S) fiir Diatomeen (A)
und Phaeocystis antarctica unterschiedlicher KoloniegréBe (B). Der Gehalt an UV-ab-
sorbierenden Substanzen ist fiir die Diatomeen als zelluldrer Absorptionskoeffizient
(Ayv/Zelle) und fiir Phaeocystis antarctica als A yyeeq dargestellt. Die Zahlen in den
Klammem bezeichnen verschiedene Klone einer Diatomeenart.

Valven-Radius Ayy/Zelle S

A) Diatomeen (nm) (cm? 10°%)
Thalassiosira tumida 12,9 10,0 0,47
Thalassiosira antarctica (1) 11,1 3,9 0,34
Thalassiosira antarctica (2) 244 17,0 0,43
Porosira pseudodenticulata (1) 21,2 25,9 0,50
Porosira pseudodenticulata (2) 30,0 35,1 0,47
Chaetoceros sp. (1) 4,7 0,1 0,09
Chaetoceros sp. (2) 5.8 1,0 0,22
Proboscia inermis 2,1 0,8 0,04
Porosira glacialis 14,1 11,5 0,40
Stellarima microtrias 11,7 2,6 0,26
Cosinodiscus centralis 23,1 68,2 0,50
Fragilariopsis linearis 2,2 0,05 0,05
Fragilariopsis cylindrus 1,5 < 0,01 0,03
B) Phaeocystis antarctica Radius (um) Auvisss S
Koloniegrofie optische Einheit
Klein Kolonie 50-100 18,5 0,65

Zelle 3,5 0,76
Mittel Kolonie 200-400 25,2 0,70

Zelle 3,5 0,87
GroB3 Kolonie 800-1400 483 0,72

Zelle 3,5 0,94

Zur Beurteilung der Schutzwirkung von UV-absorbierenden Substanzen
ist es wichtig, den Anteil der schiddigenden UV-Strahlung zu kennen, der
von ihnen tatsdchlich absorbiert wird. Mit Hilfe des von Garcia-Pichel
(1994) entwickelten Modells wurden mit Hilfe der gemessenen MAA-Ge-
halte fir verschiedene Diatomeenkulturen sowie Kolonien und Einzelzellen
von Phaeocystis antarctica sogenannte Abschirmungsfaktoren fiir UV-



ERGEBNISSE 37

Strahlung ("Sunscreenfactors", S) berechnet (s. Kap. 3.3.3). Alle Kulturen
waren zuvor flir mindestens 5 Generationen unter Standardlichtbe-
dingungen von 100 pmol Photonen m?s™' gehiltert worden. Bei der Be-
rechnung der Abschirmungsfaktoren wurde angenommen, dafl die UV-
absorbierenden Substanzen homogen in der Zelle oder Kolonie verteilt sind
und sich die zu schiitzende Struktur (z.B. DNA) im Zentrum der Zelle be-
findet. Die Werte von S sind wellenldngenabhingig und kdnnen zwischen
1 (alle Photonen werden absorbiert) und 0 (keine Absorption) variieren.

Die aus den in vivo-Absorptionen berechneten Abschirmungsfaktoren
lagen flir die verschiedenen Diatomeenkulturen zwischen 0,03 und 0,50
(Tab. 4.3A). Fiir kleinere Zellen wie Fragilariopsis und Chaeto-
ceros sp. (1) mit einem mittleren Radius von <5 um wurden nur sehr ge-
ringe Abschirmungsfaktoren berechnet (S<0,10). GroBere Zellen wie
P. pseudodenticulata (2) mit einem mittleren Radius von 30 um zeigten
dagegen Werte bis zu 0,50. In Abb. 4.20 wurden die Abschirmungsfakto-
ren gegen den Radius der Zellen aufgetragen. Daraus ist zu erkennen, daf3
mit zunehmendem Radius der Zellen die Werte flir die Abschirmungsfakto-
ren deutlich ansteigen.

Da tiber die Lokalisation der UV-absorbierenden Substanzen in Phaeo-
cystis-Kolonien nur wenig bekannt ist, wurden die Abschirmungsfaktoren
fiir die Kolonien und die Einzelzellen berechnet. Bei der Annahme, dal3 sich
die UV-absorbierenden Substanzen hauptséchlich in der Koloniematrix be-
finden, ergeben sich Abschirmungsfaktoren zwischen 0,65 und 0,72. Un-
ter der Annahme, dal} die MAAs in den Zellen lokalisiert sind, ergeben sich
wesentlich hohere Faktoren von bis zu 0,94 (Tab. 4.3B). Diese Werte lie-
gen weit oberhalb der Werte fiir Diatomeen gleicher GréBe (Abb. 4.20).
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Abb. 4.20: Abschirmungsfaktoren fiir UV-Strahlung (S) fiir verschiedene Diatomeen-
Kulturen in Abhéngigkeitdes Zellradius (*) und flir Phaeocystis antarctica, berechnet auf
die gesamteKolonie (A) oder einzelne Zellen (A).

4.2.4 MAA-Bildung und -Abbau in Abhingigkeit von der Wellen -
liinge, Dauer und dem Photonenfluffi der Bestrahlung

Fiir die Untersuchungen iiber die Bildungund den Abbau von MAAs wur-
den Diatomeenkulturen ausgewdhlt, die im PAR-Feld bei mittleren Be-
strahlungsstirken von 100 pmol Photonen m?s™! einen relativ hohen MAA-
Gehalt besitzen. Die dafiir am besten geeigneten Kulturen waren P. pseu-
dodenticulata, T. tumida und T. antarctica (Absorptionscharakteristika
vgl. Abb.4.16 & Tab.4.3). Fir die Untersuchungen mit Phaeocystis
antarctica wurden Kulturen verwendet, deren Koloniegrofie im mittleren
Bereich zwischen 200 und 400 pm lag.

Bildung von MAAs in Abhdngigkeit des Photonenflusses

Zur Untersuchung der Abhingigkeit der MAA-Bildungvom Photonenflufl
der photosynthetisch wirksamen Strahlung wurden verschiedene Diato-
meen-Kulturen fiir mindestens drei Wochen an 7 oder 8 unterschiedliche
Bestrahlungsstirken zwischen 20 und 350 pmolPhotonen m™s™ akklima-
tisiert. Mit steigendem Photonenflul kam es bei P. pseudodenticulata,
T. tumida und T. antarctica zu einem linearen Anstieg im MAA-Gehalt
(gemessen als Ayvy/Zelle) (Abb. 4.21). Bei der h6chsten PAR-Einstrahlung
von 350 pmol Photonen m?s™” wurde bei allen drei Kulturen keine Sitti-
gung des MAA-Gehaltes in der Zelle erreicht. Fiir diese Diatomeen kann
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somit von einer linearen Dosis-Wirkungsbeziehung der MAA-Bildung fiir
den Bereich zwischen 20 und 350 pmol Photonen m™
werden.
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Abb. 4.21: Zelluldrer Absorptionskoeffizient (Ayv/Zelle) in Abhéngigkeit vom Photo-
nenfluf} in Kulturen von P. pseudodenticulata, T. tumida und T. antarctica. Die Kulturen
wuchsen zuvor fiir mindestens 10 Teilungen im PAR-Feld bei Bestrahlungsstirken zwi-
schen 20 und 350 pmol Photonen m2 s-1,
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Abbau von MAAs

Wurden Diatomeen- und Phaeocystis-Kulturen, die zuvor unter PAR von
100 pmol Photonen m?s™' gehéltert wurden, in Rotlicht oder Gelblicht
gleichen Photonenflusses gebracht (Versuchsdurchflihrung s. Abb. 3.3),
so nahm mit zunehmender Wachstumsdauer der mittlere zellulire UV-Ab-
sorptionskoeffizient und somit der mittlere MAA-Gehalt in den Zellen ab.
Der zeitliche Verlauf dieser Abnahme ist in Abb. 4.22 exemplarisch fiir die
Diatomee P. pseudodenticulata dargestellt. Nach insgesamt 4 Zellteilungs-
intervallen (Tag21) war der zellulire MAA-Gehalt auf 5% der An-
fangskonzentration ausgediinnt (Abb. 4.22). Die inverse Ubereinstimmung
der aus den Datensétze berechneten Exponentialfunktionen sowie der iiber
die ganze Versuchsdauer liber konstant gebliebene MAA-Gehalt der Ge-
samtkultur (Produkt aus Zellkonzentration und Absorptionskoeffizienten)
weisen daurauf hin, dafl die MAAs durch die fortlaufende Teilung ausge-
dinnt und nicht aktiv abgebaut wurden.
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Abb. 4.22: Zeitlicher Verlauf der Zellkonzentration (O) und des mittleren zelluldren
Absorptionskoeffizienten (Ayv/Zelle) (&) von P. pseudodenticulata nach einem Wechsel
von PAR (400-700 nm) in Gelblicht gleichen Photonenflusses. (Repréisentatives
Ergebnis).

Fine Reduktion des mittleren zelluliren MAA-Gehaltes wurde auch bei
sich noch teilenden Kulturen in Dunkelheit (Versuchsdurchfiihrung s.
Abb. 3.3) beobachtet. In Abb.4.23 ist dies fiir T tumida und
P. pseudodenticulata fiir eine Dunkelperiode von insgesamt 62 Tagen dar-
gestellt. Die Abnahme des MAA-Gehaltes in den ersten 10 Tagen der Dun-
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kelperiode um 60% (7. antarctica) oder 35% (P. pseudodenticulata) ent-
sprach einer gleichzeitigen Zunahme der Zellzahl um 60% bzw. 42%. Da-
nach blieb fiir die gesamte Dauer der Dunkelperiode sowohl die Zellzahl als
auch der mittlere zelluldre MAA-Gehalt konstant. Nach dieser Dunkel-
periode waren die Zellen noch teilungsfihig und zeigten, wenn sie wieder
in Licht gebracht wurden, nach einer kurzen Erholungsphase wieder
Wachstumsraten wie vor der Dunkelphase. Dall nach einer Dunkelphase
von bis zu 272 Tagen Diatomeenzellen noch lebensfdhig waren, konnte
auch in den Untersuchungen von Peters & Thomas (1996) gezeigt wer-
den. Die Kulturen konnten nach dieser Dunkelperiode wieder Zellteilungs-
und Photosyntheseraten erreichen, die denen vor der Dunkelphase ent-

sprachen.
18 3000

& ) P. pseudodenticulata N
& 151 - 2500 &
- I
% &
“g 124 - 2000 =
(3] ~~
- 9 - 1500 E
R L1000 S
s g

= § L =
- 3 500 ¢

0 T T T T T ! 0
0 10 20 30 40 50 60 70
18 3000

L T. antarctica N
e 15 - 2500 &
— N
* &
NE 12 - 2000 =
[3) o~
Y 9 - 1500 E
2 6 - 1000 8
> g8

= L L
§ 3 500 S

0 T T T 0

0 10 20 30 40 50 60 70
Zeit in Dunkelheit (d)

Abb. 4.23: Zeitlicher Verlauf der Zeltkonzentration (Zellen mi-!') (0) und des zelluliren
Absorptionskoeffizienten (Ayy/Zelle) (&) in Kulturen von T antarctica und
P. pseudodenticulata in fortlaufender Dunkelheit. Zuvor waren die Kulturen in PAR
eines Strahlungsflusses von 100 umol Photonen m2 s-! gehéltert worden.
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Akkumulation von MAAs in Abhdngigkeit der Wellenldnge

Wurden Kulturen, die unter Gelb- oder Rotlicht gehiltert wurden und so-
mit nur einen geringen MAA-Gehalt aufwiesen (vgl. Abb. 4.22), wieder in
PAR (d.h. inklusive Blaulicht) gleichen Photonenflusses gebracht, so nahm
der MAA-Gehalt der Kulturen zu. Dieses Ergebnis aus Voruntersuchungen
liel vermuten, daf} die Bildung von MAAs wellenldngenabhéngig ist.

Zur genaueren Untersuchung des fiir die Induktion wirksamen Wellen-
langenbereiches wurden Kulturen von 7. tumida, P. pseudodenticulata und
Kolonien von Phaeocystis antarctica, die fir mindestens 2 Wochen in
Gelblicht gewachsen waren, im UV/PAR-Feld mit Strahlung unterschiedli-
cher Wellenldnge bestrahlt (Versuchsdurchfithrung s. Abb. 3.4). Mit zu-
nehmend kurzwelligerem Anteil der Strahlung, kam es in allen Kulturen
auch zu einer Zunahme der UV-Absorption (gemessen als Ayvsegs oder
Ayvy/Zelle) und somit des MAA-Gehaltes (Abb. 4.24A & 4.24B). Es kon-
nen drei unterschiedliche Phasen der MAA-Akkumulation beobachtet wer-
den: eine Anfangs- oder Verzogerungsphase von 12-24 h, in der der zellu-
lare MAA-Gehalt konstant und gering ist, eine zweite, exponentielle Phase,
in der der Gehalt mit der Bestrahlungsdauer ansteigt, und eine Séttigungs-
phase, bei der der MAA-Gehalt nach 72-144 h Bestrahlung ein Maximum
erreicht (Abb. 4.24A & 4.24B). Fir die MAA-Bildung war bei allen unter-
suchten Algenkulturen Dauerbestrahlung notwendig (s. auch Abb. 4.21).
Eine kurze induzierende Bestrahlung von 4 h fithrte auch nach insgesamt
48stiindigem Wachstum in Gelblicht zu keiner Erhhung des MAA-Gehal-
tes (nicht dargestellte Ergebnisse).



Auviees

Auv/ees

Bestrahlungsdauer (h)

7
6 P. pseudodenticulata A-1
5 -
g ¢ 1 P
3 .
0, :
2 @ s 2
| L R 3
U T T T T T T ¥ T T T
. 0 48 96 144 192 240
6 T. tumida A-2
5 - f
4
3 4
A g ?
i TR S
1 4
0 T T T T ¥ T T T T T
0 48 96 144 192 240
80 - Phaeocystis antarctica A-3
60 - ? ’
40 : i }
w01
® 8 3 & ]
0 H T T T I T T T T
0 48 96 144 192 240

60
P. pseudodenticulata B-1
50 ® WG 320
40- o WG 335
| {‘ A WG 360
o 30 o GG 420
S 20- g B A >460 nm
* 'L ] 4 3
T 107 £ !
@ 0 48 96 144 192 240
ﬁ 15 T. tumida B-2
S 12
2 % § §
< g
6 il
3 n i ‘£ % é 4
0 T T T T T T T

0 48 96 144 192 240

Bestrahlungsdauer (h)

Abb. 4.24: Zeitlicher Verlauf der MAA-Akkumulation bei Bestrahlung im
UV/PAR-Feld unter den angegebenen Kantenabsorptionsfiltern (Versuchs-
durchfithrung s. Kap. 3.2.2). Die Kulturen waren vor Bestrahlungsbeginn unter
Gelblicht gehiltert worden. Dargestellt sind die Mittelwerte und ihre Stan-
dardabweichungen aus 4 unabhingigen Versuchen.
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Die in Abb. 4.24 dargestellten Ergebnisse weisen auf eine Wellenldngen-
abhingigkeit der MAA-Bildung hin, da mit zunehmend kurzwelligerem
Anteil der Strahlung der MAA-Gehalt der Kulturen ansteigt. Da gleichzeitig
jedoch auch die eingestrahlte Strahlungsdosis zunimmt (vgl. Abb. 3.1 &
Tab. 3.2), kann aus diesen Daten nicht eindeutig auf eine Wellenléngenab-
héngigkeit geschlossen werden. Zur Erstellung einer sogenannten "Wir-
kungskurve" der MAA-Bildung wurde deshalb die Zunahme der in Abb.
4.24 dargestellten MAA-Gehalte auf die gleiche eingestrahlte Energiedosis
bezogen und gegen die mittlere Wellenldnge aufgetragen (Abb. 4.25). Als
mittlere Wellenldnge wurde dabei der Medianwert des polychromatischen
Differenzsspektrums verwendet (s. Kap. 3.3.5). Zur Berechnung der
MAA-Zunahme wurden die MAA-Gehalte im Maximum ihrer Bildung ver-
wendet (vgl. Abb. 4.24). In Abb. 4.25 sind die resultierenden Wirkungs-
kurven der MAA-Bildung fiir die beiden Diatomeen P. pseudodenticulata
und T. tumida sowie fir Phaeocystis-Kolonien dargestellt. Die Wirkung
wurde normiert, indem die jeweils maximale Wirkung als 100% gesetzt
wurde. Die Balken tiber den Kurven représentieren die 90%ige Bandbreite
des Wellenldngenbereiches, in dem sich die aufgetragene Wirkung bewe-
gen kann.

Bei beiden Diatomeen-Kulturen sowie Phaeocystis-Kolonien weisen die
resultierenden Wirkungskurven auf eine Wellenldngenabhingigkeit der
MAA-Bildung hin (Abb. 4.25). Bei Diatomeen ist vor allem Blau- und UVA-
Strahlung (mittlere Wellenldnge 463 und 367 nm) wirksam flir die MAA-
Bildung (Abb. 4.25). UVB-Strahlung (mittlere Wellenldnge 325 nm) und
langerwellige Strahlung bei 520 nm zeigen dagegen nur eine geringe
Wirksamkeit. Im Vergleich zu den Diatomeen ist bei Kolonien von
Phaeocystis antarctica die Wirksamkeit der Strahlung zu kiirzeren Wellen-
langen verschoben (mittlere Wellenldnge 347 nm und 325 nm), UVB-
Strahlung (mittlere Wellenldnge 325 nm) hat hier eine deutlich induzierende
Wirkung auf die MAA-Bildung (Abb. 4.25).
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Abb. 4.25: Relative Wirksamkeit der MAA-Bildung in Abhéngigkeit des eingestrahlten
Wellenldngenbereiches bei P. pseudodenticulata (), T. tumida (o) und Phaeocystis-Ko-
lonien (®). Die Balken bezeichnen die Bandbreite, in der sich die beim Medianwert auf-
getragene Wirkung bewegt.

