Die "Chemische" und die "Chemiosmotische" Hypothese
der Photophosphorylierung

- Zum derzeitigen Stand der Diskussion -

von
Lutz Hafner

Die Photosynthese ist in qualitativer und quantitativer Hinsicht
der bedeutendste biochemische ProzeB. Sie stellt die wichtigste
Form der Kohlenstoffassimilation dar. Die durch sie aus Kohlen-
dioxid und Wasser synthetisierten organischen Verbindungen sind
Grundlage des Bau- und Energiestoffwechsels der hSheren Organis-
men. Im Jahr belduft sich die Bruttoprimdrproduktion der griinen
Pflanzen auf 1014
1974).

Kilogramm organischen Materials (SENGBUSCH

Weiterhin setzt die Photosynthese den filir hSher organisierte
Lebewesen notwendigen Sauerstoff frei; man geht heute davon aus,
daB der Sauerstoffgehalt der Erdatmosphdre photosynthetischen
Ursprungs ist (KLIMA 1973).

SchlieBlich vermag der photosynthetische Apparat - und hierin
besteht die wesentlichste Leistung - die Strahlung des Lichtes
in flir Organismen verwertbare, chemische Energie zu transformie-
ren. Damit ist, solange ausreichende Strahlungsenergie zur Ver-
fligung steht, das Problem einer kontinuierlichen Energieversor-
gung der lebenden Systeme geldst (HAFNER 1974).

1. Der Verlauf der Photosynthese im Uberblick

In der Bilanz ist die Photosynthese die unter Wasserverbrauch
und gleichzeitiger Sauerstoffabgabe verlaufende endergonische
Coz-Assimilation. Die Synthese der organischen Kohlenstoff-
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verbindung ist ein lichtunabhédngiger biochemischer ProzeS8,
stellt aber die eigentliche stabile Konservierung der Licht-
energie dar.

Die Dunkelreaktion

Der Chemismus des Coz-Einbaus bedarf der Mitwirkung zweier
Coenzyme, des NADPH+H+ als energiereiches Reduktionsmittel
und des ATP als Lieferant chemischer Energie:

|
CO2 + 2(NADPH+H+) + nATP ——D-H?OH + HZO + ZNADP+ + n(ADP+Pa)

Man kennt heute zwei Wege des C02—Einbaus; sie sind in der
nachfolgenden Tabelle gegeniibergestellt:

Name CO.,-Bindung Charakteristisches ATP-
(n.Autoren) ka%alysieren— Assimilations- Verbrauch
Pflanzentyp |[des Enzym produkt pro C02
CALVIN- Ribulose-1,5- [ 3-Phosphogly-

Zyklus diphosphat- zerinsédure 3 ATP
C3-Pflanze carboxylase (C3-K6rper)
HATCH-SLACK-|Phosphoenol- Oxalessigsdure

Weg pyruvat- (C4—K6rper) 5 ATP
C4-Pflanze carboxylase

Tab. 1: Vergleich der beiden Photoassimilations-Wege
(nach MENGEL 1971, SCHOPFER 1973, LATZKO & KELLY 1974)

Beide Mechanismen einer Kohlenstoffassimilation treten offen-
bar nebeneinander in Pflanzen auf (KINDL & WUBER 1975); eine
strenge Unterteilung in C3— und C4-Pf1anzen scheint sich nach

neueren Untersuchungen nicht aufrechterhalten zu lassen
(KLIMA 1975).

Die Lichtreaktion

Die fiir Dunkelreaktion bendtigten Coenzyme werden in der
photosynthetischen Lichtreaktion unter Auswertung von




Strahlungsenergie gegen das thermodynamische Gefdlle gebil-
det; die Reaktionen kénnen wie folgt wiedergegeben werden:

(a) Photolyse des Wassers und NADP*-Reduktion:

anapp® 4 2H,0 Licht _ > nappu+H') + o,

(b) Photophosphorylierung:

n (ADP+P) Licht_  arp

Die Addition der Lichtreaktion (a+b) mit der Dunkelreaktion
ergibt dann die Endgleichung der Photosynthese, bei der der
notwendige Energiebedarf durch Absorption von Lichtquanten
gedeckt wird (vergl. LAUGER 1971, HAFNER 1974):

