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Einfithrung

Alle vorliegenden Versuche beschéftigen sich mit der Energiekonservierung an der Thylako-
idmembran der Chloroplasten, also mit den Vorgéngen bei der Lichtreaktion der Photosyn-
these. Einige Versuche wie die HILL-Reaktion (Versuch 1) oder das JAGENDORF-Experiment
(Versuch 5) haben dabei wesentlich zu unserem heutigen Verstdndnis dieser Abldufe beige-
tragen.

Abbildung 0.1 Photosynthetischer Elektronentransport, Aufbau eines Protonengradienten
und Phosphorylierung an der Thylakoidmembran der Chloroplasten (schematisch), aus
L (1991).

Eine wesentliche rundlage fiir das chema der Vorginge an der Thylakoidmembran
(Abb. 0.1) ist die chemiosmotische ypothese, die von P. 1 ELL aufgestellt wurde
( 1 ELL, 1961).

Alle Versuche im Praktikum wurden an den Thylakoiden von Erbsen vorgenommen, die
eweils entsprechend der Versuchsanleitung frisch prépariert wurden.

Till Biskup
till.biskup physik.hu-berlin.de



essung er o r utin il ea tin in er auerst ele tr e
11 ersuchsziel

achweis des Elektronentransportes in Abhingigkeit vom opplungsgrad der Reaktion.

12 urchfiithrung

Die Versuchsansdtze wurden nach Versuchsanleitung gemid dem Pipettierschema Tab. 1.1
direkt in die Reaktionskammer der o—Elektrode pipettiert. ach dem Erreichen eines kon-
stanten chreiber— ignals wurde die Reaktion durch Belichtung gestartet.

Ansatz .
1 2 3 4 5 6
Losung B 30 30 30 30 30 30 30
2 P 005 005 005 005 005 005 005
ADP 015 015
erricyanid 03 03 03 03 03 03
Cl 0005 002 005 015
asser 1125 0825 095 09 0955 0925 0825
Thylakoide | 015 015 015 015 015 015 015

Tabelle 1.1 Pipettierschema fiir die Versuchsansétze (alle Angaben in ml)

Ansatz .
1 2 3 4 5 6

mm |13 35 11 19 53 46 50
min 6 4 5 3 6 4 4

Tabelle 1.2 chreibermitschriften

Der chreiber wurde auf einen Vorschub von 10 mm min~ eingestellt, die alibrierung
ergab einen chreiberweg

139 cm entsprechend 02 6 mol
Der Chlorophyllgehalt betrug am Versuchstag
10mg ml™

13 Berechnungen

Die alibrierung der chreiberaufzeichnungen erfolgte, wie in der Versuchsanleitung unter

alibrierung der s—-FElektrode angegeben, iiber ugabe einer ausreichenden enge a-
triumdithionit ( a2 2 ), die zum Verbrauch allen in der Losung be ndlichen auersto s
fithrte. Der chreiberweg zwischen o—geséttigtem und o—freiem asser entspricht
einer auersto menge 02 6 mol pro Bezugsvolumen 1 ml

Aus dem Verhéltnis zwischen dem chreiberweg fiir die alibrierung und fiir
die essungen ( 1. 4.1) kann die in den eweiligen Versuchsansétzen entstandene auersto -
menge bezogen auf ein e volumen 4 5 ml errechnet werden (1. 1.2).




Die fiir die auersto menge nach L (1.2) errechneten erte ergaben sich im
Versuch fiir eine eit (wie in Tab. 1.2 angegeben) und eine Chlorophyllmasse
015 g. m wie gefordert die Elektronentransportraten anzugeben, war ein letzter Re-
chenschritt nach 1. (1.3) notwendig.

% mol 2 mg Chl h™ (1.3)
14 Erge nisse
iir die Ergebnisse vgl. Tab. 1.3

Ansatz .
1 2 3 4 5 6

\ 313 9 226 316 411 44

Tabelle 1.3 Ergebnisse

15 iskussion

Ansatz 1 Da im Ansatz eins kein erricyanid (  e(C ) ) zugesetzt wurde, lief hier die
(nach ihrem Entdecker so benannte) E LER-Reaktion ab (vgl. Abb. 1.1).

asserspaltung 2 4 2 4 ° 4e”
Am Photosystem 2 4 4 1t 4e 2 9 o
umme 2 2 2 2 2

Abbildung 1.1  E LER-Reaktion

n der umme wird dabei kein auersto gebildet, sondern in geringem a e verbraucht, da
er als terminaler Elektronen—Acceptor zu o 2 reduziert wird. Aus diesem o—Verbrauch
resultiert auch die negative Elektronentransportrate  (vgl. Tab. 1.3).

Ansatz 2 m Ansatz zwei waren alle omponenten der klassischen HiLL-Reaktion = ADP
( —ADP), ein Elektronen-acceptor ( erricyanid, e(C ) ) und Phosphat ( 2 P )
anwesend.

2 e(C ) o 4 7 e (C )

Abbildung 1.2 HirLL-Reaktion

Die ablaufende gekoppelte Reaktion (Abb. 1.2) wurde 193 vom englischen Chemiker ©

ER HiLL entdeckt ( OE und OE ,1995). Die hohe Elektronentransportrate ist korreliert
mit den fiir die Reaktion idealen Bedingungen hinsichtlich des Vorhandenseins der ubstrate
und der Beleuchtung. ie entspricht theoretisch den in vivo— erten.