Durch die MAA-Akkumulation wurde das Absorptionsmaximum der
Extrakte im Maximum der MAA-Absorption zwischen 330 und 340 nm
nicht oder nur geringfligig verschoben (Abb. 4.26). Dies deutet darauf hin,
daf3 die relativen Konzentrationen der verschiedenen MAAs durch die Be-
strahlung kaum verdndert werden. Eine genauere Untersuchung der MAAs
bei P. pseudodenticulata belegt diese Annahme (Abb. 4.26A, kleine Gra-
phik).
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Abb. 4.26: Extrakt-Absorptionsspektren von P. pseudodenticulata (A) und Kolonien
von Phaeocystis antarctica (B), 6 Tage nach der Bestrahlung im UV/PAR-Feld unter
verschiedenen Kantenabsorptionsfiltern (1= WG 320, 2=WG 335, 3 = WG 360,
4 = GG 420, 5=>460 nm). Strahlungsbedingungen wie in Abb. 4.24. Zu beachten ist
die unterschiedliche Skalierung der y-Achse. Die kleine Graphik in A zeigt die relative
Verteilung der aus den Extrakten isolierten MAAsS.
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4.3 Schutzwirkung von MAAs vor UV-Schiidigungen

In Kap. 4.2.3 wurde eine potentielle Schutzwirkung der MAAs in ver-
schiedenen Diatomeen-Kulturen sowie Kolonien von Phaeocystis antarctica
mit Hilfe der sogenannten Abschirmungsfaktoren abgeschidtzt. Der in
diesem Kapitel gewihlte experimentelle Ansatz, eine Schutzwirkung der
MAAs nachzuweisen, basiert auf dem Vergleich des Schadensumfangs
nach schidigender UVB- oder UVA-Strahlung in Abhéngigkeit vom MAA-
Gehalt. Dazu wurden Kulturen gleicher Art, aber unterschiedlichen MAA-
Gehaltes verwendet: Wie in Kap. 4.2 gezeigt wurde, weisen Kulturen, die
bei einem niedrigen PAR-Photonenfluf3 oder in Gelblicht gehaltert worden
sind, nur einen geringen MAA-Gehalt auf. Die MAA-Bildung kann jedoch -
bei groflen Diatomeen wie 7. tumida und P. pseudodenticulata sowie Ko-
lonien von Phaeocystis antarctica - durch PAR mit hohem Photonenfluf3
oder durch Blauw/UV-Strahlung induziert werden. Fiir die folgenden Unter-
suchungen wurden beide Mdglichkeiten zur MA A-Induktion verwendet:

1. Kulturen, die zuvor unter Gelblicht von 100 pmol Photonen m?s™' ge-
hiltert worden waren, wurden zur MAA-Induktion mit UV/Blau-
Strahlung des gleichen Photonenflusses bestrahlt (Bestrahlung im
UV/PAR-Feld unter WG 335; s. Abb. 3.1 & Tab. 3.2). Sie werden im
folgenden als "induzierte" Kulturen bezeichnet.

2. Kulturen, die zuvor unter PAR eines geringen Photonenflusses von
50 pumol Photonen m™s™! gehiltert worden waren (Schwachlicht akkli-
matisierte Kulturen (LL); Bestrahlung im PAR-Feld, s. Abb.3.1 &
Tab. 3.2), wurden zur MAA-Induktion in PAR eines hohen Photonen-
flusses von 180 pumol Photonenm™s™' gebracht (Starklicht akklimati-
sierte Kulturen (HL)).

Als Indikatoren fiir die Schiadigungen durch UVA- und UVB-Strahlung
wurden in den folgenden Untersuchungen die Bildung von Cyclobutyl-Py-
rimidindimeren (CPD), die Uberlebensrate der Zellen sowie die Quanten-

ausbeute des Photosystems II verwendet.
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4.3.1 Dimerbildung

Durch Exposition im UV/Blau-Feld nimmt nicht nur der zellulire MAA-Ge-
halt, sondern auch die Photoreaktivierungsrate zu (vgl. Abb.4.13 &
Abb. 4.14). Es kommt somit unter photoreaktivierenden Strahlungs-
bedingungen zu einer Uberlagerung dieser beiden Effekte. Um eine
Schutzwirkung der MAAs vor Dimerbildung zu untersuchen, wurde des-
halb in den nachfolgenden Experimenten die Dimerkonzentration direkt
nach der UVB-Bestrahlung gemessen. Dadurch wurde eine Photoreaktivie-
rung groftenteils ausgeschlossen (vgl. Kap. 4.1).

Um MAAs zu induzieren, wurden Kulturen von T. tumida, die zuvor in
Gelblicht gehiltert wurden, fiir drei Tage mit UV/Blau bestrahlt. Dadurch
nahm der zellulire MAA-Gehalt von 0,05 auf 0,18 pmol zu. Danach wur-
den die Kulturen fiir 10 min im UVB-Feld bei 5 W m™ schidigend bestrahlt
und der Thymindimer-(T[]T)-Gehalt unter Verwendung des Radioimmu-
noassays (RIA, s. Kap. 3.3.6) sowohl direkt nach der UVB- als auch nach
einer photoreaktivierenden UVA-Bestrahlung von 60 min gemessen. Der
mehr als dreifach hhere MAA-Gehalt in "induzierten" Kulturen hatte keine
Auswirkung auf die Bildung der Dimere in den Zellen (Abb. 4.27). Da-
gegen resultierte die induzierende Blaw/UVA-Vorbestrahlung in einer deut-
lich hoheren Dimer-Reparatur. Innerhalb 60 min wurden in diesen
Kulturen mehr als 60% der Dimere wieder repariert, wihrend die nicht in-
duzierten Kontrollkulturen nur eine geringe Dimer-Reparatur aufwiesen.
Diese durch UV/Blau induzierte Reparaturerh6hung entspricht den schon
im vorigen Abschnitt dargestellten Ergebnissen {iber die Abhédngigkeit der
Photoreaktivierung von der Wellenldnge der Vorbestrahlung (vgl.
Abb. 4.13 & Abb. 4.14).
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Dimerbildung (RIA)

g Abb, 4.27: Bildung und Repa-
ratur von Thymindimeren (T[]T)
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In einem weiteren experimentellen Schritt wurde die Schutzwirkung der
MAAs vor Dimerbildung bei P. pseudodenticulata und Kolonien von
Phaeocystis antarctica untersucht. Der Gesamt-CPD-Gehalt wurde im en-
zymgekoppelten Immunoassay (ELISA, s. Kap. 3.3.6) gemessen. Eine Zu-
nahme des MAA-Gehaltes in den Kulturen wurde durch Bestrahlung mit
einem hohen PAR-Photonenflu von 180 pmolPhotonen m™s™' erreicht
(HL akklimatisierte Kulturen). Nach insgesamt 180 h stieg der MAA-Gehalt
im Vergleich zu Kulturen, die weiterhin bei geringem Photonenflufl von
50 pmol Photonen m?s™ gehalten wurden (LL akklimatisierte Kulturen),
um das dreifache (P. pseudodenticulata) bzw. flunffache (Phaeocystis
antarctica) an. Diese Zunahme des MAA-Gehaltes hatte jedoch bei
P. pseudodenticulata keine Auswirkung auf die durch UVB gebildeten Di-
mere (Abb. 4.28). Eine deutliche Reduktion der Dimerbildung konnte da-
gegen bei Phaeocystis antarctica gemessen werden. Kulturen, die zuvor
unter HL gehéltert wurden, zeigten im Vergleich zu LL akklimatisierten
Kulturen eine mehr als 50% geringere Dimerbildung (Abb. 4.28).
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Abb. 4.28: Bildung von Cyclo-butyl-Pyrimidindimeren (CPD) in Schwachlicht (LL) und
Starklicht (HL) akkiimatisierten Kulturen. Die UVB-Bestrahlungsdauer betrug 15 min.
Dargestellt sind die Mittelwerte und ihre Standardabweichungen aus 4 Parallelen eines
Versuchsansatzes.

4.3.2 TUberlebensrate

Um die Schutzwirkung der MAAs auf der zelluldren Ebene zu untersuchen,
wurden Kulturen von P. pseudodenticulata unterschiedlichen MAA-Ge-
haltes sowohl direkt nach schédigender UVB- als auch nach photoreakti-
vierender UV A-Bestrahlung zum weiteren Wachstum in Rotlicht gebracht
und die Uberlebensrate der Zellen nach 8 Tagen Wachstum ermittelt (s.
4.1.3). Die Induktion der MAAs erfolgte durch Blau/UVA-Bestrahlung.
Dabei stieg der MAA-Gehalt gegeniiber den unter Gelblicht gehélterten
Kontrollkulturen innerhalb von 120 h von 0,05 auf 0,40 pmol pro Zelle an.
Diese Zunahme des MAA-Gehaltes hatte jedoch nur eine geringe Auswir-
kung auf die Uberlebensrate (Abb. 4.29).

Eine starke Zunahme der Uberlebensrate von bis zu 50% erfolgte erst
durch eine auf die UVB-Exposition direkt folgende photoreaktivierende
UVA-Bestrahlung. Dabei nahm die Uberlebensrate auch nach 5h induzie-
renden Vorbestrahlung um mehr als 30% zu (Abb. 4.29).
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Abb. 4.29: Uberlebensrate von P. pseudodenticulata nach 5 h bzw. 120 h induzierender
Blaw/UV-Vorbestrahlung und 10 min schddigender UVB-Bestrahlung. Die Photoreakti-
vierungsdauer betrug 60 min.

4.3.3 Photoinhibition

Im folgenden Kapitel wird die Wirkung von UVB- und UV A-Strahlung auf
das Photosystem IT (PS II) sowie die Schutzwirkung der MAAs vor Pho-
toinhibition bei Diatomeen und Phaeocystis antarctica untersucht. Als Maf}
fur die Wirksamkeit des PS II wird die Quantenausbeute verwendet, die
sich aus dem Quotienten der variablen Fluoreszenz (F,) und der Maximal-
fluoreszenz (F,) ergibt (vgl. 3.3.4).

Im ersten experimentellen Ansatz wurde bei Kolonien von Phaeocystis
antarctica die Abnahme der Quantenausbeute in Abhéngigkeit von der
Dauer und Wellenldnge der UV-Bestrahlung untersucht. Dazu wurden
Kulturen, die zuvor unter PAR eines Photonenflusses von
150 umol Photonen m™s™' gehiltert wurden, im UVB/UVA-Feld unter ver-
schiedenen Kantenabsorptionsfiltern bestrahlt (Bestrahlungsspektren und
Energiefllisse s. Abb. 3.1 & Tab. 3.2). Mit zunechmender Bestrahlungs-
dauer sowie mit zunehmendem Anteil kurzwelliger Bestrahlung nahm die
Quantenausbeute F,/F,, ab (Abb. 4.30). Eine starke und mit der UV-Be-
strahlungsdauer zunehmende Abnahme war vor allem in Kulturen zu beob-
achten, die einer hohen UVB-Strahlung bis zu Wellenldngen von 295 nm
(WG 305) ausgesetzt waren. Die Abnahme der Quantenausbeute wird im
folgenden als Photoinhibition bezeichnet. Dabei wird nicht unterschieden,
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ob es sich um eine chronische Photoinhibition oder eine Photoschéddigung
handelt.

Phaeocystis antarctica

—e— GG 420
—o— WG 360
—a— WG 335
—a— WG 320
—a— WG 305

0,7
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=F0,4-

= 0,3
0,2 ]
0,1

090 T I I T I | T 1
0 30 60 90 120 150 180 210 240
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Abb. 4.30: Zeit- und wellenldngenabhingige Abnahme der Quantenausbeute F./F,, in
Kolonien von Phaeocystis antarctica. Die Bestrahlung der Kulturen erfolgte im
UVB/UVA-Feld unter den angegebenen Kantenabsorptionsfiltern. Dargestellt sind die
Mittelwerte und ihre Standardabweichungen aus 4 Parallelen.

Zur weiteren Untersuchung des fiir die Photoinhibition verantwortlichen
Wellenldngenbereiches sowie einer eventuellen Schutzwirkung der MAAs
wurden Kulturen von P. pseudodenticulata, T. tumida und Kolonien von
Phaeocystis antarctica fir 3 h im UVA/UVB-Feld unter verschiedenen
Kantenabsorptionsfiltern bestrahlt. Die Kulturen waren zuvor flir
mindestens 3 Wochen entweder an HL (180 umolPhotonen m?s™") oder
LL (50 pmol Photonen m™>s™") akklimatisiert. HL-akklimatisierte Kulturen
wiesen gegeniiber LL-akklimatisierten Kulturen eine 3-5fach hdhere MAA-
Konzentration auf (nicht dargestellte Ergebnisse).

Zur Erstellung von sogenannten "Wirkungskurven" fiir die Photoinhibi-
tion wurden fiir aufeinanderfolgende Filter die Abnahme von F,/F, (in %
der maximalen Abnahme) auf die gleiche Energiedosis normiert und gegen
die mittlere Wellenldnge aufgetragen (Abb. 4.31). Als mittlere Wellenlinge
wurde dabei der Medianwert des polychromatischen Differenzspektrums
verwendet (s. Kap. 3.3.5). Die Balken {iber den Kurven in Abb. 4.31 repri-
sentieren die 90%ige Bandbreite des Wellenldngenbereiches, in dem sich
die aufgetragene Wirkung bewegen kann. Bei beiden Diatomeenkulturen
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sowie bei Kolonien von Phaeocystis nahm mit zunehmendem Anteil an
kurzwelliger Strahlung die Photoinhibition zu. Kurzwellige UVB-Strahlung
(<320 nm) fiihrte bei allen Kulturen zu einer starken Photoinhibition, d.h.
hohen Reduktion von F,/F,, (Abb. 4.31A & 4.31B). Kulturen, die unter HL
akklimatisiert waren, zeigten im UVB- und kurzwelligen UVA-Bereich eine
geringere Photoinhibition als LL akklimatisierte Kulturen (Abb. 4.31A &
4.31B).
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Abb. 4.31: Relative Photoinhibition (Abnahme von F,/Fr) in Abhingigkeit des
eingestrahlten Wellenldngenbereiches bei P. pseudodenticulata, T. tumida und Kolonien
von Phaeocystis antarctica. Die Kulturen wurden vor der UV-Bestrahlung an HL (PAR
von 180 pmol Photonen m2 s-') (A) bzw. an LL (PAR von 50 pmol Photonen m2 s-1)
akklimatisiert (B). Die Balken bezeichnen die Bandbreite der 90%igen Energiedifferenz,
die Zahlen den Medianwert, bei denen die Wirksamkeit aufgetragen wurde. Sie gelten
auch fiir B, bei der sie der Ubersichtlichkeit halber nicht dargestellt wurden. Dargestellt
sind die Mittelwerte aus drei Parallelen.
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Zur besseren Darstellung der in Abb. 4.30 ersichtlichen Unterschiede
der Photoinhibition unterschiedlich akklimatisierter Kulturen wurden die
Differenzen (AF,/F) der Quantenausbeute von HL und LL akklimatisierten
Kulturen gebildet und diese gegen die Wellenlidnge aufgetragen (Abb. 4.32).
Bei allen drei Kulturen nahm AF,/F, im kurzwelligen UVA-Bereich
(<370 nm) deutlich zu. Das bedeutet, dal in diesem Wellenlédngenbereich
HL akklimatisierte Kulturen mit hdherem MAA-Gehalt eine hohere Fluores-
zenzausbeute und somit eine geringere Photoinhibition aufweisen als LL
akklimatisierte Kulturen mit geringem MAA-Gehalt. Hohe Unterschiede von
F./F zwischen HL und LL akklimatisierten Kulturen wurden vor allem im
Wellenldngenbereich zwischen 310 und 350 nm gemessen, dem Bereich, in
dem die MAAs hauptsédchlich absorbieren (vgl. Abb. 16A & 16B). Bei P.
pseudodenticulata, der gréBeren der beiden untersuchten Diatomeen
(mittlerer Radius 30 pm) ist diese Differenz um mehr als das doppelte
héher als bei der kleineren 7' tumida (mittlerer Radius 12 um).

0,6 -

0,5 - —@— T. tumida
E —O— Phaeocystis antarctica
0,4 - —a&— P. pseudodenticulata

0,3
0,2 -
0,1 A

i T T T T ‘ l
300 320 340 360 380 400 420 440
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0

Abb. 4.32: Differenz von F,/F,, (AF,/F,,) von LL und HL akklimatisierten Kulturen in
Abhingigkeit von der Wellenlédnge. Versuchsbedingungen siehe Abb. 4.31. Dargestellt
sind die Mittelwerte aus drei Parallelen. Der abgeschitzte Maximalfehler betrigt 18%.
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4.4 Schidigung und Schutz unter annéhernd natiirlichen Strah-
lungsbedingungen und erhéhter UVB-Bestrahlung

Mit Hilfe des Sonnenscheinsimulators war es mdglich, Kulturen bei anné-
hernd gleichbleibender UVA- und photosynthetisch wirksamer Strahlung
mit unterschiedlicher UVB-Strahlung zu bestrahlen (vgl. Kap. 3.2.4). In
diesem Kapitel werden MAA-Akkumulation, Dimerbildung, Wachstum und
Photosyntheserate unter normaler und erhdhter UVB-Strahlung untersucht.
Dazu wurden Spektren verwendet, die einem normalen Ozongehalt von
360 Dobson Unit (DU) oder einem reduzierten Ozongehalt von 140 DU
entsprechen. Alle verwendeten Bestrahlungsspektren sowie die entspre-
chenden Energiefliisse sind in Abb. 3.7 und Tab. 3.3 zu finden.

4.4.1 Akkumulation von MAAs

Die Ergebnisse der in Kap. 4.2 untersuchten Wellenldngenabhédngigkeit der
MAA-Bildung bei Diatomeen und Kolonien von Phaeocystis antarctica wei-
sen darauf hin, daf} es bei einer Zunahme der natiirlichen UVB-Strahlung
(<320 nm) bei Diatomeen zu keiner und bei Phaeocystis zu einer gering-
fligigen Erhohung der MAA-Konzentration kommt. Um dies unter simu-
lierten natiirlichen Strahlungsbedingungen zu tiberpriifen, wurden Kulturen
von T. tumida und P. pseudodenticulata sowie Kolonien von Phaeocystis
antarctica mit normaler und erhdhter UVB-Strahlung bestrahlt (.
Abb. 3.7A). Dazu wurden Kulturen, die zuvor unter Ausschlufl von UV-
Strahlung gehiltert wurden (PAR-Feld, 100 pmol Photonen m™s™), im
Sonnenscheinsimulator fiir insgesamt 5 Tage bei gleicher Bestrahlungs-
stirke inklusive UVB-Strahlung (entsprechend 360 DU) bestrahlt. Nach
dieser Zeit sollten die Kulturen den maximalen MAA-Gehalt unter diesen
Strahlungsbedingungen erreicht haben (vgl. Abb. 4.24). AnschlieBend
wurden die Kulturen flir drei weitere Tage unter erhohter UVB-Strahlung
(entsprechend 140 DU) exponiert.