Licht

CO. + H.O ——>H<::OH+0

2 2 2

Der Elektronentransport

Die Reduktion in der Gleichung (a) setzt einen Elektronen-
transport vom Wasser zum NADP+ voraus, der bei molaren Kon-
zentrationen eine Potentialdifferenz von 1,13 Volt zu iber-
winden hat (TREBST 1972, LIBBERT 1974). Dieser Betrag ergibt
sich aus dem Redoxpotentialwert Eé fiir das System NADP+/
NADPH+H' von -0,32 Volt und dem Wert fiir das Redoxsystem
H20/O2 von +0,81 Volt. (Das physiologische Redoxpotential

Eé eines Redoxsystems bezieht sich auf die unter Standard-
bedingungen - 298 K, 101325 Pa , 1 Mol/Liter - in Volt
meBbare Potentialdifferenz zwischen diesem System und einem
H+/H2-System mit einer Wasserstoffionen-Konzentration von
10_7M01/Liter (REINBOTHE 1975); je negativer das Redox-
potential ist, desto grdB8ter ist die Tendenz zur Elektronen-
abgabe und damit der Energiegehalt des Redoxsystems!)

Durch die Absorption eines Lichtquants ausreichenden Energie-
gehalts erfidhrt ein Photosystem in den Thylakoiden der



Chloroplasten eine Energieerhdhung von‘AEé = ca. 0,9 Volt. Bei
der Lichtreaktion sind nun zwei Photosystem-Arten so hinter-
einandergeschaltet, daB der Elektronentransport vom Wasser
zum NADP' thermodynamisch méglich wird. Die fiir die Elektro-
nenfluBrichtung notwendige Energiezufuhr resultiert aus einer
zweifachen Lichtabsorption. Dabei wird das Reaktionszentrum
- ein besonders gebundenes Chlorophyll-a-Molekiil (METZNER
1975, WIEBNER 1975) - des jeweiligen Photosystems auf ein
negativeres Redoxpotential gehoben; in diesem Anheben liegt
die direkte Nutzung der Lichtenergie durch den Photosynthese-
Apparat. Die Konservierung der aufgenommenen Energie erfolgt
zunichst in der Bildung von ATP und NADPH+H'. (LIBBERT 1974,
KLIMA 1975, WIEBNER 1975)

Insgesamt ergibt sich nach dem heutigen Stand der Photo-
synthese-Forschung, daB8 in der Thylakoidmembran die Verbin-
dung zwischen dem primdren Elektronendonator Wasser, dem
Photosystem II (P680), dem Photosystem I (P700) und dem End-
akzeptor NaDpPt durch drei Elektronentransportketten herge-
stellt wird (AMESZ 1973, DRISSLER & HAGELE 1974).

Redoxsystem Eé (Volt)
H20/02 +0, 81
Y (unbekannt)
§ PII(Photosystem II) ca.+1,0 Absorption
a PIIangeregt ca. 0,0 von Lichtquanten
2 Q (unbekannt)
w
5 PQ(Plastochinon) +0,06
§ cyt £ (Cytochrom f) +0,37
el
£ PC(Plastocyanin) +0,35-39
0}
E PI(Photosystem I) +0,46 Absorption
g PIangeregt -0,45 von Lichtquanten
o 2 (unbekannt)
g Fd (Ferredoxin) - -0,42
3 FP (Flavoprotein, ca.=-0,40
5 Fd-NADP-Reduktase)
= nappt -0,32

Tab. 2: Redoxpotentiale der Glieder der photosyntheti-
schen Elektronentransportketten.
(Werte nach KARLSON 1974, LIBBERT 1974)
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Abb. 1: Der photosynthetische Elektronentransport vom Wasser zum NADP .
(vergl. Tab. 1, nach WIESSNER 1975)
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Die Einordnung der Redoxsysteme in die verschiedenen Elek-
tronentransportketten (vergl. Abb. 1) ist in einigen Fdl-
len noch nicht gesichert; so wird z.B. die Vertauschung
der Positionen von cyt f und Plastocyanin diskutiert
(TREBST & HAUSKA 1974, WIEBNER 1975).

Die Photophosphorylierung

Eines der zentralen Probleme der Photosynthese-Forschung ist
die Kldrung des lichtbedingten Phosphorylierungs-Mechanismus.
Im folgenden sollen hier nun zwei Hypothesen zur photosyn-
thetischen ATP-Bildung vorgestellt werden.