Besondere Bedeutung kommt der HinL-Reaktion deshalb zu, weil sie zu wichtigen Er-
kenntnissen im usammenhang mit den Prozessen der Lichtreaktion der Photosynthese fiihr-
te. Diese Ergebnisse seinen im folgenden kurz aufgelistet (HERDER ERL , 1983 .)

1. o entsteht ohne gleichzeitige C s—Reduktion
2. gwird aus o (nicht aus C 2) gebildet
3. Die Enzyme der Photosynthese sind in den Chloroplasten lokalisiert.

4. Die primére Lichtreaktion erfolgt im Transfer eines Elektrons von einem Elektronen-
donor auf einen Elektronenacceptor (hier erricyanid) gegen ein chemisches Energie-
gefille.

Ansatz 3 Da Ansatz drei kein ADP zugesetzt wurde, ist die hier ablaufende Reaktion unge-
koppelt, verlauft also ohne ATP-Produktion. Dader C C — omplex (die ATP— ynthase)
fiir den Transport der Protonen aus dem Thylakoidlumen in das troma verantwortlich ist,
kommt es hier zu einer Akkumulation der Protonen im Thylakoidlumen. Das verlangsamt
den geschwindigkeitsbestimmenden chritt der Elektronentransportkette  die ~bertragung
eines Elektrons vom Plastochinon—Pool auf die  —site des Cyt f des Cyt b f~ omplexes
da er p —abhingig ist, weil er Protonen in das Thylakoidlumen abgibt. Daraus ist die sehr
niedrige Elektronentransportrate erklarbar.

Ansdtze 4-7 Die Ansitze vier bis sieben unterscheiden sich nur in der onzentration
des zugesetzten Entkopplers ( Cl). Die irkung des Entkopplers beruht auf dem eg-
fangen von Protonen im Thylakoidlumen und deren gleichzeitiger reisetzung im troma.
iir detaillierte Beschreibung vgl. Abb. 2.2, . . Durch das egfangen der Protonen im
Thylakoidlumen wird der geschwindigkeitsbestimmende, p —abhéngige chritt der Elektro-
nentransportkette beschleunigt.
nteressant ist, da die irkung des Entkopplers ab einer bestimmten onzentration
einer Adttigung zuzustreben scheint. war ist zwischen den Ansétzen sechs und sieben eine
weitere teigerung der Elektronentransportrate zu verzeichnen, doch ist sie deutlich geringer
als die teigerung zwischen den Ansétzen fiinf und sechs, obwohl im Verhéltnis eine gro ere
enge des Entkopplers zugesetzt wurde.



ach eis er il ung it er T Ele tr e
21 ersuchsziel
essung der T—Aufnahme der Thylakoide (Ansiitze 1-3) und der Elektronentransportraten
(Ansétze 4-6) iiber den Aufbau eines p — radienten iiber die Thylakoidmembran.
22 urchfithrung

Die Versuchsansdtze wurden nach Versuchsanleitung gemid dem Pipettierschema Tab. 2.1
direkt in die Reaktionskammer der s—Elektrode pipettiert und mit 10 m Cl- bzw.

a  —Losung auf einen Ausgangs—p — ertp 6 gebracht.
Ansatz .
1 2 3 4 5 6

Cl 485 482 4 0 480 4 4 65

erricyanid 005 005 005

Cl 003 015 003 015

Thylakoide | 015 015 015 015 015 015

Tabelle 2.1 Pipettierschema fiir die Versuchsansétze (alle Angaben in ml)
Der chreiber wurde wie in der Versuchsanleitung beschrieben eingestellt und gestartet.

(Vorschub 20 mm min~ fiir die Ansédtze 1-3, 2 mm sec™ fiir die Ansdtze 4-6) achdem
sich ein konstantes ignal eingestellt hatte, wurde belichtet, ebenfalls ein konstantes ignal
abgewartet und das Licht wieder ausgeschaltet. Dieser e vorgang wurde fiir eden Ansatz
zweimal durchgefiihrt, danach wurde die Pu erkapazitidt im e bereich fiir den Ansatz durch

ugabe einer de nierten enge 10 1 Cl bestimmt.
Ansatz r.
1 \ 2 \ 3
essung cm | 3 34 19 22 16 1
Eichung cm 6.4 10.0 8.
Ansatz .
4 \ 5 \ 6
esstn cm | 83 6 43 55 |60 36
& sec|40 35 |10 15 |8 5
Eichung cm 8.5 9. 10.8
Tabelle 2.2 chreibermitschriften

Der Chlorophyllgehalt betrug am Versuchstag

11mg ml™

23 Berechnungen

Ht—Aufnahme der Thylakoide (Ansitze 1-3) Aus der Eichung der chreiberauf-
zeichnungen durch die ugabe eines de nierten Volumens Cl konnte direkt die
to menge der aufgenommenen Protonen errechnet werden

01

mol (2.1)



Die so erhaltene to menge an Protonen wurde noch ins Verhéltnis zur im Ansatz
enthaltenen to menge Chlorophyll gesetzt. Dabei ging der aktor 1.1 als orrekturfaktor
fur die Ausgangskonzentration ein.