Die Diatomeen P. pseudodenticulata und T. tumida wiesen nach dem
Wechsel von 360 DU nach 140 DU keine signifikante Erhéhung des MAA-
Gehaltes auf (gemessen als Ayyue) (Abb.4.33). Bei Kolonien von
Phaeocystis antarctica nahm dagegen der MAA-Gehalt um ca. 20% zu
(Abb. 4.33). Bei der Interpretation dieser Ergebnisse ist allerdings zu be-
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achten, dafl es aufgrund der Filtercharakteristika bei zunehmender UVB-
Einstrahlung auch zu einer Zunahme der Strahlung mit Wellenlingen
>580 nm kommt (vgl. Abb. 3.7). So stieg die Bestrahlungsstédrke im PAR-
Bereich bei einem Wechsel von 360 DU auf 140 DU um ca. 30% auf ins-
gesamt 130 pmol Photonen m™?s™' an (Tab. 3.3). Da allerdings Strahlung
im Wellenldngenbereich >580 nm keine Auswirkung auf die MAA-Bildung
hat (vgl. Abb. 4.24 & Abb. 4.25), hat die StrahlungserhShung im vorlie-
genden Versuch vermutlich keine Bedeutung auf die MAA-Bildung.

P. pseudodenticulata T. tumida Phaeocystis antarctica
6 6- 70-
54 60
4. 50+
g g g 404
< < < 307
2
20
14 104
0 : 011 7 0
360DU 140DU 360DU 140DU 360DU 140DU

Abb. 4.33: MAA-Gehalt (Ayyues) bel Kulturen von P. pseudodenticulata, T. tumida
sowie Kolonien von Phaeocystis antarctica nach finf Tagen Bestrahlung im Sonnen-
scheinsimulator bei 360 DU und drei weiteren Tagen bei 140 DU. Dargestellt sind die
Mittelwerte und ihre Standardabweichungen aus 4 Parallelen.

4.4.2 Dimerbildung

Im folgenden Experiment wurde die Bildung von Cyclobutyl-Pyrimidindi-
meren (CPD) bei der Diatomee P. pseudodenticulata unter normaler und
erhohter UVB-Strahlung untersucht. Zur Quantifizierung der Dimere wurde
die empfindlichere ELLISA-Methode verwendet (s. Kap. 3.3.6). Die Kultu-
ren wurden vor der UV-Bestrahlung unter PAR eines Photonenflusses von
50 umol Photonen m™?s™ (LL) oder 180 pmol Photonen m?s™' (HL) gehil-
tert. HL akklimatisierte Kulturen wiesen gegeniiber LL akklimatisierten
Kulturen einen 5-fach hdheren MAA-Gehalt auf. Um einen méglichst ho-
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hen UVB-FluB zu erreichen, erfolgte die Bestrahlung im Sonnenscheinsi-
mulator bei ungefdhr 1000 pmol Photonen m™s™ (Bestrahlungsspektren
und -stérken s. Abb. 3.7 & Tab. 3.3). Selbst bei dem daraus resultierenden
hohen UVB-EnergiefluB von 1,1 Wm™ kam es nur zu einer geringen
Dimerbildung, die eng an der Nachweisgrenze der verwendeten Methode
liegt (Abb. 4.34).

Die an LL akklimatisierten Kulturen zeigten bei hoherer UVB-Bestrahlung
(140 DU) tendenziell eine hohere Dimerbildung als HL akklimatisierte Kul-
turen. Deutlich wird dieser Unterschied vor allem bei den flir 4 h bestrahl-
ten Kulturen (Abb. 4.34). Eindeutige Aussagen koénnen jedoch aufgrund
des hohen Fehlers nicht gemacht werden. Bei der Interpretation dieser Er-
gebnisse ist zu beachten, dal unter natiirlichen Strahlungsbedingungen, bei
denen Dimerbildung und Photoreaktivierung gleichzeitig ablaufen, die
Schutzwirkung durch héhere MAA-Bildung nicht von der Wirkung durch
Induktion der Photoreaktivierung (vgl. Kap. 4.1) zu trennen ist.

P. pseudodenticulata

360 DU
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Abb. 4.34: Dimerbildung bei Kulturen von P. pseudodenticulata nach einer Bestrahlung
von ein oder 4 h im Sonnenscheinsimulator bei 360 DU oder 140 DU. (Bestrahlungsbe-
dingungen vgl. 3.3). Die Kulturen wurden vor der Bestrahlung fiir mehrere Tage bei
180 pmol Photonen m-2 s-! (HL) oder 50 pmol Photonen m-2 s-! (LL) gehiltert. Darge-
stellt sind die Mittelwerte aus drei Parallelen.
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4.4.3 Wachstum

Wie in Kap. 4.2 dargestellt wurde, fithrt hohe UVB-Bestrahlung zu einem
Verlust der Zellteilungs- und Uberlebensfihigkeit der Zellen. Im folgenden
Versuchsansatz wurde das Wachstum von Diatomeen unter normaler
(360 DU) und erhoshter (140 DU) UVB-Strahlung im Sonnenscheinsimula-
tor untersucht. Dazu wurden Kulturen von P. pseudodenticulata und
T. antarctica, die zuvor unter Ausschluf von UVB-Strahlung bei einem
mittleren PhotonenfluB von 100 pmol Photonen m?s™' gehiltert wurden,
fir insgesamt 5 Tage im Sonnenscheinsimulator bei normaler UVB-
Strahlung (360 DU) sowie erhShter UVB-Strahlung (140 DU) exponiert
(Bestrahlung s. Abb. 3.7 & Tab. 3.3) (Abb. 4.35).
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Abb. 4.35: Zellzahl von P. pseudodenticulata (A) und T. antarctica (B) wihrend einer
Bestrahlung von insgesamt 5 Tagen bei 360 DU oder 140 DU.
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Wihrend der gesammten Bestrahlungsdauer von insgesamt 5 Tagen
konnten weder bei P. pseudodenticulata noch T. antarctica signifikante
Unterschiede in der Zellzahl festgestellt werden (Abb. 4.35). Es ist jedoch
zu beachten, dafl auch bei diesem Versuchsansatz die PAR-Bestrahlungs-
stérke bei 140 DU um etwa 30% héher lag (130 umol Photonen m?s™") als
bei einer UVB-Bestrahlung von 360 DU (100 umol Photonen m?s™t). In
keiner der Versuchsansitze wurden morphologisch verédnderte Zellen oder
leere Schalen beobachtet.

4.4.4 Photosyntheserate

Im folgenden Experiment wurde untersucht, inwieweit es bei unterschied-
lich akklimatisierten Kulturen bei normaler und erhéhter UVB-Strahlung zu
einer Beeinflussung der Photosyntheserate kommt. Dazu wurden Kulturen
von T. antarctica, die zuvor unter Ausschluf von UVB-Strahlung an
50 (LL) oder 150 pumolPhotonen m-2s-! (HL) akklimatisiert waren (PAR-
Feld), im Sonnenscheinsimulator bei verschiedenen Bestrahlungsstirken
unter normaler (360 DU) und erhéhter UVB-Strahlung (140 DU) exponiert.

Bei geringen Bestrahlungsstirken bis zu 200 pmol Photonen m™s™
fithrte eine héhere UVB-Bestrahlung zu keiner wesentlichen Anderung der
Photosyntheserate (CO,-Fixierung, bezogen auf Chla) (Abb.4.36A &
4.36B). Dies zeigt sich auch daran, daf der lineare Anfangsanstieg (o) der
Photosynthese-Strahlungskurve (PI-Kurve) nicht oder nur geringfiigig
durch die erhdhte UVB-Strahlung beeinfluit wird (Tab. 4.4). Dagegen
fihrte eine UVB-Erhthung bei hoheren Bestrahlungsstirken von
>200 umol Photonen m™?s™' zu geringeren Photosyntheseraten. Diese Ab-
nahme war bei HL akklimatisierten Kulturen gréfer als bei LL akklimati-
sierten Kulturen (Abb. 4.36). Eine deutliche Wirkung hatte die UVB-Zu-
nahme auch auf die maximale Photosyntheserate (P..). Sie nahm bei LL
akklimatisierten Kulturen um 5,5%, bei HL akklimatisierten Kulturen um
3,6% ab (Tab. 4.4).
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Abb. 4.36: Photosynthese-Strahlungskurven (PI-Kurven) von 7. antarctica bei Bestrah-
lung im Sonnenscheinsimulator. Die Kulturen wurden im PAR-Feld bei
150 pmol Photonen m2 st (HL) (A) oder 50 umol Photonen m2 s'! (LL) (B) gehiltert,
bevor sie fiir eine Stunde im Sonnenscheinsimulator bei normaler (360 DU) oder erhdhter
UVB-Strahlung (140 DU) bestrahlt wurden,

Tab. 4.4: Verschiedene Parameter der PI-Kurven aus Abb. 4.36: o linearer Anfangsan-
stieg der PI-Kurven, P, = maximale Photosyntheserate, E; = Ansatzpunkt der Pho-
toinhibition, E, = Ansatzpunkt der Lichtsittigung (Schnittpunkt von o und Ppa). Zur

Berechnung der verschiedenen Parameter wurde die Modellgleichung von Eilers & Pee-
ters 1988 verwendet (s. Kap. 3.3.4).

Prax o E. Ey
HL 360 DU 2,76 0,011 393,33 2527
HL 140 DU 2,66 0,012 352,0 210,2
LL 360 DU 326 0,017 312,8 1957
L1 140 DU 3,08 0,017 2879 1853




5 DISKUSSION

Zur Beantwortung der Frage, inwieweit Phytoplanktonorganismen durch
eine (natiirliche oder ozonreduktionsbedingte) Verdnderung der UV-
Strahlung geschiddigt werden, ist es wichtig, die Wirksamkeit und Kapazi-
tit sowie Anpassungsfihigkeit der verschiedenen Schutz- und Reparatur-
mechanismen gegen diese Schiddigungen zu kennen. Die vorliegende Arbeit
beschéftigt sich mit der Untersuchung von Photoreaktivierung und My-
kosporin-ghnlichen Aminosduren (MAAs) bei verschiedenen antarktischen
Diatomeen und der Prymnesiophyte Phaeocystis antarctica. Wahrend es
sich bei der Photoreaktivierung um eine direkte Reparatur der durch UVB-
Strahlung entstandenen Dimeren in der DNA handelt, wird den MAAS auf-
grund ihrer Absorption im UV-Wellenldngenbereich eine schiitzende Funk-
tion zugeschrieben. Im folgenden werden die Ergebnisse der vorliegenden
Untersuchungen in Bezug auf die natiirliche Strahlungssituation und eine
UVB-Erhohung durch eine Ozonreduktion diskutiert und bewertet.

5.1 DNA-Schidigung und Photoreaktivierung

In einem wesentlichen Teil der vorliegenden Arbeit wurde die Bildung und
Reparatur von Cyclobutyl-Pyrimidindimeren (CPD) in der Desoxyribonu-
kleinsdure (DNA) bei antarktischen Diatomeen sowie Phaeocystis antarc-
tica untersucht. Wahrend fur die Bildung dieser Dimere hauptséchlich
kurzwellige UVB-Strahlung (<320 nm) verantwortlich ist, wird fiir ihre
Reparatur durch Photoreaktivierung energiedrmere UV A/Blau-Strahlung im
Wellenldngenbereich zwischen 360 und 460 nm bendtigt (Kiefer 1987,
Sancar & Sancar 1988, Quaite et al. 1992). Unter natiirlichen Strahlungs-
bedingungen, bei denen beide Strahlungsbereiche vorhanden sind, werden
die durch UVB verursachten Schidden durch Photoreaktivierung sofort
wieder repariert, so daf} es vermutlich zu keiner oder nur einer geringen
Dimerkonzentration in den Zellen kommt. Uber eine Zunahme der Dimer-
konzentration bei einer natlirlichen oder ozonreduktionsbedingten Erho-
hung der UVB-Strahlung kénnen bisher keine Aussagen gemacht werden.
Ein wesentliches Problem liegt dabei darin, den unter natiirlichen Strah-
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lungsbedingungen vermutlich nur relativ geringen Anteil an Dimeren im
Gesamtgenom von insgesamt 10%-10° Nucleotidbasen pro Zelle zu bestim-
men. So liegen die bei antarktischem Zooplankton (Malloy et al. 1997) und
Bakterien (Jeffrey et al. 1996) unter natiirlichen Strahlungsbedingungen
gemessenen Dimerkonzentrationen nahe an der Nachweisgrenze der ver-
wendeten Bestimmungsmethode. Auch in den vorliegenden Untersuchun-
gen konnte mit den verwendeten Antikdrpertests (RIA und ELISA; Kap.
3.3.6) keine signifikante Dimerkonzentration unter anndhernd natiirlichen
Strahlungsbedingungen gemessen werden (Kap. 4.4). In der vorliegenden
Arbeit wurde daher der Ansatz verfolgt, Dimerschddigung und Photoreak-
tivierung getrennt zu untersuchen. Dazu war es notwendig die beiden Pro-
zesse, die in der Natur parallel ablaufen, zu entkoppeln. Dies war mbglich
durch die Verwendung von verschiedenen Lichtfeldern, mit denen die
Kulturen zuerst mit schédigender UVB-Strahlung und anschliefend mit
photoreaktivierend wirksamer UVA/Blau-Strahlung bestrahlt wurden. Im
Vordergrund der Untersuchungen stand die Abhéngigkeit beider Mecha-
nismen von Stérke, Dosis und Bestrahlungsdauer sowie die Anpassungs-
fahigkeit der Photoreaktivierung an hohere UV-Strahlung.

Dimerbildung durch UVB-Strahlung

Aus fritheren Arbeiten mit verschiedenen Diatomeenkulturen ist bekannt,
daf3 bei kiinstlicher UVB-Bestrahlung mit zunehmender Strahlungsdosis die
Dimerkonzentration in den Zellen zu- und die Uberlebensrate der Zellen
abnimmt (Karentz et al. 1991a, Buma et al. 1995). Die vorliegenden Er-
gebnisse bestdtigen dies auch fiir die Diatomee P. pseudodenticulata und
zeigen, dafl es bei Strahlungsdosen bis zu 6 kJ m-2 zu einer anndhernd li-
nearen Zunahme der Dimerbildung und zu einer tiberlinearen Abnahme der
Uberlebensrate mit zunehmender UVB-Dosis kommt (Abb. 4.8 & Abb,
4.9). Im untersuchten Bereich von 0 bis 20 min bzw. 0 bis 5 Wm™ (das
entspricht in etwa dem 3 bis 50fachen der natlirlichen UVB-Bestrahlungs-
starke (vgl. Tab. 3.2 & Tab. 3.3) besteht sowohl auf molekularer als auch
auf zelluldrer Ebene eine Reziprozitit zwischen Bestrahlungsdauer und
Bestrahlungsflufl (Abb. 4.9). Dies bedeutet, da3 eine kurze Bestrahlungs-
dauer mit hoher Bestrahlungsstirke zur gleichen Dimerbildung und Ab-
nahme der Uberlebensrate fiihrt wie eine lange Bestrahlungsdauer mit ge-
ringer Bestrahlungsstédrke. Maf3geblich ist somit allein die Anzahl der auf
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die Organismen eingestrahlten UVB-Quanten, d.h. die Schddigung ist pro-
portional zur eingestrahlten Quantenzahl.

Die lineare Dosisabhdngigkeit der Dimerbildung und die Reziprozitit
zwischen Bestrahlungsdauer und Bestrahlungsstérke ist {ibereinstimmend
mit dem photochemischen Modell dieses Prozesses: Bei der Bildung von
Dimeren aus zwei benachbarten Pyrimidinen handelt es sich um einen re-
versiblen Prozef, dessen Gleichgewichtskonstante von der spektralen
Verteilung der Strahlung abhédngt (s. Abb. 1.4). Dabei erfolgt die Dimerbil-
dung in héchster Ausbeute im Absorptionsmaximum der Pyrimidinbasen
bei 260 nm (Kiefer 1989, Heelis et al. 1993), wahrend die Riickreaktion
durch Einstrahlung von kurzwelliger UVC-Strahlung im Absorptionsma-
ximum der Dimere bei 240 nm bewirkt wird (Deering & Setlow 1963). Im
UVB-Bereich oberhalb 290 nm, den Wellenlédngen, die einerseits noch auf
die Erdoberfldche auftreffen und andererseits noch wirksam fiir eine Di-
merisierung sind (Matsunaga et al. 1991, Quaite et al. 1992, Buma et al.
1997), ist das Gleichgewicht somit zur Bildung hin verschoben.

In der vorliegenden Arbeit wurden im Labor und unter Ausschluf3 der
Photoreaktivierung bei UVB-Bestrahlungsstirken bis zu 5 W m™ bzw. einer
UVB-Dosis von 6 kI m™? nicht alle relevanten Stellen in der DNA dime-
risiert (Abb. 4.8 & 4.9). Daher ist anzunehmen, dal3 dies erst recht nicht
unter den flir das Sudpolarmeer typischen natiirlichen UVB-Bestrah-
lungsstirken von maximal 0,8 W m™ bzw. einer {iber den Tag integrierten
maximalen Gesamteinstrahlung von 25 kI m? (Booth et al. 1994) und
gleichzeitig ablaufender Photoreparatur der Fall ist. Vermutlich kann somit
auch unter natlirlichen Bestrahlungsbedingungen von einer anndhernd
linearen Dosisabhéngigkeit der Dimerbildung und einem reziproken Ver-
halten von Bestrahlungsdauer und -stirke ausgegangen werden.

Eine lineare Dosisabhingigkeit der Dimerbildung wiirde bedeuten, daf3
jede Zunahme der UVB-Strahlung (sei es durch eine natiirliche Strahlungs-
erhdhung oder eine UVB-Erhéhung aufgrund der Ozonreduktion) auch zu
einer hoheren Dimerbildung in den Zellen fiihrt, die durch einen erhdhten
Photoreaktivierungsprozel3 wieder abgebaut werden miifite. So wiirde eine
Erhohung des UVB-Anteils um mehr als das zweifache, so wie sie bei der
liber der Antarktis stattfindenen Ozonreduktion im Friithling zu erwarten ist
(Booth et al. 1994), nach den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchun-
gen zu einer anndhernd doppelt so hohen Dimerbildung fithren (Abb. 4.9).
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Reparatur durch Photoreaktivierung

Die Reparatur der Dimere durch Photoreaktivierung ist im Gegensatz zu
ihrer photochemischen Bildung ein enzymatischer Prozel (Abb. 5.1). In
Abb. 5.1A sind die beiden wesentlichen Teilreaktionen schematisch darge-
stellt:

k A (360-460
TOT +E ———-—_1 [ETT ] -__-(-———nm)——— T+T+E (A)
k2
Reaktions-
geschwindigkeit
A
Vmax
[S]
v=K[E] (B
[S]+ Ky vy (C)

»
>

kM Substratkonzentration (S)

Abb. 5.1: Reaktionsschema der Photoreaktivierung (A) dargestellt an einem Thymindi-
mer (T[]T) (T = Thymin; E = Photolyase; k;, k;, ks= Reaktionskonstanten) und allge-
meine Michaelis-Menten-Gleichung flir Enzymreaktionen (B) und die Substrat-Satti-
gungskurve bei konstanter Enzymkonzentration (C). ([E] = Gesamtenzymkonzentra-
tion, [S]= Substratkonzentration, v = Reaktionsgeschwindigkeit, vmax = maximale Re-

aktionsgeschwindigkeit, k= Michaeliskonstante).

Die Bindung des photoreaktivierenden Enzyms (Photolyase) an sein
Substrat (Dimer) erfolgt in einem ersten, lichtunabhéngigen Schritt. In
einem zweiten Schritt absorbiert das Enzym Uber seine beiden
Chromophore Strahlung im Wellenldngenbereich der UVA/Blau-Strahlung
(Amax = 360-460 nm) und spaltet mit Hilfe dieser Energie die Dimere auf
(Sancar & Sancar 1988). Diese Reaktionen kdnnen durch die allgemein fiir
Enzymreaktionen geltende Michaelis-Menten-Gleichung  beschrieben
werden (Rupert 1962a; Abb. 5.1B), mit der wichtigen Einschrdnkung, daf3
der zweite Schritt, die Dimerspaltung, nur stattfindet, wenn UVA/Blau-
Strahlung vorhanden ist. Uber die Effektivitit der Photoreaktivierung und
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ihre Abhéngigkeit von der Dimer- und Enzymkonzentration sowie der
Verfligbarkeit der fur die Spaltung des Komplexes notwendigen UVA/Blau-
Photonen liegen bisher bei Phytoplankton keine und allgemein bei Pflanzen
nur wenige Untersuchungen vor (Kap. 1.3.2). Auch Uber die
Reaktionskonstanten und die Michaliskonstante ky (letzere gibt die
Affinitdt des Enzyms zum Substrat an) gibt es bisher keine Untersu-
chungen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung mit der Diatomee P.
pseudodenticulata weisen darauf hin, dal die Photoreaktivierung bei den
untersuchten UVA-Bestrahlungsstirken von 0 bis 3 Wm™, das ist der
Strahlungsbereich, der auch unter natiirlichen Bedingungen relevant ist
(Roy et al. 1994), keine eindeutige Dosisabhingigkeit besitzt (Abb. 4.11).
So ist oberhalb von 0,3 W m™ sowohl die Dimerspaltung als auch die Er-
holung der Zellen alleine von der Dauer der photoreaktivierenden UVA-
Bestrahlung abhingig und nicht von der Bestrahlungsstirke (Abb. 4.10A &
Abb. 4.10B). Das bedeutet, da8 schon bei relativ geringen UVA-Bestrah-
lungsstirken von ~0,3 W m™ eine Sittigung eintritt, d.h. alle Enzymkom-
plexe photochemisch aktiviert sind. Da die beiden Chromophore der Pho-
tolyase iiber ein relativ breites Absorptionsmaximum zwischen 360 und
460 nm verfligen und die Energielibertragung vom zweiten Chromophor,
der als Lichtsammler dient, auf den Hauptchromophor mit 60-100% sehr
effizient ist (Sancar 1994b), kann wahrscheinlich ein groBer Teil der auf
die Algen aufireffenden UVA/Blau-Strahlung flir die Dimerspaltung genutzt
werden. Daher ist es plausibel, dal schon bei relativ geringen Be-
strahlungsstérken eine Sittigung auftritt.

Ubertragen auf die natiirliche Strahlungssituation bedeuten diese Ergeb-
nisse, daB die Verfiigbarkeit von UVA-Strahlung erst unterhalb von
0,3 Wm™, dies entspricht einer PAR-Einstrahlung von 10 bis
15 umol Photonen m™s™!, limitierend fiir die Dimerspaltung ist. Da bei
solch geringen Bestrahlungsstdrken jedoch nur wenige Dimere gebildet
werden konnen, kommt es vermutlich nicht zu einer Akkumulation der
Dimere in der DNA. Werden die Phytoplanktonorganismen jedoch bei einer
Ozonreduktion einer hoheren UVB-Strahlung ausgesetzt, so konnte dies
dazu fithren, daB selbst bei einer zu dieser Jahreszeit nur geringen Ge-
samteinstrahlung (s. Kap. 1.2) die Leistungsfdhigkeit der Photoreakti-
vierung nicht ausreicht, um die héhere Dimerbildung (s. oben) zu kom-
pensieren und es dadurch zu einer Akkumulation der Dimere in der DNA
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kommt.

Werden im offenen Ozean die Phytoplanktonorganismen an der Was-
seroberflidche einer starken Solarstrahlung ausgesetzt und schnell in tiefere
Wasserschichten mit geringen Bestrahlungsstidrken unterhalb des Sitti-
gungswertes transportiert, konnte dies ebenfalls zu einer Akkumulation der
Dimere fithren. Zu einer solchen Situation mit einer starken und tiefen
Durchmischung der Wassersiule kommt es im Stdlichen Ozean vor allem
im Herbst (El-Sayed & Fryxell 1993). Dabei betrdgt die Einstrahlung an
der Wasseroberfliche bis zu 1000 umol Photonen m™s™, wihrend in tiefe-
ren Wasserschichten Bestrahlungsstirken <15 pmol Photonen m?s! ge-
messen werden (vgl. Kap. 1.2). Sind die Organismen nicht in der Lage,
rechtzeitig die in der oberen Wasserschicht gebildeten Dimere wieder zu
spalten, so kann ein Transport der Organismen in eine hohe Tiefe dazu
fihren, daf aufgrund der abnehmenden Photoreaktivierungsleistung irre-
parable Schéden auftreten, da schon acht Stunden nach einer schidigen-
den UVB-Bestrahlung die Zellen nicht mehr in der Lage sind, Dimere zu
reparieren (Abb. 4.1).

Induktion der Photoreaktivierung

In einigen der bisherigen Untersuchungen wurde die Vermutung aufge-
stellt, dal die Photoreaktivierung durch PAR oder kurzwellige UVB-
Strahlung induziert wird (Smith et al. 1992, Buma et al. 1995). Hinweise
darauf geben Untersuchungen an Hefe (Fukui & Laskowski 1984), Gold-
fischzellkulturen (Yasuhira & Yasui 1992) und hoheren Pflanzen (Langer
& Wellmann 1990, Pang & Hays 1991), bei denen eine Vorbestrahlung mit
Weilllicht zu einer Zunahme der Photolyaseaktivitdt fithrte (vgl. Kap.
1.3.2). Ein zentrales Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist, da3 sowohl bei
Diatomeen als auch bei Phaeocystis antarctica die Photoreaktivierung von
der spektralen Zusammensetzung des Strahlungsfeldes, in dem die Kultu-
ren vor der schiddigenden UVB-Bestrahlung exponiert worden waren, ab-
héngt. Bei Kulturen, die unter Ausschlufl von Blaustrahlung, d.h. bei Wel-
lenldngen >460 nm gehéltert wurden, war unter photoreaktivierender Be-
strahlung sowohl die Dimerreparatur als auch die Erholung der Zellen nur
gering. Bei zusitzlicher Vorbestrahlung der Kulturen mit Blau oder
BlawUVA stieg dagegen die Reparaturrate sowohl der Thymindimere
(gemessen im RIA) als auch der Gesamtdimere (gemessen im ELISA) bis
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auf 90% an und die Uberlebensrate der Zellen nahm um bis zu 35% zu
(Abb. 4.12, Abb. 4.13, Abb. 427 & Abb. 4.29). Da es sich dabei nicht um
die eigentliche Aktivierung des Enzym-Substratkomplexes handeln kann
(die Bestrahlung erfolgte vor der Dimerbildung) ist zu vermuten, daf
durch Blaw/UVA-Strahlung die Enzymkonzentration erhtht wird. Ob es
sich bei diesem sogenannten Blaulichteffekt nur um eine Aktivierung des
Enzyms selbst oder tatsdchlich um eine Neubildung desselben handelt und
das Enzym auf Transkriptions- oder Translationsebene reguliert wird, ist
nach heutigem Wissensstand noch unklar. Auch in anderen Untersuchun-
gen, bei denen eine Lichtinduktion der Photolyase vermutet wird (Fukui &
Laskowski 1984, Yasuhira & Yasui 1992), wurde diese Frage nicht end-
giiltig geklart.

Aus diesen Ergebnissen ist zu schlieflen, daf3 unter natlirlichen Strah-
lungsbedingungen ein fein reguliertes Gleichgewicht zwischen Dimerbil-
dung und Dimerabbau besteht, welches sowohl von der schidigenden
UVB- als auch von der reparierenden wie induzierenden Blau/UVA-Strah-
lung abhidngt. Da bei héheren Pflanzen bei der Photolyaseinduktion die ma-
ximale Konzentration schon innerhalb weniger Minuten erreicht ist (Langer
& Wellmann 1990, Buchholz et al. 1995), ist zu vermuten, daf auch
Phytoplanktonorganismen sich schnell an eine Strahlungsdnderung anpas-
sen konnen. Eine solche Anpassung spielt nicht nur eine wichtige Rolle bei
der im Frithling oder Sommer zunehmenden Einstrahlung (vgl. Kap. 1.2),
sondern auch bei den im vorigen Abschnitt beschriebenen Mischungsvor-
gidngen im offenen Ozean. Der Induktionsbereich der Photoreaktivierung
iberlappt dabei mit dem Wellenlédngenbereich, der sowohl in die freie
Wassersdule als auch in das Eis am tiefsten eindringt (vgl. Abb. 1.3). Or-
ganismen, die aus tieferen Wasserschichten in hohere lichtdurchflutete
Schichten transportiert werden, haben dadurch die Mdoglichkeit, sich
schon frith und innerhalb kurzer Zeit durch die Produktion bzw. Aktivie-
rung von Photolyaseenzymen an eine hohe UVB-Strahlung anzupassen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen weisen auflerdem dar-
auf hin, daB3 auch UVB-Strahlung eine induzierende Wirkung auf die Pho-
tolyasebildung oder -aktivierung hat. So wurde bei Kulturen, die 20 min
schiadigend mit UVB vorbestrahlt wurden, eine mehr als 60% hohere Re-
paraturrate gemessen als bei Kulturen, die nur fiir 10 min bestrahlt wurden
(Abb. 4.15). Daf dies nicht auf eine hthere Dimerkonzentration, sondern
auf eine hohere Enzymkonzentration zuriickzufithren ist, kann aus der
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oben dargestellten Michaelis-Menten-Gleichung (Abb. 5.1B) gefolgert wer-
den. In den vorliegenden Untersuchungen war wahrend der photoreakti-
vierenden UVA-Bestrahlung die Geschwindigkeit der Dimerreparatur an-
nihernd konstant, d.h. sie hing nicht von der Substratkonzentration ab
(Abb. 4.15). Unter dieser Annahme 146t sich eine Geschwindigkeitszunah-
me nur durch eine héhere Enzymkonzentration erkldren. Diese Hypothese
wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dafl bei P. pseudodenticulata
durch eine Vorbestrahlung mit zusdtzlichem UVB-Anteil von 0,5 Wm™ die
Gesamtdimerkonzentration weiter abnahm (Abb. 4.13) und die Uberle-
bensrate um mehr als 13% zunahm (Abb. 4.14). Bei einer hohen UVB-Be-
strahlung von 1,1 Wm™ stieg dagegen die Dimerkonzentration wieder an
und die Uberlebensrate nahm wieder ab (Abb. 4.13 & 4.14). Daher ist zu
vermuten, dafl schon wihrend der UVB-Vorbestrahlung Dimere akku-
mulierten und damit eine mogliche Induktion der Photoreaktivierung durch
diesen Strahlungsbereich iiberdeckten. Tatsdchlich weisen stdrker UVB-
bestrahlte Kulturen trotz Zunahme der Reparaturrate eine hohere
Dimerkonzentration auf als schwicher bestrahlte Kulturen (Abb. 4.15).
Offensichtlich reichte die Zunahme der Photoreaktivierungsrate nicht aus,
um die héhere Dimerbildung zu kompensieren.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dafl es bei einer Ozonreduktion, bei
der nur der UVB-Anteil, nicht aber der UVA- und der sichtbare Anteil der
Strahlung zunimmt (vgl. Abb. 1.2), zu einer Verschiebung der Balance
zwischen Dimerbildung und Reparatur und somit zu einer Zunahme der
Dimerkonzentration in den Zellen kommen kann. Auch die Ergebnisse un-
ter anndhernd natlirlichen Strahlungsbedingungen weisen darauf hin, dal3
es bei einer Zunahme der UVB-Bestrahlungsstirke - entsprechend einer
Ozonreduktion von 360 DU auf 140 DU - zu einer héheren Dimerkonzen-
tration in den Zellen kommt (Abb. 4.34). Kulturen, die zuvor unter PAR
von 50 pumolPhotonen m™?s™' gehiltert wurden, weisen nach einer vier-
stiindigen Bestrahlung im Sonnenscheinsimulator (140 DU) eine — wenn
auch aufgrund des hohen Fehlers nicht signifikant — héhere Dimerkonzen-
tration auf als nach Bestrahlung unter 360 DU. Interessanterweise weisen
Kulturen, die zuvor unter Starklicht von 180 pmol Photonen m?s™ gehil-
tert wurden, bei der gleichen UVB-Erh6hung keine Zunahme der Dimer-
konzentration auf. Hier k6nnte, wie im letzten Abschnitt diskutiert, eine
Zunahme der Enzymkonzentration ausgereicht haben, um die Zunahme der
Dimerbildung in den Zellen zu kompensieren. Wichtig fiir die Betrachtung



DISKUSSION 119

der Wirkung der UVB-Erhdhung durch Ozonreduktion ist also auch der
Akklimatisierungszustand, in dem sich die Zellen vor der Bestrahlung be-
finden. Hierzu sind in Zukunft noch weitere Untersuchungen sowohl unter
konstanten und somit reproduzierbaren Versuchsbedingungen im Labor als
auch besonders unter natiirlichen Strahlungsbedingungen notwendig.

Inter- und intraspezifische Art-Unterschiede der Dimerbildung und
Photoreaktivierung

Bisherige Untersuchungen iiber UVB-Schddigungen bei Phytoplankton
deuten auf inter- und intraspezifische Unterschiede in der UV-Empfind-
lichkeit sowie der Wirksamkeit von Schutzmechanismen hin (Karentz
1991a, Smith et al. 1992, Davidson et al. 1994, Karentz & Spero 1995,
Davidson et al. 1996). So wurde unter kiinstlicher UVB-Bestrahlung bei
kleinen Diatomeen im Vergleich zu grofien Diatomeen eine héhere Dimer-
bildung sowie eine geringere Uberlebensrate gemessen (Karentz et al.
1991a). Die Autoren begriindeten dies hauptsdchlich mit dem héheren
Verhiltnis von Oberflache zu Volumen der kleinen Diatomeen. Auch bei
benthischen Diatomeen unterscheiden sich die Uberlebensraten nach
kiinstlicher UVB-Bestrahlung um mehr als den Faktor 10 (Peletier et al.
1996). Allerdings zeigte sich hier keine Korrelation zwischen Zellgréfe und
Ausmall der Schidigung. Auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
kénnen eine von der Zellgrofe abhéngige Dimerbildung sowie eine unter-
schiedliche Dimerreparatur bei Diatomeen nicht bestétigen, da keine signi-
fikanten Unterschiede gemessen wurden (Tab. 5.1). Allerdings weisen
Phaeocystis-Kolonien im Vergleich zu Diatomeen eine fast doppelt so hohe
Dimerbildung aber auch doppelt so hohe Dimerreparatur auf (Tab. 5.1).
Da diese Arbeit die bisher einzige Untersuchung {iber die Bildung sowie
Photoreaktivierung von Dimeren bei Phaeocystis ist, konnen dazu keine
Vergleiche aus der Literatur herangezogen werden.
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Tab. 5.1: Bildung und Reparatur von Thymindimeren (gemessen im RIA) und Gesamt-
CPD (gemessen im ELISA) bei antarktischen Diatomeen und Phaeocystis antarctica.
Dargestellt sind die Mittelwerte und ihre Standardabweichungen aus 4-6 Parallelen.