900
015 11 1000

_|_

mol mol~ Chl (2.2)

iir die Ergebnisse vgl. Tab. 2.3.

e —Transportraten (Anséitze 4-6) unichst wurde analog zur 1. (2.1) die enge der
transportierten Elektronen errechnet

1
0 mol (2.3)

Die so erhaltene enge transportierter Elektronen wurde auf eine eit von einer tunde
(3600 ekunden) hochgerechnet, um die Elektronentransportrate zu  erhalten

5600 le” ~ Chl h™ 2.4
015 11 mol e~ mg (2.4)
iir die Ergebnisse vgl. ebenfalls Tab. 2.3.
24 Erge nisse
Ansatz r.
1 \ 2 \ 3

>] 032 029] 010 012 010 011

Ansatz r.
4 \ 5 \ 6
|53 49 |9 82 | 152 145

Tabelle 2.3 Ergebnisse

25 iskussion

Ansitze 1-3 n den Ansitzen eins bis drei lduft die nach ihrem Entdecker benannte

E LER-Reaktion ab (vgl. Abb. 2.1), die dadurch gekennzeichnet ist, da die Elektronen
von P mangels eines geeigneteren Elektronen—Acceptors auf auersto als terminalen
Elektronen—Acceptor iibertragen werden.

asserspaltung 2 9 9 4 + 4e”
Am Photosystem 2 o 4 1t 4de 2 9 9
umime 2 2 2 2 2

Abbildung 2.1 E LER-Reaktion




n der umme wird also gar kein auersto gebildet. Da alle bei der asserspaltung entste-
henden Protonen zur Reduktion des assers benétigt werden, tragen nur die vektoriellen
Protonen (die Protonen, die vom troma iiber die Thylakoidmembran in das Thylakoidlumen
transportiert werden) zum p - radienten bei, der im Dunkeln schnell wieder zusammen-
bricht.

it steigender Entkoppler— onzentration wird der p — radient geringer, da der Ent-
koppler dadurch, da er im Thylakoidlumen Protonen wegfingt und stromaseitig freisetzt,
den p — radienten zerstort.

Ansitze 46 n den Ansitzen vier bis sechs war als terminaler Elektronenacceptor der
klassische ill-Acceptor erricyanid ( e(C ) ) anwesend. Daher ist die eschwindigkeit
des Elektronentransportes und mit ihr korreliert die Elektronentransportrate nicht mehr
durch den wenig e zienten bergang des Elektrons auf auersto als terminalen Accep-
tor abhéngig. Der geschwindigkeitsbestimmende chritt der Elektronentransportkette  der
“bergang der Elektronen aus dem P —Pool auf die  —site des Cyt f des Cyt b f~ omplexes

ist p —abhingig, da er Protonen in das Thylakoidlumen abgibt. Daher wird die Elektro-
nentransportrate bei zunehmender Entkopplerkonzentration und —wirkung beschleunigt, da
der Entkoppler Protonen im Thylakoidlumen wegfingt und stromaseitig freisetzt (vgl. Abb.
2.2).

irkung von Ammonium Die entkoppelnde irkung von Ammonium beruht auf der
Protolyse des Ammoniums in wissriger Losung und der unterschiedlichen embrangéingig-
keit der protonierten und der nicht protonierten orm  dhrend das Ammonium- on
aufgrund seiner gro en ydrat— {ille nicht membrangéngig ist, kann problemlos durch
die embran di undieren. n wissriger Losung liegt das  leichgewicht der protonierten und
nicht protonierten orm auf der eite des

e ektiv

Abbildung 2.2 Entkoppler— irkung von Ammonium

ie in Abb. 2.2 gezeigt, di undiert durch die embran in das Thylakoidlumen und
bindet dort die freien Protonen. leichzeitig werden durch die stromaseitige Verschiebung
des Protolyse— leichgewichtes Protonen im troma frei. E ektiv wirkt Ammonium also wie
ein Protonen—Austauscher zwischen troma und Thylakoidlumen, auch wenn dabei faktisch
keine Protonen iiber die embran transportiert, sondern lediglich stromaseitig freigesetzt
und im Thylakoidlumen gebunden werden.
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31 ersuchsziel

Ermittlung des p — radienten durch die Lichtreaktion in Abhéingigkeit vom opplungsgrad.

32 urchfiihrung

Die Versuchsansitze wurden nach Versuchsanleitung gemd dem Pipettierschema Tab. 3.1
direkt in die tivette des luorimeters pipettiert.

Ansatz r.
1 2 3 4
Rkt.gemisch | 21 21 21 21 21
ADP 01
Cl 0002 001 01
asser 08 0 088 08 0
Thylakoide | 0035 0035 0035 0035 0035

Tabelle 3.1 Pipettierschema fiir die Versuchsansétze (alle Angaben in ml)

Aus der Vermessung des Ansatzes ohne 9-Aminoacridin resultierte der ullwert (blank),
durch ugabe von 9-Aminoacridin (5 1) stellte sich der aximalwert ein. Die eigentliche
essung wurde durch Belichtung mit Anregungslicht (390 nm) gestartet.

Ansatz r. ‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5
cm 28 2610 09|21 16|10 O 0 0
cm 11.0 94 13.1 10.3 9.6

Tabelle 3.2 chreibermitschriften

3 3 Berechnungen

Die p — erte fiir die Au en— (a) und nnenphase (i) errechnen sich wie folgt
p p g AA—+ (3.1)
P p g AA+ (32)
omit ergibt sich fiir die p —Di erenz (Ap ) zwischen nnen— und Au enphase
Ap p p
AT A (3.3)

LA .

nter den gegebenen Bedingungen sind A und damit auchlg( A A ) vernachlissigbar.
1. (3.3) vereinfacht sich dadurch zu

A-I—
A+

Ap lg (3.4)



Der usammenhang zur im Versuch gemessenen luoreszenzloschung ist wie folgt gegeben

AT —
(3.5)
A T 1_
Dabei bedeuten  das Thylakoidinnenvolumen,
50 1
3.6
50 . (3.6)
0035
und 29 0 ldas Volumen der Au enphase. ergibt sich aus den auf dem e protokoll
des chreibers gemessenen erten fiir und iiber die Beziehung
— (3.)
ir die erte fiir vgl. Tab. 3.3.
Ansatz . ‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5
025 024011 010({016 012|010 00 |O 0
Ap 131 126 |08 08 (105 092|081 0640 0

Tabelle 3.3 Berechnung des Ap

Durch ombination von 1. (3.4) und (3.5) ergibt sich fiir die Ermittlung des Ap im
Experiment

A lg — 3.8
p g a ) (3-8)
34 Erge nisse
Ansatz r. ‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5
Ap 131 126 |08 080|105 092081 064|0 0O

Tabelle 3.4 Ergebnisse

35 iskussion

Ansatz 1 Die Reaktion im Ansatz 1 ist ungekoppelt, d. h. es ndet keine ATP— ynthese
statt, da im Ansatz kein ADP als ubstrat der ATP- ynthase vorhanden war. Aus dieser
Tatsache resultiert auch der hohe p — radient iiber der embran, da zwar Elektronen iiber
die Elektronentransportkette geleitet und somit Protonen in das Thylakoidlumen gepumpt
wurden, aber keine Protonen iiber den C C — omplex in das troma zuriickgelangen
konnen.

Ansatz 2 Dem Ansatz 2 war als einzigem ADP zugesetzt worden, so da hier eine ge-
koppelte Reaktion mit ATP— ynthese am C C - omplex und dem damit verbundenen
Protonenstrom vom Thylakoidlumen in das ttroma abliuft. Der hier erhaltene p — radient
sollte daher den in vivo— erten etwa entsprechen.



Ans#tze 3-5 Die Ansétze drei bis fiinf zeichnen sich durch eine steigende Entkoppler—
onzentration aus, die Reaktionen sind also entkoppelt. Die fiir den p — radienten ge-
geniiber Ansatz zwei zunédchst hoheren erte (Ansatz drei) sind dadurch zu erkliren, da
den Ansitzen 3-5 kein ADP zugesetzt wurde. Die Reaktionen laufen daher bei geringer
Entkoppler— onzentration vergleichbar Ansatz eins als ungekoppelte Reaktionen ab.

Die sinkenden erte fiir den p — radienten iiber der embran bei den Ansétzen vier
und fiinf sind auf die irkung des Entkopplers zuriickzufiihren, der Protonen aus dem
Thylakoid—Lumen wegfingt und gleichzeitig iiber das Protolyse— leichgewicht Protonen im

troma freisetzt und somit den p — radienten zerstort.

A schitzung des pH— ertes in ellen Amine wirken erst ab einer bestimmten on-

zentration entkoppelnd. n geringeren onzentrationen konnen sie dagegen als ndikatoren

fiir p — radienten dienen, da die Verteilung des Amins iiber die embran p —abhingig

ist. it radioaktiv markierten Aminen wie = C — ethylamin kénnte man den p — ert in
ellen dadurch abschitzen, da man uantitativ iiber die trahlungsmenge die enge des

Amins in der elle bestimmt und mit Referenzmessungen an bekannten p — radienten iiber
embran vergleicht.

10



ht hs hr lierung e t"chi etrie
41 ersuchsziel
Ermittlung der ATP 2e~— tochiometrie bei der Photophosphorylierung und der Ein u nah-
me von Entkopplern auf die ATP-Bildung und die Elektronentransportraten.
42 urchfithrung

Die Versuchsansdtze wurden nach Versuchsanleitung gemid dem Pipettierschema Tab. 4.1
ohne ADP in die Reaktionskammer der o—Elektrode pipettiert.

Ansatz r. ‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6
Rkt.gemisch | 21 21 21 21 21 21
Cl 001 003 |015
DC 03
asser 21 209 |20 195 |18 21
Thylakoide | 015 (015 | 015 |[015 | 015 | 015
ADP 015 (015 | 015 | 015 | 015 | 015

Tabelle 4.1 Pipettierschema (alle Angaben im ml)

Die weitere Durchfithrung folgte der Beschreibung, der chreiber wurde auf einen Vorschub
von 10 mm min~ eingestellt, die alibrierung ergab einen chreiberweg

16 5 cm entsprechend 02 6 mol

Die ATP-Bestimmung erfolgte am Luminometer mit dem Luciferin Luciferase- ystem. Der
Chlorophyllgehalt betrug am Versuchstag

10 mg ml™
Ansatz r.‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6
em [3 28[39 35[4 43[5 4 [0 0 [0 O
min 3 3 [3 3 |3 3 |3 3 |3 3 |3 3
cm |45 4 [55 48|55 6 | 65/0 0 |0