Thymindimere Gesamt-Dimere
Organismen Radius (*106 pro Zelle) Agop pro pg DNA
(pm) Bildung Reparatur  Bildung Reparatur

P. pseudodenticulata 21,5 12,2+ 0,3 7,7+0,3 0,28+0,05 0,20+0,04

T. anturctica 12,3 13,1+0,5 8,1+£04 0,31+0,06 0,30+0,05
T. tumida 12,7 15,0£0,6 7,3+0,5 - -
Phaeocystis antarctica 3,5 --- -—- 0,45+0,05 0,41+0,08

Ein direkter Vergleich von Dimerbildung und Dimerreparatur sowie eine
daraus abgeleitete schddigende Wirkung fiir den Gesamtorganismus ist
jedoch aus verschiedenen Griinden schwierig: So kann der DNA-Gehalt
eines Organismus sowie auch zwischen verschiedenen Arten stark
schwanken. Verantwortlich flir diese Schwankungen ist zum einen der
sich widhrend der DNA-Replikation verdoppelnde DNA-Gehalt und zum
anderen die unterschiedliche Anzahl an Chloroplasten und ihrer DNA. Des
weiteren bedeutet eine gleiche Dimerbildung oder -reparatur nicht, daf
diese auch eine gleiche Auswirkung auf die Zelle hat. Denn diese ist davon
abhéngig, wo die Dimere im Genom gebildet und repariert werden und
welche Gene betroffen sind (Gale & Smerdon 1990). So kann die Schadi-
gung eines lebenswichtigen Gens, wie z.B. des Gens, das fiir die Photo-
lyase codiert, zu schwerwiegenden Beeintrichtigungen der Zelle fihren,
wihrend Schédigungen in nicht aktiven oder nicht codierenden Regionen
der DNA sowie Schadigungen im Chloroplastengenom, deren Gene in viel-
facher Codierung vorliegen (Cannon et al. 1995), vermutlich eine geringe
Schéadigung auf zelluldrer Ebene zur Folge haben. Die bisherigen Untersu-
chungen bei Phytoplankton bieten nur ungentigende Informationen iiber die
Auswirkung einer Dimerbildung auf die Zelle, da dabei stets hohe UVB-
Bestrahlungsstirken bis zu 5 W m™ verwendet wurden und gleichzeitig die
Photoreaktivierung ausgeschlossen oder zumindest reduziert wurde (Ka-
rentz et al. 1991a, Buma et al. 1995). Als Folge dieser hohen Bestrahlung
kam es vermutlich aufgrund der noch stattfindenden Synthese von Zell-
proteinen bei gleichzeitigem Zellteilungsstillstand oder - verzbgerung zu
stark vergroBerten Zellen oder sogar zum Absterben der Zellen. Diese Zell-
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verdnderungen wurden auch in der vorliegenden Untersuchung unter hoher
UVB-Einstrahlung beobachtet (Kap. 4.1.2). Unter natlirlichen Strah-
lungsbedingungen (Bestrahlung im Sonnenscheinsimulator) kam es dage-
gen selbst bei einer flinftdgigen Bestrahlung mit einer UVB-Bestrahlungs-
stirke von 0,5 W m™ (Abb. 4.35) oder einer vierstiindigen hohen Bestrah-
lung von 2,9 W m™ (Abb. 4.34) zu keinen sichtbaren Zellveranderungen.

Bei der Dimerbildung und -reparatur sowie bei deren Auswirkung auf
die Zelle spielt vermutlich der Zeitpunkt im Zellzyklus, in dem sich die Zelle
wihrend der Bestrahlung befindet, eine wichtige Rolle. Im allgemeinen ist
die Empfindlichkeit der Zellen gegen UV-Strahlung wihrend der DNA-Re-
plikation (S-Phase) am gréfiten und wahrend der DNA-Transkription und
der Proteinsynthese (G;-Phase) sowie zu Beginn der Zellteilung (G,-Phase)
am geringsten (Kiefer 1989). So wird vermutet, da3 bei Zellen, die sich
wihrend der UVB-Bestrahlung kurz vor oder in der Phase der DNA-Repli-
kation befinden, eine Dimerisierung der Basen zur Blockierung oder zum
Stillstand im Zellzyklus flihrt (Kiefer 1989). Befinden sich die Zellen dage-
gen bei Bestrahlungsbeginn in der G,-Phase oder der Mitose, so kénnte die
Zellteilung ohne Stérung abgeschlossen und weiterhin Proteine und Stoff-
wechselprodukte synthetisiert werden, bis es dann beim né#chsten Tei-
lungszyklus zur Blockierung der Zellteiling kommt. Diese These wird
durch die Beobachtungen dieser Arbeit unterstiitzt: So war nach der UVB-
Bestrahlung ein Teil der sich asynchron teilenden Diatomeenzellen noch
physiologisch aktiv, und konnte sich noch ein- oder zweimal teilen, wéh-
rend andere Zellen nach der Bestrahlung sofort abstarben. Ein weiterer Teil
der Zellen teilte sich mit anndhernd normaler Rate weiter (Kap. 4.1.2). Al-
lerdings haben Untersuchungen an Diatomeen gezeigt, da3 eine UVB-Be-
strahlung von Zellen in der G,- und S-Phase zu keiner unterschiedlichen
Dimerbildung fiihrt (Buma et al. 1996). Auch hierzu sind in Zukunft noch
weitere Untersuchungen notwendig.

Abschliefend sei noch bemerkt, daB vermutlich bei allen pflanzlichen
Organismen durch UVB-Bestrahlung neben den hier untersuchten CPD
noch weitere Schadigungsprodukte, vor allem (6-4)-Photoprodukte, in der
DNA entstehen und neben der Photoreaktivierung vermutlich auch die
lichtunabhéngige Excisionsreparatur eine Rolle spielt (s. Kap. 1.3.2). Aller-
dings weisen die bisherigen Ergebnisse darauf hin, da8 diese Mechanismen
wahrscheinlich bei Pflanzen eine geringere Rolle als die hier untersuchten
spielen (Mitchell & Karentz 1993).
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5.2 Bedeutung der MAAs im UV-Schutz

Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit beinhaltet Untersuchungen iiber die
Bildung sowie iiber die Schutzwirkung von Mykosporin-ghnlichen Ami-
nosduren (MAAs) bei verschiedenen antarktischen Diatomeen sowie Ko-
lonien von Phaeocystis antarctica. Kennzeichnend fir MAAs ist, daf sie in
den meisten der bisher untersuchten marinen Organismen vorkommen
(Karentz et al. 1991b, Mitchell & Karentz 1993), so auch in Phytoplankton
(Davidson et al. 1994, Karentz 1994, Vernet et al. 1994, Karsten et al.
1998, Hader 1999). Thre Absorption im Wellenldngenbereich der UV-
Strahlung zwischen 320 und 340 nm (vgl. Kap. 1.3.3) ist die Grundlage
fiir die Vermutung, daB sie eine wichtige Rolle im UV-Schutz bei marinen
Organismen spielen (z.B. Karentz et al. 1991b, Smith et al. 1992, Davidson
et al. 1994). Obwohl in den letzten Jahren zahlreiche Untersuchungen tiber
MAAs durchgefiihrt wurden (Zusammenfassung in Bandaranayake 1998),
ist ihre Schutzfunktion gegen UV-Schidigungen sowie die Frage nach ei-
ner Anpassungsfihigkeit an hohere UV-Strahlung noch nicht geklért (vgl.
Kap. 1.3.3).

Schutzwirkung der MAAs vor UVA- und UVB-Schddigung

Eine wesentliche Voraussetzung fiir die Wirksamkeit von Substanzen im
UV-Absorptionsschutz ist die Uberlappung ihres in vivo-Absorptions-
spektrums mit den Wellenldngen der schiddigenden Strahlung. In der vor-
liegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daB3 die z.T. hohe in vivo-Ab-
sorption im Wellenldngenbereich zwischen 315 und 340 nm bei den unter-
suchten Diatomeen sowie Kolonien von Phaeocystis antarctica hauptséch-
lich auf die Existenz von MAAs zuriickgeht (Abb. 4.16A & 4.16B, Abb.
4.18). MAAs absorbieren somit hauptséchlich in dem Wellenldngenbereich,
der unter natiirlichen Strahlungsbedingungen die grofite Inhibition der
Photosynthese verursacht (Helbling et al. 1992 & 1994, Arrigo 1994,
Cullen & Neale 1994). Im kiirzerwelligen Strahlungsbereich zwischen 290
und 315 nm - dem Teil des Spektrums, der zum einen zur Dimerbildung in
der DNA fiihrt (Buma et al. 1997 und Kap. 5.1 dieser Arbeit) und zum an-
deren tiberwiegend durch eine Ozonreduktion beeinflufit wird (Abb. 1.2) -
zeigen dagegen alle in vivo-Spektren der untersuchten Organismen ein Ab-
sorptionsminimum (Abb. 4.16A & 4.16B).
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Den Hauptanteil am MAA-Gehalt stellt bei allen untersuchten Diato-
meenkulturen - unabhingig von der Stirke sowie der spektralen Zusam-
mensetzung der Strahlung - Porphyra-334 (Ag.=335nm; Abb. 4.18).
Dies ist Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der Untersuchungen an
natiirlichem Phytoplankton (Villafane et al. 1995, Bidigare et al. 1996). Da-
neben besteht ein geringer Anteil (<8%) aus Shinorin (Ams = 335 nm) so-
wie bei P. pseudodenticulata  zusitzlich aus Mykosporin-Glycin
(Amax =310 nm; Abb. 4.18). Trotz des relativ hohen Anteils von 17% fiihrt
diese MAA jedoch zu keiner wesentlichen Verschiebung des Absorp-
tionsmaximums von P. pseudodenticulata (Abb. 6.16A).

Im Vergleich zu den Diatomeen ist das Absorptionsmaximum bei Kolo-
nien von Phaeocystis antarctica um wenige nm zu kiirzeren Wellenlidngen
hin verschoben und liegt zwischen 315 und 320 nm (Abb. 4.16A). Ver-
mutlich ist diese Absorptionsverschiebung auf eine unterschiedliche MAA-
Zusammensetzung zurilickzufiihren. Eine genaue Identifizierung der bei
Phaeocystis vorkommenden MAAs war mit der verwendeten HPLC-
Methode nicht moglich (Kap. 4.2) und wurde auch in fritheren Untersu-
chungen (Bidigare et al. 1996) nicht durchgefiihrt.

Zur Bewertung der Schutzwirkung der MAAs reicht die alleinige Be-
trachtung der spektralen Abhéngigkeit ihres Absorptionsverhaltens nicht
aus. Bedeutend ist vor allem, wieviele der auf die Organismen auftreffen-
den UV-Quanten abgeschirmt werden. Zunichst kann der von den MAAs
absorbierte Anteil jedoch nicht direkt aus der Gesamtabsorption abgeleitet
werden, da neben den MAAs mdoglicherweise auch andere Substanzen mit
konjugierten Doppelbindungen, zyklische und polyzyklische Molekiile, wie
z.B. Flavine, Quinone und Metall-Coenzyme (Garcia-Pichel 1994), und zu
einem geringen Anteil auch die Opalschalen der Diatomeen (Davidson et al.
1994) zur UV-Absorption beitragen. In der vorliegenden Arbeit wurde
deshalb das von Garcia-Pichel (1994) entwickelte Modell zur Berechnung
von Abschirmungsfaktoren ("Sunscreenfactors"=S) benutzt, um den
Anteil der UV-Strahlung zu quantifizieren, der von den MAAs absorbiert
wird, bevor diese auf die UV-empfindlichen Strukturen wie z.B. die DNA
im Zellinnern trifft. Die Ergebnisse dieser Berechnungen zeigen, dafl bei
den untersuchten Diatomeen bis zu 50% (S =0,5) der Strahlung im jewei-
ligen in vivo-Absorptionsmaximum, das zwischen 330 und 333 nm liegt,
absorbiert wird (Tab. 4.3). Dies weist darauf hin, daB MAAs im kurzwel-
ligen UVA-Bereich tatsichlich eine Schutzwirkung haben. Hohe Abschir-
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mungsfaktoren weisen allerdings nur grofle Diatomeen wie P. pseudoden-
ticulata, Thalassiosira tumida und T. antarctica (Valvenradius >10 pm)
auf. Fir kleine Diatomeen wie Fragilariopsis linearis und F. cylindrus
(Valvenradius <3 um) ergaben sich dagegen nur sehr geringe Faktoren
kleiner als 0,1 (Tab. 4.3). Auf diese zellgroBenabhingigen Unterschiede
wird noch ndher eingegangen.

Unterhalb von 333 nm nehmen die Abschirmungsfaktoren bei Diato-
meen zu kleinen Wellenldngen hin ab. So sind sie im Bereich der fur die
Dimerbildung wirksamen Strahlung zwischen 300 und 310 nm selbst flr
grofe Diatomeen schon kleiner als 0,2 (nicht dargestellte Ergebnisse). Bei
Phaeocystis-Kolonien wurden in diesem Wellenldngenbereich S-Faktoren
bis zu 0,4 bestimmt, im Absorptionsmaximum zwischen 315 und 320 nm
sogar S-Faktoren bis zu 0,7 (Tab. 4.3). Diese Phytoplanktongruppe ist
somit nach diesem Modell besser gegen UVB-Strahlung geschiitzt.

Bei der Bewertung dieser Abschirmungsfaktoren ist zu beachten, daf3
alle hier untersuchten Organismen Abweichungen von der fiir ihre Be-
rechnung zugrunde gelegten “Idealzelle® (sphérisch, gleichméBige Vertei-
lung der MAAs sowie zentrale Lokalisation der UV-empfindlichen Molekiile
oder Strukturen) aufweisen. Die ermittelten Faktoren stellen somit
Maximalwerte dar.

Obwohl in vielen der bisherigen Untersuchungen die Hypothese vertre-
ten wird, dal MAAs eine Schutzfunktion gegen UV-Schidigungen besitzen
(z.B. Karentz et al. 1991b, Marchant et al. 1991, Davidson et al. 1994,
Vernet et al. 1994), sind bisher noch keine Befunde publiziert worden, die
einen Kausalzusammenhang zwischen MAA-Gehalt und einer Schadens-
reduktion belegen. Verschiedene experimentelle Anséitze wiren denkbar,
um die UV-Schutzwirkung der MAAs nachzuweisen, z.B. mit Hilfe spezi-
fischer Inhibitoren des MA A-Syntheseweges oder Mutanten mit einem ge-
netischen Block im Stoffwechselweg der MAA-Bildung. Bisher gibt es je-
doch nur wenige Informationen tber den Syntheseweg der MAAs und
somit keine Méglichkeiten, Inhibitoren oder Mutanten zu erzeugené. Der im
Rahmen der vorliegenden Untersuchung gewéhlite experimentelle Ansatz,

6 In der bisher einzigen Untersuchung zu diesem Thema konnte gezeigt werden, daB in
Pilzen der Cyclohexenonring (C4-C;-Einheit) der nah mit den MAAs verwandten
Mykosporine im Shikimatweg gebildet werden (Favré-Bonvin 1979). Daf} auch bei
Phytoplankton die MAAs auf diesem Syntheseweg gebildet werden, wurde bisher
jedoch nicht bestétigt (vgl. Kap. 1.3.3).
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eine Schutzwirkung der MAAs gegen UVA- oder UVB-Schéddigungen
nachzuweisen, basiert auf dem Vergleich des Schadensumfangs nach UV-
Bestrahlung in Abhingigkeit von dem zu diesem Zeitpunkt vorhandenen
MAA-Gehalt, der in den untersuchten Kulturen entweder durch hohe PAR-
Einstrahlung oder Bestrahlung mit BlawUVA (<460 nm) induziert wurde
(Kap. 4.3 & 4.4). Die Ergebnisse dieser Experimente belegen die im letzten
Absatz aufgestellte These, daf flir Diatomeen die Akkumulation von MAAs
nur ein geringer Schutz vor Schidigungen durch kurzwellige UVB-
Strahlung darstellt: Trotz einer Zunahme des zelluldren MAA-Gehaltes auf
das ca. 3-6fache des Ausgangswertes wurden bei 7. tumida (Abb. 4.27)
und P. pseudodenticulata (Abb. 4.28) nach schddigender UVB-Bestrahlung
die gleiche Anzahl an Dimeren gebildet. Auch auf der zelluldren Ebene war
kein deutlicher Anstieg der Uberlebensrate festzustellen (Abb. 4.29).

Unter anndhernd natiirlichen Strahlungsbedingungen weisen Kulturen,
die unter Starklicht gehéltert wurden, im Vergleich zu Schwachlicht ak-
klimatisierten Kulturen mit einem 5fach geringeren MAA-Gehalt eine ge-
ringere Dimerbildung auf, die jedoch innerhalb der Nachweisgrenze dieser
Methodik liegt (Ab. 4.34). Mit groBler Wahrscheinlichkeit ist diese gerin-
gere DNA-Schidigung hauptséchlich auf die Wirkung der durch die Vor-
bestrahlung ebenfalls erhohten Photoreaktivierung zurlickzufiihren (vgl.
Abb. 4.29 sowie Kap. 5.1). Daraus ist zu schlieflen, dall auch unter natiir-
lichen Strahlungsbedingungen MAAs fiir Diatomeen kaum dazu beitragen,
die Organismen vor den Schidigungen durch UVB-Strahlung zu schiitzen.
Auch in anderen Untersuchungen gibt es keine Hinweise auf eine Schutz-
wirkung der MAAs vor kurzwelliger UVB-Bestrahlung bei Diatomeen. So
berichten Davidson et al. (1994) zwar von unterschiedlichen Uberlebens-
raten verschiedener Diatomeenkulturen nach kiinstlicher und hoher UVB-
Bestrahlung, es zeigt sich jedoch kein Zusammenhang zwischen der Hohe
der UV-Absorption und der Schadensreduktion. Diese Ergebnisse sind
somit tibereinstimmend mit der nur geringen in vivo-Absorption der MAAs
in dem Wellenldngenbereich der Strahlung (<310 nm), der hauptséchlich
fur die Dimerbildung veranwortlich ist.

Im Gegensatz zu den untersuchten Diatomeen flihrt unter kiinstlichen
Bestrahlungsbedingungen eine MAA-Akkumulation bei Kolonien von
Phaeocystis antarctica zu einer deutlich geringeren f)imerbildung von fast
50% (Abb. 4.28). Dies entspricht den zuvor erwidhnten hohen Abschir-
mungsfaktoren auch im UVB-Bereich. Die Hypothese einer Schutzfunktion
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der MAAs bei Phaeocystis-Kolonien wird auch unterstlitzt durch die Un-
tersuchungen von Marchant et al. (1991), bei denen Kolonien von
Phaeocystis pouchetii mit einem hohen Gehalt an UV-absorbierenden Sub-
stanzen nach schiddigender UVB-Bestrahlung eine bis zu 50% hdohere
Uberlebensrate aufwiesen als Kolonien mit geringer bzw. freilebende Fla-
gellaten ohne UV-Absorption. Hier wiére es interessant, eine Schutzwir-
kung der MAAs auch unter natlirlichen Strahlungsbedingungen zu unter-
suchen.