Tabelle 4.2 chreibermitschriften

Ansatz r.‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6
rel. LE [ 115 1130 | 1305 1155 | 510 320 |80 50 |43 5 |18 40

Tabelle 4.3 ATP- essung

1 | 10 | 20 | 30 | 40 | 50
rel. LE | 430 325 | 655 633 | 880 1000 | 1240 |15 0

Tabelle 4.4 Eichgerade fiir die ATP- essung

11



43 Berechnungen

Elektronentransportraten Die alibrierung der chreiberaufzeichnungen erfolgte, wie
in der Versuchsanleitung unter  alibrierung der o—Elektrode angegeben, iiber ugabe
einer ausreichenden enge atriumdithionit ( ag 2 ), die zum Verbrauch allen in der
Loésung be ndlichen auersto s fiithrte. Der chreiberweg zwischen o—gesattigtem und
o—freiem asser entspricht einer auersto menge 02 6 mol proBezugsvolumen
1 ml.
Aus dem Verhiltnis zwischen dem chreiberweg fiir die alibrierung und fiir
die essungen ( 1l 4.1) kann die in den eweiligen Versuchsansétzen entstandene auersto -
menge bezogen auf ein e volumen 4 5 ml errechnet werden (1. 4.2).

(4.1)

(4.2)

Die fiir die auersto menge nach L (4.2) errechneten erte ergaben sich im
Versuch fiir eine eit 3 min (wie in Tab. 4.2 angegeben) und eine Chlorophyllmasse
015 g. m wie gefordert die Elektronentransportraten anzugeben, war ein

letzter Rechenschritt nach 1. (4.3) notwendig.

60
(4.3)
mol o mg~ Chlorophyll h™

Stoffmenge an ATP Die ATP-Bestimmung erfolgte im Luminometer gemd Versuchs-
beschreibung (Anhang 2). unédchst wurde die Lichtemission (in relativen Lichteinheiten, rel.
LE) fiir die einzelnen Proben des Versuches gemessen.

iir die Eichkurve wurden der Probe mit dem niedrigsten ert der Lichtemission de -
nierte engen einer durch 1 1000-Verdiinnung hergestellten 0 1 ATP-Losung zugesetzt.
Von den erhaltenen erten wurde der Extinktionswert des vorher vermessenen verwende-
ten Ansatzes abgezogen, das Ergebnis graphisch aufgetragen (Abb. 4.1) und iiber lineare

Regression
(4.4)
( ) )
eine Eichgerade rechnerisch bestimmt. it den erten fir , , wund (Tab. 4.5) ergibt
sich nach 1. (4.4) fir die Eichgerade
(64  30) (295  13) (4.5)
ach mstellung und leichsetzung
lie en sich die ATP- to mengen (in pmol) der Versuche direkt errechnen
295
_— 1 4.
” pmo (4.6)

Die so erhaltenen erte entsprechen der in der {ivette enthaltenen to menge ATP. Da
bei diesem Versuch 20 1 der verdiinnten Probe zum Einsatz kamen, miissen die erte noch

auf die ATP- enge (in nmol ) im Versuchsansatz hochgerechnet werden
500 225
1 4.
1000 e 4.

12



Tabelle 4.5 Lineare Regression fiir die ATP-Eichgerade

n(ATP)

0 L L L L L L R R R R RN R

0.0 05 10 15 2.0 25 3.0 35 4.0 4.5 5.0 55

Abbildung 4.1 Eichkurve fiir Versuch 4 n(ATP) in pmol, E in rel. Lichteinheiten

ATP /2e —St6chiometrie  ur Berechnung des stéchiometrischen Verhiltnisses ATP 2e™
konnte die insgesamt gebildete enge an o herangezogen werden, da e Elektronenpaar ein
olekiil o gebildet wird.
ur Bestimmung der insgesamt gebildeten auersto — enge wurden die erte
fiir den esamt— chreiberweg aus Tab. 4.2 in die folgende, aus 1. (4.2) hervorgegangene
leichung eingesetzt

(4.8)

Die ATP 2e - tochiometrie

ATP
2e”

— (4.9)
ergab sich zu den in Tab. 4. angegebenen erten.

44 Erge nisse
ur Darstellung der Ergebnisse vgl. Tab. 4. .

45 iskussion

Ansatz 1 Der erste Ansatz war dahingehend vollstindig, da alle zur ATP-Bildung not-
wendigen ubstrate =~ ADP ( —ADP), Phosphat ( 2 P ) und ein Elektronenacceptor

13



Ansatz . ‘ 1 ‘ 2 ‘ 3
301 281 391 351 401 432
nmol | 339 301 414 361 414 452
nmol 429 412 48 421 16 104
ATP 2e~ 13 14 12 12 04 02
Ansatz r. ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6
502 4 2 0 0 0 0
nmol | 52 489 0 0 0 0
nmol 13 1 11
ATP 2e~ 0 0 0 0 0 0

Tabelle 4.6 Berechnung der ATP 2e - tochiometrie

Ansatz 1. ‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6
301 2811391 351|401 432|502 4 2|0 0 0 0
ATP 2e~ 13 14| 12 12| 04 02| O 0 0 0 0 0
Tabelle 4. Ergebnisse

( ethylviologen) im Reaktionsgemisch enthalten waren. Den idealen Bedingungen hin-
sichtlich aller aktoren, insbesondere hinsichtlich der Beleuchtung, entspricht das im Ver-
such hochste ATP 2e™—Verhéltnis. Dem rechnerischen aximalwert von 1.5 kommen die
Ergebnisse im Versuch als maximale real moégliche Ausbeute schon sehr nahe. Dieser hohen

Ausbeute entspricht auch die geringste Elektronentransportrate
1-4.

bezogen auf die Ansitze

Ansidtze 2—4 Die Ansétze zwei bis vier unterscheiden sich beziiglich ihrer usammen-
setzung lediglich in ihrer steigenden Entkoppler— onzentration von Ansatz 1. Analog zur
steigenden onzentration des Entkopplers Cl wird das ATP 2e~—Verhiltnis kleiner und
liegt in Ansatz 4  wegen der verschwindenden erte fiir die ATP- enge  durch Run-
dung schlie lich bei 0. Die verringerte ATP- enge kommt durch das egfangen der Pro-
tonen im Thylakoidlumen durch den Entkoppler zustande, so da weniger Protonen fiir die
ATP- ynthese durch den C C — omplex zur Verfiigung stehen.
Die von Ansatz zwei zu vier ansteigende Elektronentransportrate ist ebenfalls auf die
irkung des Entkopplers zuriickzufithren. Der geschwindigkeitsbestimmende chritt des
Elektronentransport— ette ist der ~bergang der Elektronen aus dem P —Pool auf die
site des Cyt f des Cyt b £~ omplexes (vgl. Abb. 0.1, . 1), bei dem ein Proton in das Thyla-
koidlumen abgegeben wird, der also p —abhéngig ist. Der Entkoppler fingt die Protonen im
Thylakoidlumen weg, verringert dadurch die onzentration der Protonen im Thylakoidlumen
und beschleunigt so den geschwindigkeitsbestimmenden chritt der e~ —Transportkette.
iir die irkung des Entkopplers vgl. Abb. 2.2,

Ansatz 5 Der rund fiir Ansatz 5 war es, die irkung eines anderen Entkopplers verglei-
chend darzustellen. Die ubstanz —(3,4-Dichlorphenyl)- , -dimethylharnsto (DC ),
die hier zum Einsatz kam, hemmt spezi sch die  —site des P , die das Plastochinon
bindet. Daher legt die emmung die gesamte Elektronentransportkette lahm und der Elek-
tronentransport kommt vollstindig zum Erliegen. Dadurch kann das angeregte Elektron

14



des P 680 nicht weitergeleitet werden, somit entsteht keine Elektronen— Liicke am P 680
und es wird kein  asser gespalten. Durch den fehlenden Elektronentransport werden auch
keine Protonen iiber die embran transloziert, es kommt nicht zur Ausbildung eines p —
radienten und die ATP- ynthese kann ihrerseits nicht statt nden.
ie dargestellt, handelt es sich bei DC also um einen hoche ektiven Entkoppler, der
die ATP- ynthese an der Thylakoidmembran vollstindig zum Erliegen bringt.

Ansatz 6 Der letzte Ansatz wurde nicht belichtet und diente als orrektur fiir die ATP-
Bestimmung iiber das Luciferin Lzciferase— ystem, da die Luciferase alles ATP, auch das im
ADP eventuell vorhandene oder durch Adenylat— inase gebildete, erfa t.

ADP A P ATP

Abbildung 4.2 Reaktion der Adenylat— inase ( yokinase)

Durch die fehlende Belichtung kam es auch bei diesem Ansatz zu keinem Elektronentransport
mit allen beim vorherigen Ansatz (5) beschriebenen olgen.
Der Ansatz wire bei der Verwendung von 2P -P ~ nicht notwendig gewesen, da das
2P nur in dem durch den C C -~ omplex gebildeten ATP zu nden wire, weil P~ nur
ubstrat des C C - omplexes, nicht edoch der yokinase (Adenylat— inase) ist.

15



dure ase h s h r lierung
51 ersuchsziel
achweis der ATP-Bildung an Thylakoiden im Dunkeln durch einen kiinstlich erzeugten
p — radienten (JAGENDORF und RI E, 1966).
52 urchfiihrung

ir eden Ansatz wurde geméd Pipettierschema (Tab. 5.1) zuerst das Reaktionsgemisch in
ein Eppendorf- efi pipettiert, anschlie end wurde das &urebad in einem zweiten efd ge-

mischt. Die eitaufnahme begann mit dem usetzen von uccinat— (Beginn der Anséue-
rung).
Ansatz r. 1 2 3 4 5
Tricin P 210 210 210 210 210
. gCly 50 50 50 50 50
?eili{;ézns ADP 10 10 10 10 10
Cl 5 25
asser 230 230 230 225 205
Thylakoide 100 100 100 100 100
Cl 5 25
durebad asser 25 25 25 20
uccinat— 400 400 400 400
Tricin— 400

Tabelle 5.1 Pipettierschema fiir die Versuchsansétze (alle Angaben in ml)

Der weitere Ablauf folgte der Versuchsbeschreibung, die mit TCA nach 1.5 min abge-
stoppten Ansitze wurden bis zur ATP-Bestimmung (Versuchsbeschreibung, Anhang 2) auf
Eis aufbewahrt.