Neben der Bildung von Dimeren in der DNA gilt die Inhibition der Pho-
tosynthese als eine der wichtigsten Schdden, die durch UV-Strahlung her-
vorgerufen werden, da es zu einer direkten Abnahme in der Primérpro-
duktion kommen kann (Cullen et al. 1992, Helbling et al. 1992). Im Ge-
gensatz zur Dimerbildung ist dafiir jedoch nicht nur kurzwellige UVB-
Strahlung, sondern auch langwellige UV A-Strahlung verantwortlich (Cullen
& Neale 1994, Hanelt et al. 1997). Auch in der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dafl sowohl bei Diatomeen als auch Phaeocystis antarctica
UVA-Strahlung zu einer Photoinhibition fiihrt. Allerdings ist diese im
kurzwelligen UVB-Bereich um ein vielfaches hoéher (Abb. 4.30 & Abb.
4.31). Kulturen, die vor der schéddigenden Bestrahlung unter hoher PAR-
Bestrahlung von 180 pmol Photonen m™ s gewachsen waren und einen 3-
Sfach hoheren MAA-Gehalt aufweisen als in Schwachlicht von
50 pumol Photonen m™s™! gewachsene Kulturen, zeigen dabei eine geringere
Photoinhibition (Abb. 4.31). Da die wellenldngenabhidngige Abnahme der
Photoinhibition bei Kulturen, in denen MAAs induziert wurden, mit dem
Absorptionsspektrum der MAAs tiberlappt (Abb. 4.32), kann daraus ge-
schlossen werden, dal MAAs sowohl fiir Kolonien von Phaeocystis
antarctica als auch flir Diatomeen einen gewissen Schutz gegen Photoin-
hibition durch UV-Strahlung bieten. Allerdings war die Differenz in der
Photosynthese-Effizienz zwischen Starklicht und Schwachlicht akklimati-
sierten Kulturen nicht sehr hoch. Eine erst kiirzlich erschienene Arbeit
(Neale et al. 1998b) bestitigt eine MAA-Schutzwirkung auch bet Gym-
nodinium. Allerdings ist zu beachten, daB durch hthere PAR-Einstrahlung
auch andere Schutzmechanismen in den Zellen induziert werden koénnen.
So wurde in fritheren Untersuchungen wiederholt die Induktion sowie
Schutzfunktion von Carotinoiden oder Chlorophyllen gegen UV A-Schédi-
gungen diskutiert (z.B. Bidigare et al. 1993). Die photosynthetisch aktiven
Pigmente zeigen jedoch im kurzwelligen UVA-Bereich nur eine geringe Ab-
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sorption (Hager 1970).

Kolonien von Phaeocystis antarctica weisen im UVB-Bereich (mittlere
Wellenldnge bei 307 nm) eine hohere Photoinhibition, aber auch eine ho-
here MAA-Schutzwirkung auf als die untersuchten Diatomeen (Abb.
4.31). Dies ist Ubereinstimmend mit den Ergebnissen aus anderen Arbeiten,
daBl Phaeocystis durch UVB-Strahlung stdrker geschédigt wird als Dia-
tomeen (Davidson et al. 1994, Karentz & Spero 1997). Vermutlich bietet
fir diese empfindlichere Phytoplanktonart die Produktion von MAAs ein
wichtiger Schutz gegen UV-Schidigungen der DNA als auch der Pho-
tosynthese (s. ndchsten Abschnitt).

Unter anndhernd natiirlichen Strahlungsbedingungen (Experimente mit
dem Sonnenscheinsimulator) wiesen Kulturen von 7. antarctica, die unter
Starklicht gehéltert wurden, eine héhere Photosyntheseleistung auf (ge-
messen als CO,-Fixierung) als Kulturen, die vor der Bestrahlung in
Schwachlicht gehéltert wurden (Abb. 4.36). Dieser Effekt zeigt sich auch
bei einer UVB-Erhshung entsprechend einer Ozonreduktion von 360 auf
140 DU. Diese Unterschiede sind jedoch erst ab einer Bestrahlungsstirke
von 300 pmol Photonen m™s™' sichtbar. Auch aus diesen Ergebnissen ist
zu schlieffen, daBl zum einen eine héhere UVB-Bestrahlung zu einer Zu-
nahme der Photoinhibition fithrt und zum anderen eine Akklimation an ho-
here Strahlungsbedingungen und die damit verbundene Zunahme des
MAA-Gehaltes die schiddigende Wirkung der UVA und UVB-Strahlung -
wenn auch nur geringfiigig - reduziert. Bei den vorliegenden Untersuchun-
gen ist allerdings zu beachten, daBl nur ein geringer UVB-Anteil eingestrahlt
wurde, der Ubertragen auf die nattirlichen Strahlungsverhéltnisse im Stid-
polarmeer ungeféhr einer Wassertiefe von 10-20 m entspricht (vgl. Tab.
3.3 & Abb. 1.3). AuBerdem nahm durch eine UVB-ErhShung auch der
Anteil der noch photosynthetisch wirksamen Rotstrahlung (>560 nm) zu
(Abb. 3.7), was zu einer hoheren Photosyntheserate gefiihrt haben konnte.
Es ist somit zu erwarten, daB die schddigenden Effekte unter natiirlichen
UVB-Strahlungsbedingungen vor allem bei einer hohen Einstrahlung an der
Wasseroberfldche hoher sind als die hier erzielten. Hierzu soliten sich in
Zukunft weitere Untersuchungen unter natiirlichen Strahlungsbedingungen
auch bei anderen Diatomeenarten sowie Phaeocystis antarctica
anschliefen.
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MAA-Schutzwirkung und Organismengrifie
Wie zuvor erwdhnt wurde, weisen kleine Diatomeen wie Fragilariopsis
linearis und F. cylindrus (Valvenradius <5 um) nur einen geringen MAA-
Gehalt und Abschirmungsfaktoren <0,1 auf, wahrend grofle Diatomeen
wie P. pseudodenticulata, T. tumida und T. antarctica (Valvenradius
>10 um) einen hohen MAA-Gehalt mit Abschirmungsfaktoren bis zu 0,5
besitzen (Tab. 4.3). Auch in fritheren Untersuchungen wurden bei gleichen
Strahlungsbedingungen unterschiedliche MAA-Gehalte bei antarktischen
Diatomeen gemessen. Vor allem Vertreter der meist sehr kleinen pennaten
Diatomeen, weisen nur geringe MAA-Gehalte bzw. geringe Absorptionen
im kurzwelligen UVA-Bereich auf (Davidson et al. 1994, Bidigare et al.
1996, Helbling et al. 1996). Diese Ergebnisse stlitzen die von Garcia-Pichel
(1994) aufgestellte These, daf3 der intrazelluldren Konzentration von MAAs
physikalische wie auch physiologische Grenzen gesetzt sind. Wéhrend die
physikalische Konzentrationsgrenze von der Loslichkeit und den
osmotischen Eigenschaften der Substanzen abhdngt, kdnnen physio-
logische Grenzen z.B. durch die Toxizitit der Substanzen oder durch den
fiir ihre Synthese notwendigen energetischen Aufwand und der damit
verbundenen Kosten-Nutzen Relation bedingt sein (Garcia-Pichel 1994).
Eine solche obere Konzentrationsgrenze fiir die MAAs, so vermutete der
Autor, miiite im Bereich von 1% des Trockengewichtes der Zellen liegen,
da auch andere Pigmente selten einen hoheren Anteil haben und auch die
bisher bei Cyanobakterien ermittelten MAA-Konzentrationen unterhalb von
1% des Trockengewichtes liegen (Garcia & Castenholz 1993). Die
vorliegenden Ergebnisse unterstiitzen diese SchluBfolgerung und belegen
fiir antarktische Diatomeen einen mit der ZellgroBe zunehmenden MAA-
Gehalt, aber begrenzte MAA-Konzentration. Alle Abschirmungsfaktoren
der untersuchten Organismen liegen knapp unterhalb der Werte, die ent-
sprechend einer 1%igen MAA-Konzentration berechnet wurden (Abb.
5.2). Sehr kleine Diatomeen wie Chaetoceros sp. (1), Fragilariopsis linea-
ris und F. cylindrus (Valvenradius <6 um) sind somit im Gegensatz zu
groBeren Diatomeen wie P. pseudodenticulata, T. tumida und T. antarc-
tica (Valvenradius >11 pum) nicht in der Lage - selbst unter hohen PAR-
Bestrahlungsstirken von 350 umol Photonen m?s™! - einen schiitzenden
MAA-Gehalt zu produzieren (Abb. 5.2).

Diese intrazelluldre Konzentrationsgrenze fir MAAs sowie der nur ge-
ringe Absorptionsweg bei kleinen Diatomeen fiihrt dazu, daf fiir diese
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Zellen die Bildung von MAAs kein wirkungsvoller Schutz gegen UV-
Strahlung darstellt. Die flir kleine Diatomeen wie F. linearis und F. cylin-
drus (Valvenradius <3 um) berechneten S-Werte von <0,1 (Tab. 4.3) be-
deuten, daB hochstens 10% der auf die Organismen aufireffenden UV-
Strahlung im Wellenldngenbereich zwischen 330 und 337 nm von den
MAAs absorbiert werden kann. Fiir grofiere Diatomeen mit einem Radius
>20 um (S>0,5) bieten MAAs dagegen einen begrenzten Schutz vor UV-
Schidigungen. Fiir einen wirkungsvollen und effizienten Schutz wére so-
gar ein Zellradius grofer als 200 pm (S >0,9) notwendig. Die Abhdngigkeit
der Schutzwirkung von der Zellgrofle zeigt sich auch experimentell im
Vergleich der Photosyntheseinhibition: Durch eine MAA-Induktion wurde
bei der gréfBere Diatomee P. pseudodenticulata (mittlerer Radius 30 um)
eine gréflere Schutzwirkung vor Photosyntheseinhibition erzielt als bei der
kleinere Diatomee T. tumida (mittlerer Radius 12,9 um) (Abb. 4.32). Al-
lerdings kénnte hier auch die geringe antioxidative Schutzwirkung von
Mykosporin-Glycin (Dunlap & Yamamoto 1995) eine Rolle spielen. P.
pseudodenticulata wies als einzige der hier untersuchten Diatomeen einen
relativ hohen Gehalt an dieser MAA von bis zu 18% auf (Abb. 4.18).
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Abb. 5.2: Abschirmungsfaktoren (S) fiir verschiedene Diatomeenkulturen in Abhéngig-
keit des Zellradius (gehaltert bei 100 (®) bzw. 350 umol Photonen m2s! (O) sowie
Phaeocystis antarctica, berechnet fiir einzelne Zellen (A) oder die gesamte Kolonie (4)).
Die Linie reprisentiert den von Garcia-Pichel (1994) fiir den jeweiligen Radius bestimm-
ten Abschirmungsfaktor, bei Annahme eines MAA-Gehaltes von 1% des Trockenge-
wichtes.
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Die fiir die Diatomeen ermittelte Abhingigkeit der MAA-Bildung von der
Zellgrofe gilt nicht fiir Kolonien aus relativ kleinen Zellen wie bei Phaeo-
cystis antarctica (mittlerer Zellradius 3,5 pm). Unter der Annahme, daf
sich die Substanzen innerhalb der Koloniezellen befinden, wurden je nach
KoloniegroBe Abschirmungsfaktoren zwischen 0,76 und 0,94 ermittelt
(Tab 4.3). Das wiirde einem MAA-Gehalt von ca. 20-40% des Trockenge-
wichtes dieser Zellen entsprechen, was deutlich {iber dem oben be-
schriebenen Maximalwert von 1% liegt (Abb. 5.2). Aufgrund der hohen
Konzentration an UV-absorbierenden Substanzen in Phaeocystis pouchetii-
Kolonien vermuteten Marchant und seine Mitautoren (Marchant et al.
1991), daB diese Substanzen extrazelluldr mit der Koloniematrix assoziiert
sind. Die Autoren berichteten auBerdem, daf freilebende Flagellaten von P.
pouchetii, die keine auBerzelluldre Matrix besitzen, nicht in der Lage sind,
UV-absorbierende Substanzen zu bilden oder zu akkumulieren. Neueren
Untersuchungen zufolge ist es wahrscheinlich, daB3 sich die MAAs an der
Peripherie der Kolonie und méglicherweise sogar in der Koloniehaut befin-
den. So zeigten die Untersuchungen von Rijssel et al. (1997) und Hamm et
al. (1999), dal Aminogruppen, die auch Bestandteil der MAAs sind (vgl.
Abb. 1.6), bei Phaeocystis globosa in einer sehr diinnen Koloniehtille kon-
zentriert sind und sich keine festen Substanzen im Innern der Hiille befin-
den. Die unter dieser Annahme neu berechneten Abschirmungsfaktoren
stiitzen die These, daf3 der grofite Anteil der UV-absorbierenden Substan-
zen sich auflerhalb der Zelle befindet. So liegen die flr die Gesamtkolonien
(Kolonieradius 50-1400 pm) berechneten Werte bei ca. 0,7, was in etwa
einem 1%igen zelluldiren MAA-Gehalt entspricht (Abb. 5.2). Diese extra-
zelluldare Akkumulation von UV-absorbierenden Substanzen konnte eine
wichtige dkologische Bedeutung haben, da kleine Zellen einen wesentlich
hsheren UV-Absorptionsschutz bekommen kdnnen, indem sie Kolonieform

annehmen.

Induktion von MAAs

Auf der Grundlage der zumindest teilweise schiitzenden Wirkung von
MAAs gegen UV-Schidigungen wurde in der vorliegenden Arbeit die Frage
untersucht, ob sich Phytoplanktonorganismen durch eine Akkumulation
dieser Substanzen an eine Zunahme der UV-Strahlung anpassen kénnen.
Hinweise auf eine durch Licht gesteuerte Bildung der MAAs sind in Un-
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tersuchungen an antarktischem Phytoplankton (Carreto et al. 1990, Vernet
et al. 1994) sowie Diatomeen-Kulturen (Helbling et al. 1996, Marchant et
al. 1991, Davidson et al. 1994, Bidigare et al. 1996) zu finden. Bisher lagen
jedoch keine genauen Ergebnisse iiber eine Wellenldngen- und Dosisab-
hingigkeit der MAA-Bildung vor. Die in der vorliegenden Arbeit erstmalig
flir MAAs erstellten Wirkungskurven (Abb. 4.25) belegen nun, daf die Bil-
dung von MAAs sowohl bei antarktischen Diatomeen als auch Kolonien
von Phaeocystis antarctica ein lichtkontrollierter Prozel3 ist, der von der
Wellenlinge der eingestrahlten Strahlung abhéngt. Dabei Uberlappt der
Wellenldngenbereich mit der héchsten Quantenwirksamkeit (345-460 nm;
Abb. 4.25) mit dem Wellenlingenlidngenbereich der UVA-Strahlung, die
unter natiirlichen Strahlungsbedingungen flir die groBte absolute photosyn-
thetisch schidigende Wirkung verantwortlich ist (Helbling et al. 1992 &
1994, Arrigo 1994, Cullen & Neale 1994). Daraus, sowie aus der linearen
Dosis-Wirkungsbeziehung der MAA-Bildung (Abb. 4.21) ist zu schliessen,
daB Phytoplanktonorganismen in der Lage sind, sich an eine
Strahlungserhthung anzupassen, indem sie bei hoherer schidigender
Strahlung mehr Schutzsubstanzen produzieren. Dies gilt jedoch aufgrund
der intrazelluldreren Konzentrationsgrenze nur flir grof3e Diatomeen und
Kolonien von Phaeocystis antarctica (s. oben).

Bei antarktischen Diatomeen zeigt Strahlung im Wellenldngenbereich
zwischen 305 und 340 nm nur eine geringe MAA-induzierende Wirkung
(Abb. 4.25). Dies weist darauf hin, daf3 eine infolge Ozonabbaus auftre-
tende alleinige Zunahme des UVB-Anteils der Strahlung nicht wesentlich zu
einer vermehrten Ausbildung von MAAs beitragen wiirde. Die vorliegenden
Untersuchungen unter simulierten natiirlichen Strahlungsbedingungen und
erhohter UVB-Strahlung bestitigen diese Annahme. So konnte bei einer
UVB-Erhshung, entsprechend einer Ozonreduktion von 360 auf 140 DU,
keine signifikante Zunahme des MAA-Gehaltes bei Diatomeen gemessen
werden. Diese Organismen diirften also nicht in der Lage sein, sich einem
verdnderten UV-Strahlungsklima, wie es durch eine Verringerung der
Ozonschicht zu erwarten wire, bezliglich der Ausbildung von Schutzsub-
stanzen anzupassen.

Im Vergleich zu Diatomeen liegt das Maximum der MAA-Induktion bei
Kolonien von Phaeocystis antarctica bei kiirzeren Wellenldngen
(Amax =340 nm) und Strahlung im UVB-Bereich hat noch eine deutlich
MAA-induzierende Wirkung (Abb. 4.25). Tatsdchlich nimmt unter anni-



132 DISKUSSION

hernd natlirlichen Strahlungsbedingungen bei einer UVB-Erhéhung ent-
sprechend einer Ozonreduktion von 360 DU auf 140 DU, der MAA-Gehalt
um ca. 25% zu (Abb. 4.33). Auch fiir Phaeocystis pouchetii konnte ge-
zeigt werden, daB nach kiinstlicher UVB-Bestrahlung die UV-Absorption
auf ungeféhr das dreifache anstieg (Marchant et al. 1991). Phaeocystis-
Kolonien kdnnen sich somit durch eine Akkumulation von UV-absorbie-
renden Substanzen nicht nur an eine hohere Gesamteinstrahlung, sondern
auch an eine alleinige UVB-Erhohung anpassen. Da MAAs bei Kolonien
von Phaeocytis auch im UVB-Bereich eine schiitzende Wirkung besitzen
(s. oben), kann gefolgert werden, dafl diese Organismen in der Lage sind,
sich durch die Produktion von UV-absorbierenden Substanzen zumindest
teilweise vor einer Zunahme der Schiddigung durch UVB-Erhghung zu
schiitzen. Inwieweit dies flir diese Organismen bei einer Ozonreduktion
von Vorteil ist und ob dadurch die Zusammensetzung des Phytoplanktons
beeinflusst werden kénnte, ist eine interessante Frage, die es in weiteren
Untersuchungen zu beantworten gilt. DaB die héhere Konzentration an UV-
absorbierenden Substanzen bei Phaeocystis jedoch nicht unbedingt auch zu
einer geringeren Schiadigung durch UVB-Strahlung flihrt, zeigen die Unter-
suchungen von Davidson et al. (1994) sowie Karentz & Spero (1996), bei
denen Phaeocystis eine gréBere Empfindlichkeit gegeniiber UVB-Schidi-
gungen aufwiesen als Diatomeen.