Ansatz r.‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5
rel. LE | 205 283 [33 29 [113 126 |88 100 | 64 66

Tabelle 5.2 ATP- essung

1| 5 | 10 | 15
rel. LE | 212 216 (156) | 380 | 500

Tabelle 5.3 Eichgerade fiir die ATP- essung

53 Berechnungen

Stoffmenge an ATP Die ATP-Bestimmung erfolgte im Luminometer gemd Versuchs-
beschreibung (Anhang 2). unéchst wurde die Lichtemission (in relativen Lichteinheiten, rel.
LE) fiir die einzelnen Proben des Versuches gemessen.

ir die Eichkurve wurden der Probe mit dem niedrigsten ert der Lichtemission de -
nierte engen einer durch 1 1000—Verdiinnung hergestellten 0 1 ATP-Losung zugesetzt.
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Von den erhaltenen erten wurde der Extinktionswert des vorher vermessenen verwende-
ten Ansatzes abgezogen, das Ergebnis graphisch aufgetragen (Abb. 5.1) und iiber lineare
Regression

Cy ) (5:1)

eine Eichgerade rechnerisch bestimmt. it den erten fir , , und (Tab. 5.4) ergibt
sich nach 1. (5.1) fiir die Eichgerade

200 1) (3 19) (5.2)

ach mstellung und leichsetzung

lie en sich die ATP- to mengen (in pmol) der Versuche direkt errechnen

3
290

pmol (5.3)

Die so erhaltenen erte entsprechen der in der iivette enthaltenen to menge ATP. Da bei
diesem Versuch 100 1 der verdiinnten Probe zum Einsatz kamen, miissen die erte noch
auf die ATP- enge (in nmol ) im Versuchsansatz hochgerechnet werden

100 5125
1000

nmol (5.4)

350
300 3
250

200

100 3

5°‘ n(ATP)

Abbildung 5.1 Eichkurve fiir Versuch 5 (ATP) in pmol, in rel. Lichteinheiten



290 [1 | 3] 19

Tabelle 5.4 Lineare Regression fiir die ATP-Eichgerade

ATP/ — erhéltnis  iir die Berechnung des ATP C C —Verhéltnisses ist zu-
nichst die ahl der C C - olekiile zu berechnen. Dies ist méglich iiber das in der Ver-
suchsanordnung angegebene Verhiltnis
Cc C 1
(5.5)

Chlorophyll 500

und iiber das mittlere olekulargewicht 900 g mol~ von Chlorophyll a b. Die
Chlorophyllkonzentration der frisch hergestellten Thylakoid—Losung betrug am Versuchstag

Chl 09 mg ml™
m Versuch wurden 100 1 der Thylakoid-Lésung eingesetzt, was einer asse
9 &g

an Chlorophyll pro Ansatz entspricht. Daraus 14 t sich die im Versuch eingesetzte to menge
errechnen

(5.6)

Da aber auf edes olekiil C C 500 olekiile Chlorophyll kommen, ergibt sich die ahl
der C C - olekiile zu

500 (5-)

Dieser ert kann direkt zu den vorher errechneten erten fiir die to menge an ATP ins
Verhiltnis gesetzt werden (vgl. Tab. 5.5).

Ansatz . ‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5
rel. LE 295 283 33 29 113 126 88 100 64 66
nmol 44 42 12 14| 08 10 04 04
ATP C C 20 6 196 56 6 36 46 16 18

Tabelle 5.5 Berechnung des ATP C C —Verhiltnisses

54 Erge nisse

Ansatz . ‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5
ATP C C 206 196 36 46| 16 18
ATP C C 144 134

Tabelle 5.6 Ergebnisse

18



55 iskussion

Der vorliegende Versuch stellt die Experimente von agendorfund itarbeitern (JAGENDORF
und RI E, 1966) nach. Die Ergebnisse lassen sich gut durch die chemiosmotische ypothese
von I  ELL (1961) erkliren, das Experiment gilt daher auch als eine ihrer ersten experi-
mentellen tiitzen.

erngedanke des Versuches ist, durch einen kiinstlich erzeugten p — radienten iiber die
Thylakoidmembran ATP zu produzieren. Dadurch kann gezeigt werden, da fiir
die ATP-Produktion (neben den ubstraten) ein p — radient iiber der embran notwendig

ist. Das aber ist genau das, was I ELL als echanismus der Phosphorylierung an der
Thylakoidmembran vorgeschlagen hatte.

Ansatz 1 m Ansatz 1 waren alle Bedingungen zur maximalen ATP-Produktion erfiillt
(Ap , intakte Enzyme, kein Entkoppler), die erte fir die ATP C C - tochiometrie
sind daher auch die hochsten im Versuch.

Ansatz 2 m zweiten Ansatz wurde das TCA als Enzymhemmer (Abstoppen der Reakti-

on) dem Reaktionsgemisch gleich zugesetzt. Damit war egliche enzymatische Reaktion von

Anfang an unterbunden. rund fiir diesen Ansatz war es, einen ATP— ullwert zu erhalten,

der dann als orrekturterm in die Bestimmung der gebildeten ATP- engen der anderen

Ansitze eingehen kann. Er hat im vorliegenden Versuch aber keinen E ekt, da die ATP-
enge unterhalb der achweisgrenze lag.