5.3 Lichtregulation von Schutz- und Reparaturmechanismen

Ein wichtiges Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist, da sowohl Photoreak-
tivierung als auch MAA-Bildung wellenldngenabhéingige Prozesse sind, die
durch Blau/UVA-Strahlung induziert werden (s. Kap. 5.1 & Kap. 5.2). Da-
bei ist von besonderer Bedeutung, dall sowohl der Bereich der Photoreak-
tivierung als auch der MAA-Bildung mit dem Wellenldngenbereich iiber-
lappt, der in die freie Wassersédule und in das Eis am tiefsten eindringt (vgl.
Abb. 4.25 & Abb. 1.3). Bisher war vor allem bei héheren Pflanzen
bekannt, daB sie sich, unter Vermittlung von spezifischen Photorezeptoren
wie dem Phytochromsystem oder Blaulicht-(UV)-Rezeptor, beziiglich ihrer
UV-Schutzmechanismen an wechselnde Strahlungsbedingungen anpassen
kénnen (Langer & Wellmann 1990, Beggs & Wellmann 1994, Buchholz
1996). Die hier in der vorliegenden Arbeit gezeigte Quantenwirksamkeit
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der MAA-Bildung und Photoreaktivierung im Bereich der Blaw/UVA-
Strahlung sowie der Befund, daB das Phytochromsystem hauptsédchlich
auf hohere Pflanzen begrenzt ist und bisher nicht in Algen gefunden wurde
(Ruyters 1989, Mancinelli 1994), weist darauf hin, da die Regulation von
UV-Schutzmechanismen bei Diatomeen und Phaeocystis iber einen
Blaw/UV-Rezeptor vermittelt wird. Allerdings konnten diese Rezeptoren
trotz zahlreicher Untersuchungen bisher nicht identifiziert werden
(Ninnemann 1980, Briggs 1983, Ninnemann 1995). Eine weitere noch of-
fene Frage ist, wie die Information von den Rezeptoren weitergegeben und
die Expression der durch die Rezeptoren regulierten Gene kontrolliert wird.
Auch dies ist bisher noch ungeklirt. Besonders interessant sind dabei die
Ergebnisse aus Untersuchungen an héheren Pflanzen, bei denen gezeigt
wurde, daf3 Proteine, die vermutlich eine Rolle bei blaulichtabhédngigen Re-
aktionen spielen, eine hohe Homologie mit dem Reparaturenzym der Pho-
toreaktivierung (Photolyase) aufweisen (Ahmad et al. 1993, Batschauer
1993). Dies ist iibereinstimmend mit der These von Yasuhira & Yasui
(1992), daB bei Goldfischzellen die Photolyase selbst die Expression ihres
Gens regulieren kénnte. Bei einigen der bei Pflanzen untersuchten blau-
lichtabhingigen Reaktionen wird auch vermutet, da3 diese iiber die Pho-
tosynthese oder in Verbindung mit photosynthetischen Prozessen gesteuert
werden (Lépez-Figueroa & Niell 1990).

Viele der bekannten blaulichtabhiingigen Reaktionen bendétigen im Ge-
gensatz zu Phytochrom-vermittelten Reaktionen kontinuierliche Bestrah-
lung (Ninnemann 1980). Auch bei der in der vorliegenden Arbeit unter-
suchten MAA-Bildung mufiten die Kulturen fir mindestens 72-144 Stun-
den bestrahlt werden, bevor das Maximum der MAA-Bildung erreicht war
(Abb. 4.24). Eine kurze induzierende Bestrahlung von 4 Stunden fiihrte
auch nach insgesamt 48stiindigem Wachstum in Gelblicht zu keiner MAA-
Akkumulation (Kap. 4.2). Eine Akklimatisierung an hohere Bestrahlungs-
stdrken setzt somit zumindest fir die MAA-Bildung voraus, daf die Orga-
nismen eine hinreichend lange Zeit der induzierenden Strahlung ausgesetzt
sind. Da der Induktionsbereich der MA A-Bildung mit dem Wellenldngenbe-
reich der am tiefsten in das Wasser eindringenden Strahlung iiberlappt,
(vgl. Abb. 4.25 & Abb. 1.3) ist zu vermuten, dafl Phytoplanktonorganis-
men sich wihrend der Zirkulation von tieferen Schichten an die Oberfldche
schon friih an eine Erhéhung der Einstrahlung anpassen konnen. Die
Anpassung der in der durchmischten Wasserschicht lebenden Organismen
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héngt dabei auch von der Tiefe und der Durchmischungsgeschwindigkeit
der durchmischten Wasserschicht ab (s. Kap. 1.2). Bei einer geringen
Stratifizierung mit tiefer Durchmischung und hohen Durchmischungsge-
schwindigkeiten befinden sich die Organismen nur relativ kurze Zeit in der
Nihe der Wasseroberfldche. Es ist daher fraglich, ob sich die Organismen
beziiglich der MAA-Bildung rechtzeitig an die dort herrschenden Strahlung
anpassen konnen. Dagegen sind bei einer starken Stratifizierung die Orga-
nismen in der oberen durchmischten Schicht lingere Zeit einem hohen
StrahlungsfluB ausgesetzt. Daraus ist zu folgern, da3 die Organismen in
dieser Situation in der Lage sind, einen hohen MAA-Gehalt auszubilden.
Hinweise darauf, dal Organismen bei einer starken Stratifizierung tatsich-
lich eine geringere Schiadigung aufweisen und Akklimatisierungsprozesse
dabei eine Rolle spielen, geben die Untersuchungen von Holm-Hansen et al.
(1993), Helbling et al. (1996) und Neale et al. (1998a). Da innerhalb von
60 Tagen in Dunkelheit keine MAAs abgebaut werden (Abb. 4.23), kann
auferdem geschlossen werden, daff die Organismen auch bei geringen Be-
strahlungsstérken ihren hohen MA A-Gehalt behalten.

Im Vergleich zur MAA-Bildung ist die Induktion der Photolyase ein
schneller ProzeB, der vermutlich innerhalb von wenigen Minuten abge-
schlossen ist (s. Kap. 5.1). Beziiglich der Photoreaktivierung kann deshalb
von einer schnellen Anpassung an hohe Bestrahlungsstirken ausgegangen
werden. MAA-Bildung und Photoreaktivierung unterscheiden sich somit
nicht nur in der Art ihrer Schutzwirkung, sondern auch in ihrer Fahigkeit
sich schnell an die jeweiligen Strahlungsbedingungen anzupassen.
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Vestfjelta und Ahlmannryggen, Antarktika” von M. Peters

Heft Nr. 62/1989 - “The Expedition ANTARKTIS Vii/1 and 2 (EPOS I) of RV ‘Polarstern’

in 1988/89", by I. Hempel

Heft Nr. 63/1989 — ,Die Eisalgenflora des Weddellmeeres (Antarktis): Artenzusammensetzung und Biomasse
sowie Okophysiologie ausgewahiter Arten“ von Annette Bartsch

Heft Nr. 64/1989 - “Meteorological Data of the G.-v.-Neumayer-Station (Antarctica) by L. Helmes
Heft Nr. 65/1989 — "Expedition Antarktis VHi/3 in 1988/89" by 1. Hempel, P. H. Schalk, V. Smetacek
Heft Nr. 66/1989 ~ ,Geomorphologisch-glaziologische Detailkartierung

des arid-hochpotaren Borgmassivet, Neuschwabenland, Antarktika“ von Karsten Brunk

Heft Nr. 67/1990 — “Identification key and catalogue of larval Antarctic fishes™,

edited by Adolf Kellermann

Heft Nr. 68/1990 — “The Expedition Aniarktis VIl/4 (Epos leg 3) and VII/S of RV ‘Polarstern’ in 1989",
edited by W. Arntz, W. Ernst, | Hempel

Heft Nr. 69/1990 ~ , Abhangigkeiten elastischer und rheologischer Eigenschaften des Meereises vom
Eisgefuge*, von Haraid Hellmann

Heft Nr. 70/1990 - ,Die beschalten benthischen Mollusken (Gastropoda und Bivalvia) des
Weddelimeeres, Antarktis®, von Stefan Hain

Heft Nr. 71/1990 — ,Sedimentologie und Paldomagnetik an Sedimenten der Maudkuppe {Norddstliches
Weddellmeer)“, von Dieter Cordes

Heft Nr. 72/1990 ~ "Distribution and abundance of planktonic copepods (Crustacea) in the Weddell Sea
in summer 1980/81", by F. Kurbjeweit and S. Ali-Khan

Heft Nr. 73/1990 ~ ,Zur Frilhdiagenese von organischem Kohlenstoff und Opal in Sedimenten des stdlichen
und &stlichen Weddelimeeres®, von M. Schilter

Heft Nr. 74/1990 — Expeditionen ANTARKTIS-Vi1I/3 und VIII/4 mit FS ,Polarstern’ 1989"

von Rainer Gersonde und Gotthiif Hempel

Heft Nr. 75/1991 — Quartdre Sedimentationsprozesse am Kontinentathang des Stid-Orkey-Plateaus im
nordwestlichen Weddelimeer {(Antarktis)“, von Sigrun Griinig

Heft Nr. 76/1990 — ,Ergebnisse der faunistischen Arbeiten im Benthal von King George Island
{Sudshetlandinsein, Antarktis), von Martin Rauschert

Heft Nr. 77/1890 — Verteilung von Mikroplankton-Organismen nordwestlich der Antarktischen Halbinsel
unter dem Einfiuf3 sich andernder Umweltbedingungen im Herbst", von Heinz Kloser

Heft Nr. 78/1991 — Hochaufldsende Magnetostratigraphie spatquartdrer Sedimente arktischer
Meeresgebiete”, von Norbert R. Nowaczyk

Heft Nr. 79/1991 - Okophysiologische Untersuchungen zur Salinitats- und Temperaturtoleranz
antarktischer Griinalgen unter besonderer Berlicksichtigung des p-Dimethylsulfoniumpropionat
{DMSP) - Stoffwechsels”, von Ulf Karsten

Heft Nr. 80/1991 — ,Die Expedition ARKTIS VH/1 mit FS ,Polarstern’ 1990",

herausgegeben von Jorn Thiede und Gotthiif Hempel

Heft Nr. 81/1991 — , Palioglaziologie und Paldozeanographie im Spatquartar am Kontinentalrand des
stdlichen Weddelmeeres, Antarktis®, von Martin Melles

Heft Nr. 82/1991 ~ ,Quantifizierung von Meereseigenschaften: Automatische Bildanalyse von
Diinnschnitten und Parametisierung von Chlorophyll- und Salzgehaltsverteilungen®, von Hajo Eicken
Heft Nr. 83/1991 — ,Das FlieBen von Scheilfeisen - numerische Simulationen

mit der Metholde der finiten Differenzen”, von Jirgen Determann

Heft Nr. 84/1991 - ,Die Expedition ANTARKTIS-VII/1-2, 1989 mit der Winter Weddell Gyre Study
der Forschungsschiffe ,Polarstern’ und ,Akademik Fedorov™, von Ernst Augstein,

Nikolai Bagriantsev und Hans Werner Schenke

Heft Nr. 85/1991 — ,Zur Entstehung von Unterwassereis und das Wachstum und die Energiebilanz
des Meereises in der Atka Bucht, Antarktis*, von Josef Kipfstuhl

Heft Nr. 86/1991 — Die Expedition ANTARKTIS-Vill mit FS ,Polarstern’ 1989/90. Bericht vom
Fahrtabschnitt ANT-VII/5“, von Heinz Milter und Hans Oerter

Heft Nr. 87/1991 ~ “Scientific cruise reports of Arctic expeditions ARK VI/1-4 of RV 'Polarstern’

in 1989, edited by G. Krause, J. Meincke & H. J. Schwarz

Heft Nr, 88/1991 - ,Zur Lebensgeschichte dominanter Copepodenarten {Calanus finmarchicus,

C. glacialis, C. hyperboreus, Metridia longa) in der FramstraBe®, von Sabine Diel
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Heft Nr. 89/1991 — Detaillierte seismische Untersuchungen am ostlichen Kontinentalrand

des Weddell-Meeres vor Kapp Norvegia, Antarktis®, von Notbert E. Kaut

Heft Nr. 90/1991 — Die Expedition ANTARKTIS-VIH mit FS ,Polarstern’ 1989/90.

Bericht von den Fahrtabschnitten ANT-VIIl/6-7¢, herausgegeben von Dieter Karl Fitterer

und Otto Schrems

Heft Nr. 91/1991 - "Blood physiology and ecological consequences in Weddell Sea fishes (Antarctica)*,
by Andreas Kunzmann

Heft Nr. 92/1991 ~  Zur sommerlichen Verteilung des Mesozooplanktons im Nansen-Becken,
Nordpolarmeer, von Nicolai Mumm

Heft Nr. 93/1991 — Die Expedition ARKTIS Vil mit FS ,Polarstern’, 1990.

Bericht vom Fahrtabschnitt ARK VIi/2", herausgegeben von Gunther Krause

Heft Nr. 94/1991 ~ ,Die Entwicklung des Phytoplanktons im ¢stlichen Weddelimeer (Antarktis)
beim Ubergang vom Spéatwinter zum Frihjahr”, von Renate Scharek

Heft Nr. 95/1991 —  Radioisotopenstratigraphie, Sedimentologie und Geochemie jungquartarer
Sedimente des 6stlichen Arktischen Ozeans", von Horst Bohrmann

Heft Nr. 96/1991 — Holozane Sedimentationsentwicklung im Scoresby Sund, Ost-Grénfand®,

von Peter Marienfeld

Heft Nr. 97/1991 — ,Strukturelle Entwicklung und Abkithlungsgeschichte von Heimefrontfiella
(Westliches Dronning Maud Land/Antarktika)”, von Joachim Jacobs

Heft Nr. 98/1991 — Zur Besiediungsgeschichte des antarktischen Schelfes am Beispiel der
Isopoda (Crustacea, Malacostraca)’, von Angelika Brandt

Heft Nr. 99/1992 — “The Antarctic ice sheet and environmental change: a three-dimensional
modelling study, by Philippe Huybrechts

Heft Nr. 100/1992 -, Die Expeditionen ANTARKTIS [X/1-4 des Forschungsschiffes ,Polarstern’
1990791 herausgegeben von Ulrich Bathmann, Meinhard Schulz-Baldes,

Eberhard Fahrbach, Victor Smetacek und Hans-Wolfgang Hubberten

Heft Nr. 101/1992 —~ Wechselbeziehungen zwischen Schwermetaltkonzentrationen

(Cd, Cu, Pb, Zn) im Meerwasser und in Zooplanktonorganismen (Copepoda) der

Arktis und des Atlantiks", von Christa Pohl

Heft Nr. 102/1992 ~ ,Physiologie und Ulrastrukiur der antarktischen Grinalge

Prasiola crispa ssp. antarctica unter osmotischem Stref3 und Austrocknung®, von Andreas Jacob
Heft Nr. 103/1992 -, Zur Okologie der Fische im Weddeflmeer*, von Gerd Hubold

Heft Nr. 104/1992 — ,Mehrkanalige adaptive Filter fir die Unterdriickung von multiplen Reflexionen
in Verbindung mit der freien Oberflache in marinen Seismogrammen®, von Andreas Rosenberger
Heft Nr. 105/1992 — “Radiation and Eddy Flux Experiment 1991

(REFLEX 1), von Jorg Hartmann, Christoph Kottmeier und Christian Wamser

Heft Nr. 106/1992 ~ ,Ostracoden im Epipelagial vor der Antarktischen Halbinsel - ein Beitrag zur
Systematik sowie zur Verbreitung und Populationsstruktur unter Bericksichtigung der Saisonalitat”,
von Ridiger Kock

Heft Nr. 107/1992 — ,ARCTIC '91: Die Expedition ARK-VIlI/3 mit FS ,Polarstern' 1991",

von Dieter K. Futterer

Heft Nr. 108/1992 - ,Dehnungsbeben an einer Stérungszone im Ekstrom-Schelfeis nordlich der
Georg-von-Neumayer-Station, Antarktis. — Eine Untersuchung mit seismologischen und geodatischen
Methoden®, von Uwe Nixdorf.

Heft Nr. 109/1992 -, Spatquartare Sedimentation am Kontinentalrand des siidéstlichen
Weddellmeeres, Antarktis®, von Michael Weber.

Heft Nr. 110/1992 —  Sedimentfazies und Bodenwasserstrom am Kontinentalhang des
norwestlichen Weddelimeeres®, von Isa Brehme.

Heft Nr. 111/1992 — ,Die Lebensbedingungen in den Solekanalchen des antarktischen Meereises",
von Jurgen Weissenberger.

Heft Nr. 112/1992 — , Zur Taxonomie von rezenten benthischen Foraminiferen aus dem

Nansen Becken, Arktischer Ozean*, von Jutta Wollenburg.

Heft Nr. 113/1992 - ,Die Expedition ARKTIS VIIi/1 mit FS ,Polarstern’ 1991,

herausgegeben von Gerhard Kattner.

Heft Nr. 114/1992 ~ Die Grindungsphase deutscher Polarforschung, 1865 - 1875,

von Reinhard A. Krause.

Heft Nr. 115/1992 ~ “Scientific Cruise Report of the 1991 Arctic Expedition ARK Viii/2

of RV 'Polarstern’ (EPOS 1i)*, by Eike Rachor.

Heft Nr. 116/1992 ~ “The Meteorological Data of the Georg-von-Neumayer-Station (Antarctica)

for 1988, 1989, 1990 and 1991, by Gert Kénig-Langto.

Heft Nr. 117/1992 — Petrogenese des metamorphen Grundgebirges der zentralen Heimefrontfjella
(westliches Dronning Maud Land / Antarktis)", von Peter Schulze.

Heft Nr. 118/1993 — ,Die mafischen Gange der Shackleton Range / Antarktika: Petrographie,
Geochemie, Isotopengeochemie und Paldomagnetik’, von Ridiger Hotten,

Heft Nr. 119/1993 — ,Gefrierschutz bei Fischen der Polarmeere®, von Andreas P. A. W8hrmann.
Heft Nr. 120/1993 - “East Siberian Arctic Region Expedition '92: The Laptev Sea - its Significance for
Arctic Sea-Ice Formation and Transpolar Sediment Flux®, by D. Dethleff, D. Nurnberg, E. Reimnitz,
M. Saarso and Y. P. Sacchenko. — "Expedition to Novaja Zemlja and Franz Josef Land with

RV. ‘Dalnie Zelentsy™, by D. Nurnberg and E. Groth,



* Heft Nr. 121/1993 — ,Die Expedition ANTARKTIS X/3 mit FS ,Polarstern’ 1992", herausgegeben von
Michael Spindler, Gerhard Dieckmann und David Thomas
Heft Nr. 122/1993 - ,Die Beschreibung der Korngestalt mit Hilfe der Fourier-Analyse: Parametrisierung
der morphologischen Eigenschaften von Sedimentpartikeln®, von Michael Diepenbroek.
Heft Nr. 123/1993 ~ , Zerstdrungsfreie hochauflésende Dichteuntersuchungen mariner Sedimente”,
von Sebastian Gerland.
Heft Nr. 124/1993 — ,Umsatz und Verteilung von Lipiden in arktischen marinen Organismen unter
besonderer Ber(]cksichtigung unterer trophischer Stufen*, von Martin Graeve.
Heft Nr. 125/1993 — ,Okologie und Respiration ausgewéhiter arktischer Bodenfischarten®,
von Christian F. von Dorrien.
Heft Nr. 126/1993 — ,Quantitative Bestimmung von Paldoumweltparametern des Antarktischen
Oberfidchenwassers im Spéatquartier anhand von Transferfunktionen mit Diatomeen®, von Ulrich Zielinski
Heft Nr. 127/1993 - ,Sedimenttransport durch das arktische Meereis: Die rezente lithogene
und biogene Materialfracht®, von Ingo Wollenburg.
Heft Nr. 128/1993 - “Cruise ANTARKTIS X/3 of RV ‘Polarstern’: CTD-Report", von Marek Zwierz.
Heft Nr. 129/1993 —~ ,Reproduktion und Lebenszykien dominanter Copepodenarten aus dem
Weddelimeer, Antarktis”, von Frank Kurbjeweit
Heft Nr. 130/1993 — ,Untersuchungen zu Temperaturregime und Massenhaushalt des
Filchner-Ronne-Schelfeises, Antarktis, unter besonderer Berticksichtigung von Anfrier- und
Abschmelzprozessen®, von Klaus Grosfeld
Heft Nr. 131/1993 — ,Die Expedition ANTARKTIS X/5 mit FS ,Polarstern’ 1992",
herausgegeben von Rainer Gersonde
Heft Nr. 132/1993 - ,Bildung und Abgabe kurzkettiger halogenierter Kohlenwasserstoffe durch
Makroalgen der Polarregionen®, von Frank Laturnus
Heft Nr. 133/1994 - “Radiation and Eddy Flux Experiment 1993 (REFLEX If)',
by Christoph Kottmeier, J&rg Hartmann, Christian Wamser, Axel Bochert, Christof Lipkes,
Dietmar Freese and Wolfgang Cohrs
Heft Nr. 134/1994 - “The Expedition ARKTIS-IX/1%, edited by Hajo Eicken and Jens Meincke
Heft Nr. 135/1994 — ,Die Expeditionen ANTARKTIS X/6-8“, herausgegeben von Ulrich Bathmann,
Victor Smetacek, Hein de Baar, Eberhard Fahrbach und Gunter Krause
Heft Nr. 136/1994 — ,Untersuchungen zur Erndhrungstkologie von Kaiserpinguinen (Aptenodytes forsteri)
und Kénigspinguinen (Aptenodytes patagonicus})’, von Kiemens Piitz
Heft Nr. 137/1994 — ,Die kanozoische Vereisungsgeschichte der Antarktis”, von Werner U. Ehrmann
Heft Nr. 138/1994 — ,Untersuchungen stratospharischer Aerosole vulkanischen Ursprungs und polarer
stratospharischer Wolken mit einem Mehrwelientangen-Lidar auf Spitzbergen (79° N, 12° Ef,
von Georg Beyerle
Heft Nr. 139/1994 — ,Charakterisierung der Isopodenfauna {Crustacea, Malacostraca)
des Scotia-Bogens aus biogeographischer Sicht: Ein multivariater Ansatz“, von Holger Winkler,
Heft Nr. 140/1994 - Die Expedition ANTARKTIS X/4 mit FS ,Polarstern’ 1992,
herausgegeben von Peter Lemke
Heft Nr. 141/1994 — ,Satellitenaltimetrie Gber Eis -~ Anwendung des GEOSAT-Altimeters Uber dem
Ekstrémisen, Antarktis“, von Clemens Heidland
Heft Nr. 142/1994 - “The 1993 Northeast Water Expedition. Scientific cruise report of RV ‘Polartstern’
Arctic cruises ARK IX/2 and 3, USCG ‘Polar Bear' cruise NEWP and the NEWL.and expedition®,
edited by Hans-Jurgen Hirche and Gerhard Kattner
Heft Nr. 143/1994 — Detaillierte refraktionsseismische Untersuchungen im inneren Scoresby Sund
Qst-Grénland”, von Notker Fechner
Heft Nr. 144/1994 - “Russian-German Cooperation in the Siberian Sheif Seas: Geo-System
Laptev Sea“, edited by Heidemarie Kassens, Hans-Wolfgang Hubberten, Sergey M. Pryamikov
and Rudiger Stein
Heft Nr. 145/1994 ~ “The 1993 Northeast Water Expedition. Data Report of RV ,Polarstern’
Arctic Cruises IX/2 and 3", edited by Gerhard Katiner and Hans-Jirgen Hirche.
Heft Nr. 146/1994 ~ “Radiation Measurements at the German Antarctic Station Neumayer
1982 - 1992“, by Torsten Schmidt and Gerd Kénig-Langlo.
Heft Nr. 147/1994 — Krustenstrukturen und Verlauf des Kontinentalrandes im
Weddell-Meer / Antarktis“, von Christian Hubscher.
Heft Nr. 148/1994 ~ “The expeditions NORILSK/TAYMYR 1993 and BUNGER OASIS 1993/94
of the AW! Research Unit Potsdam*, edited by Martin Melles.
** Heft Nr. 149/1994 ~ ,Die Expedition ARCTIC ‘93. Der Fahrtabschnitt ARK-1X/4 mit
FS ,Polarstern’ 1993", herausgegeben von Dieter K. Fitterer.
Heft Nr. 150/1994 — ,Der Energiebedarf der Pygoscelis-Pinguine: eine Synopse”, von Boris M. Culik.
Heft Nr. 151/1994 — "Russian-German Cooperation: The Transdrift | Expedition to the Laptev Sea”,
edited by Heidemarie Kassens and Valeriy Y. Karpiy.
Heft Nr. 152/1994 —  Die Expedition ANTARKTIS-X mit +S ,Polarstern’ 1992, Bericht von den
Fahrtabschnitten / ANT-X / 1a und 2 herausgegeben von Heinz Miller.
Heft Nr. 153/1994 — ,Aminosduren und Huminstoffe im Stickstoffkreistauf polarer Meere”,
von Ulrike Hubberten.
Heft Nr. 154/1994 - "Regional and seasonal variability in the vertical distribution of mesozooplankton
in the Greenland Sea*, by Claudio Richter.
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Heft Nr. 155/1995 — Benthos in polaren Gewassern®, herausgegeben von Christian Wiencke und Wolf Arntz.

Heft Nr. 156/1995 ~ “An adjoint model for the determination of the mean oceanic circulation, air-sea

fluxes and mixing coefficients”, by Reiner Schiitzer.

Heft Nr. 157/1995 — Biochemische Untersuchungen zum Lipidstoffwechse! antarktischer Copepoden®,

von Kirsten Fahl.

Heft Nr. 158/1995 —~ Die Deutsche Polarforschung seit der Jahrhundertwende und der Einfluf3 Erich von Drygalskis®,
von Cornelia Ludecke.

Heft Nr. 159/1995 —“The distribution of 2O in the Arctic Ocean: implications for the freshwater balance of the halocline
and the sources of deep and bottomn waters®, by Dorothea Bauch.

Heft Nr. 160/1995 — ,Rekonstruktion der spatquartaren Tiefenwasserzirkulation und Produktivitat im dstlichen
Sudatlantik anhand von benthischen Foraminiferenvergeselischaftungen®, von Gerhard Schmiedl.

Heft Nr. 161/1995 — Der Einflu von Salinitat und Lichtintensitat aut die Osmolytkonzentrationen, die Zelivolumina
und die Wachstumsraten der antarktischen Eisdiatomeen Chaetoceros sp. und Navicula sp. unter besonderer
Beriicksichtigung der Aminosé&ure Prolin“, von Jirgen Nothnagel.

Heft Nr. 162/1995 — Meereistransportiertes lithogenes Feinmaterial in spatquartaren Tiefseesedimenten des zentralen
ostlichen Arktischen Ozeans und der Framstraf3e", von Thomas Letzig.

Heft Nr. 163/1995 - Die Expedition ANTARKTIS-XI/2 mit FS ,Polarstern’ 1983/94",

herausgegeben von Rainer Gersonde.

Heft Nr. 164/1995 — ,Regionale und altersabhangige Variation gesteinsmagnetischer Parameter in marinen
Sedimenten der Arktis*, von Thomas Frederichs.

Heft Nr. 165/1995 —  Vorkommen, Verteilung und Umsatz biogener organischer Spurenstoffe: Sterole in antarktischen
Gewdssern®, von Georg Hanke.

Heft Nr. 166/1995 — , Vergleichende Untersuchungen eines optimierten dynamisch-thermodynamischen Meereismodells
mit Beobachtungen im Weddellmeer”, von Holger Fischer.

Heft Nr. 167/1995 ~ ,Rekonstruktionen von Paldo-Umweltparametern anhand von stabilen Isotopen und
Faunen-Vergesellschaftungen plankiischer Foraminiferen im Stidatlantik‘, von Hans-Stefan Niebler

Heft Nr. 168/1995 ~ , Die Expedition ANTARKTIS X!l mit FS ,Polarstern’ 1993/94.

Bericht von den Fahrtabschnitten ANT Xil/1 und 2¢, herausgegeben von Gerhard Kattner und Dieter Karl Flitterer
Heft Nr. 169/1995 — ,Medizinische Untersuchung zur Circadianrhythmik und zum Verhaiten bei Uberwinterern auf einer
antarktischen Forschungsstation®”, von Hans Wortmann

Heft-Nr. 170/1995 — DFG-Kolloquium: Terrestrische Geowissenschaften — Geotogie und Geophysik der Antarktis.

Heft Nr. 171/1995 ~ , Strukturentwicklung und Petrogenese des metamorphen Grundgebirges der nérdlichen
Heimfrontfjella (westliches Dronning Maud Land/Antarktika)®, von Wilfried Bauer.

Heft Nr. 172/1995 ~ Die Struktur der Erdkruste im Bereich des Scoresby Sund, Ostgrénland:

Ergebnisse refraktionsseismischer und gravimetrischer Untersuchungen®, von Holger Mandler.

Heft Nr. 173/1995 — ,Paldozoische Akkretion am paldopazifischen Kontinentairand der Antarktis in Nordvictorialand

— P-T-D-Geschichte und Deformationsmechanismen im Bowers Terrane®, von Stefan Matzer.

Heft Nr. 174/1995 - “The Expedition ARKTIS-X/2 of RV ‘Polarstern’ in 1994, edited by Hans-W. Hubberten

Heft Nr. 175/1995 — “Russian-German Cooperation: The Expedition TAYMYR 1994“, edited by Christine Siegert

and Gmitry Bolshiyanov.

Heft Nr. 176/1995 — "Russian-German Cooperation: Laptev Sea Systern®, edited by Heidemarie Kassens,

Dieter Piepenburg, Jérn Thiede, Leonid Timokhov, Hans-Wolfgang Hubberten and Sergey M. Priamikov.

Heft Nr. 177/1995 -, Organischer Kohlenstoff in spatquartaren Sedimenten des Arktischen Ozeans: Terrigener Eintrag
und marine Produktivitat”, von Carsten J. Schubert

Heft Nr. 178/1995 — “Cruise ANTARKTIS XH/4 of RV 'Polarstern’ in 1995: CTD-Report®, by Jiri Sitdam.

Heft Nr. 179/1995 — ,Benthische Foraminiferenfaunen als Wassermassen-, Produktions- und Eisdriftanzeiger im Arkti-
schen Ozean®, von Jutta Wollenburg.

Heft Nr. 180/1995 - ,Biogenopal und biogenes Barium als Indikatoren flir spétquartédre Produktivitatsdnderungen am
antarktischen Kontinentalhang, atlantischer Sektor”, von Wolfgang J. Bonn.

Heft Nr. 181/1995 — ,Die Expedition ARKTIS X/1 des Forschungsschiffes ,Polarstern’ 1994,

herausgegeben von Eberhard Fahrbach.

Heft Nr. 182/1995 — “Laptev Sea System: Expeditions in 1994", edited by Heidemarie Kassens.

Heft Nr. 183/1996 — Interpretation digitaler Parasound Echolotaufzeichnungen im &stlichen Arktischen Ozean auf der
Grundlage physikalischer Sedimenteigenschaften, von Uwe Bergmann.

Heft Nr. 184/1996 — "Distribution and dynamics of inorganic nitrogen compounds in the troposphere of continental,
coastal, marine and Arctic areas®, by Maria Dolores Andrés Hernandez.

Heft Nr. 185/1996 ~ “,Verbreitung und Lebensweise der Aphroditen und Polynoiden {Polychaeta) im &stlichen Weddell-
meer und im Lazarevmeer (Antarktis)*, von Michael Stilier.

Heft Nr. 186/1996 — “Reconstruction of Late Quaternary environmental conditions applying the natural radionuclides
2Th, “Be, 'Pa and **U: A study of deep-sea sediments from the eastern sector of the Antarctic Circumpotar Current
System", by Martin Frank.

Heft Nr. 187/1996 — “The Meteorological Data of the Neumayer Station (Antarctica) for 1992, 1993 and 1994,

by Gert Kénig-Langlo and Andreas Herber.

Heft Nr. 188/1996 — ,Die Expedition ANTARKTIS-XI/3 mit FS Polarstern’ 1994,

herausgegeben von Heinz Miller und Hannes Grobe.

Heft Nr. 189/1996 — ,Die Expedition ARKTIS-VII/3 mit FS ,Polarstern’ 1980",

herausgegeben von Heinz Miller und Hannes Grobe
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Heft Nr. 190/1996 — “Cruise report of the Joint Chilean-German-italian Magellan ,Victor Hensen' Campaign in 1994",
edited by Wolf Arntz and Matthias Gorny.

Heft Nr. 181/1996 -  Leitfahigkeits- und Dichtemessung an Eisbohrkernen, von Frank Wilhelms.

Heft Nr. 192/1996 -, Photosynthese-Charakteristika und Lebensstrategie antarktischer Makroalgen®,

von Gabriele Weykam.

Heft Nr. 193/1996 ~ ,Heterogene Reaktionen von NoOg und Hbr und ihr Einfluf3 auf den Ozonabbau in der polaren
Stratosphére”, von Sabine Seisel.

Heft Nr. 194/1996 ~ ,Okologie und Populationsdynamik antarktischer Ophiuroiden (Echinodermata)”,

von Corinna Dahm.

Heft Nr. 195/1996 — ,Die planktische Foraminifere Neogloboquadrina pachyderma (Ehrenberg) im Weddelimeer,
Antarktis“, von Doris Berberich.

Heft Nr. 196/1996 — ,Untersuchungen zum Beitrag chemischer und dynamischer Prozesse zur Variabilitat des
stratospharischen Ozons lber der Arktis”, von Birgit Heese

Heft Nr. 197/1996 ~ "The Expedition ARKTIS-X1/2 of ‘Polarstern’ in 1995, edited by Gunther Krause.

Heft Nr. 198/1996 — ,Geodynamik des Westantarktischen Riftsystems basierend auf Apatit-Spaltspuranalysen®,

von Frank Lisker.

Heft Nr. 199/1996 - “The 1993 Northeast Water Expedition. Data Report on CTD Measurements of RV 'Polarstern’
Cruises ARKTIS IX/2 and 3% by Gerion Budéus and Wolfgang Schneider.

Heft Nr. 200/1996 ~ “Stability of the Thermohaline Circulation in analytical and numerical models", by Gerrit Lohmann.
Heft Nr. 201/1996 ~ ,Trophische Beziehungen zwischen Makroalgen und Herbivoren in der Potter Cove

(King George-Insel, Antarktis)", von Katrin tken.

Heft Nr. 202/1996 — ,Zur Verbreitung und Respiration 6kologisch wichtiger Bodentiere in den Gewassern um
Svaibard (Arktis)", von Michael K. Schmid.

Heft Nr. 203/1996 - ,Dynamik, Rauhigkeit und Alter des Meereises in der Arktis ~ Numerische Untersuchungen mit
einem grof3skaligen Modell", von Markus Harder.

Heft Nr. 204/1996 - ,Zur Parametrisierung der stabilen atmosphérischen Grenzschicht Uber einem antarktischen
Schelfeis”, von Dorthe Handorf.

Heft Ni. 205/1996 - “Textures and fabrics in the GRIP ice core, in relation to climate history and ice deformation”,
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