Ansatz 3 Bei Ansatz 3 wurde statt uccinat— (p 49)30m Tricin— (p 8.8)
verwendet, d. h. es existierte kein kiinstlicher p — radient. Dieser Ansatz sollte das durch
andere Enzyme gebildete ATP nachweisen. Das Problem der Auswertung dabei ist, da im
vorliegenden Versuch die ATP- engen fiir die Ansétze vier und fiinf deutlich unter der in
diesem Ansatz gebildeten enge an ATP liegen. iihrt man die ATP- enge aus Ansatz
3 als orrekturterm in die Rechnung ein, ergibt sich demnach fiir die Anséitze 4 5 kein
ATP C C —Verhiltnis (vgl. Tab. 5.6, 2. eile).

Ansatz 4 5 Die beiden letzten Ansétze sind durch eine steigende Entkopplerkonzentrati-

on charakterisiert, der zu einer zahlenmi ig geringeren ATP C C - tdchiometrie fiihrt.

Da der Entkoppler ( Cl) im nneren der Thylakoide Protonen wegfingt darauf und

auf der reisetzung von Protonen im troma infolge des Protolysegleichgewichtes des Cl

beruht die entkoppelnde irkung , stehen weniger Protonen als ubstrat des C C -
omplexes und damit zur ATP- ynthese zur Verfiigung.
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uantitative esti ungvn htsste 1
61 ersuchsziel

Bestimmung der 16 e der Lichtantennen (L Cs ) der Photosysteme iiber die uantitative
essung von Photosystem (P 00).

6 2 urchfiihrung

P 00 (P ) wird iiber ein Redox Di erenzspektrum an einem weistrahl-Photometer uan-
titativ bestimmt. Die chemische xidation erfolgt dabei durch erricyanid, die Reduktion
iiber ugabe einer geringen enge (kristallinen) a—Ascorbates direkt in die iivette.

Ansatz: 180 1 der Thylakoide werden wie in der Versuchsbeschreibung angegeben in
3 ml Pu er inkubiert (Au 6sung der embranstruktur mit Triton -100) und vor der
berfithrung in die iivette mit 30 1 erricyanid versetzt ( xidation des P 00).

Messung: andhabung des pektrometers und e wertaufnahme erfolgen wie in der Ver-
suchsbeschreibung angegeben. Die  essung erfolgt als Doppelbestimmung, wobei das a—
Ascorbat einmal der e — und einmal der Referenzkiivette zugesetzt wird (Reduktion des
P 00).

6 3 Berechnungen

Bestimmung der onzentration von P700 in der iivette Die molare onzentra-
tion des P 00 in der iivette errechnet sich aus der gemessenen Extinktion  iiber das
A ER EERsches esetz

— (6.1)
bei gegebener chichtdicke 1 cm und dem Extinktionskoe zienten
64 (6.2)
fiir m onzentrationen, die gegebene chichtdicke und einer ellenldnge von 00 nm
zu
0015
61 1 (6.3)
0 000234 m
(6.4)
0234

Bestimmung des hlorophyll- ehaltes in der Lésung Ausgehend von einer assen—
onzentration fiir Chlorophyll von

60 g ml (6.5)
und einem mittleren olekulargewicht von Chlorophyll
900 g mol™ (6.6)

kann der Chlorophyllgehalt ( to mengenkonzentration) der Lésung bestimmt werden

60 1000

900
66 (6.8)
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erhiltnis hlorophyll/P700 Durch Einsetzen von 1 (6.4) und (6.8) in (6.9) erhilt
man als Verhéltnis der Chlorophyllmolekiile zu P 00 (P )

Chl 66
P 00 0234

282 (6.9)

64 Erge nis

Das Verhiltnis von Chlorophyll zu P 00 betrigt ca. 300 1, die ellenlidnge der maxi-
malen Absorption ca. 00 nm.

65 iskussion

immt man ein Verhiltnis der Photosysteme zueinander von 11 an, enthielten rein rech-
nerisch die Lichtantennen (L Cs) der beiden Photosysteme P (P 00) und P (P680)
eweils etwa 150  olekiile Chlorophyll.
dhrend fiir die . C des P nur spirlich konkrete erte in der Literatur zu nden
sind E und HAR ORNE (199 ) erwdhnen einen ert von ca. 100 olekiilen Chlorophyll
, schwankt die r6 edes,. C desP bei hoheren P anzen iiber einen weiten Bereich.
Ebenfallsbei E und HAR ORNE (199 ) ndet sich ein ert fiirdie r6 edesL C von
ca. 250 olekiilen Chlorophyll, 1 ER (1996) erwdhnt 150 olekiile Chlorophyll fiir den
L C des pinates.
enn man fiir den L C ca. 100 olekiile Chlorophyll annimmt, ent elen bei einem
ermittelten ert von ca. 300 olekiilen Chlorophyll fiir L. C wund im obigen Versuch
noch ca. 200 Chlorophyll- olekiile auf das L C . Allerdings ist die statistische icherheit
der Bestimmung nicht ausreichend, um aus den erhaltenen Ergebnissen chliisse zu ziehen.
Ogliche ehler konnten beim Pipettieren des Ansatzes bzw. bei der essung selbst
liegen, da in der Losung nach ugabe von erricyanid ein Ausfillen zu beobachten war. Die
Ausgangs— onzentration des Chlorophylls sollte dagegen hinreichend genau gewesen sein,
da sie photometrisch bestimmt wurde.
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