Die "Chemische Hypothese"

Es ist bekannt, daB die photosynthetische ATP-Bildung durch
einen Elektronentransport ausgeldst wird. Der UYbergang von
Elektronen von einem Redoxsystem mit negativeren auf ein
System mit positiveren Redoxpotential ist mit einer Frei-
setzung von Energie verbunden. (In der Biochemie werden
derartige Energie&nderungen durch die Anderung der Freien
Enthalpie (= AG) angegeben (vergl. CHRISTEN 1974, LIBBERT
1974) . Die Freie Enthalpie bezeichnet dabei jenen Energie-
betrag der Reaktionswérme (= H = Enthalpie), der nutzbar,
d.h. maximal in Arbeit zu iberfiihren ist.)

Fir die endergonische Synthese von ATP aus ADP und anorgani-
schem Phosphat werden unter physiologischen Standardbedin-

gungen 31 KJ/Mol bendtigt (WIEBNER 1975):

ADP + Paﬁ-ATP |AG6 = +31 KJ/Mol

AG& = KAnderung der Freien
Enthalpie unter
Nach der Beziehung physiol. Standard-
bedingungen.
- AG") = AE' +« n«F AE(') = Redoxpotential-
° differenz (s.o.)
31 000 r}oMol
AE& = - n = Zahl der iibertrage-
1 - 96 500 IEPI.C nen Elektronen
F = FARADAY-Konstante
AE& = - 0,32 Volt (96500 Coulomb/Mol)




muB bei einem 1e-—Ubergang dazu eine Potentialdifferenz von
mindestens 0,32 V unter der Voraussetzung der Standardbedin-
gung durchschritten werden (KINDL & WUBER 1975, WIESBNER
1975) . Man lokalisiert heute die Kopplungsstelle zwischen
Elektronentransport und ATP-Bildung in der Redoxsystemkette
zwischen den beiden Photosystemen (vergl. Abb. 1); einige
Autoren diskutieren eine zweite Phosphorylierungsstelle vor
dem Photosystem II (TREBST & HAUSKA 1975).

Die "Chemische Hypothese" der Photophosphorylierung postu-
liert nun eine an den Elektronentransport zwischen zwei
Redoxsystemen (A und B) gekoppelte Bildung eines energie-
reichen Zwischenproduktes (X~J), das dann die Ubertragung
eines Phosphatrestes auf ADP bewirkt:

o
A B Modell der "chemischen"
; ; Photophosphorylierung

X + J X J
"\\kp
a
24 (nach HALL, FLOWERS &
/ \ ROBERTS 1974)

ATP ADP

Der Mechanismus ist in Analogie zur Substratkettenphosphory-
lierung in der Gklykolyse entwickelt worden (vergl. LIBBERT
1974). '

Insgesamt ergibt sich eine vom Elektronentransport induzier-
te ATP-Bildung unter zyklischer Riickgewinnung der Verbindun-
gen X und J.

In letzter Zeit ist die Modellvorstellung zur sogenannten
"Konformationshypothese" verfeinert worden (TREBST & HAUSKA
1974, KLIMA 1975): Danach bewirkt der Elektronentransport
an der Kopplungsstelle eine Konformationsdnderung eines
Proteins der Thylakoidmembran; es entf&dllt bei dieser
Hypothese die Notwendigkeit der Bildung einer beweglichen,

energiereichen Zwischenverbindung. Bei der Wiedereinstellung
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der energiedrmeren Ausgangsraumstruktur des Proteins wird
die freiwerdende Energie mit der Bildung von ATP konserviert.
Bei dem EiweiB k&nnte es sich z.B. um ATPase handeln, die
durch den lichtinduzierten Elektronentransport etwa in der
Art eines positiven allosterischen Effektes in eine aktive
Konformation iiberfiihrt wird (KLIMA 1975).

Die "Chemiosmotische Hypothese" X

Die "Chemiosmotische Hypothese" wurde von MITCHELL (1961)
fir die oxidative Phosphorylierung in der Mitochondrien-
membran entwickelt (vergl. dazu HOFMANN 1972, BHAGAVAN
1974, KARLSON 1974) und ist dann auf die photosynthetische
ATP-Bildung ausgedehnt worden (MITCHELL 1966). Heute ist
diese Theorie die wohl meist diskutierte Modellvorstellung
eines Photophosphorylierungs-Mechanismus: Nach ihr erfolgt
in der Thylakoidmembran ein gerichteter Elektronentrans-
port, der teilweise mit einem ebenfalls vektoriellen Pro-
tonen(H+)transport gekoppelt ist. Der e -Transport voll-
zieht sich dabei vom Wasser aus dem Thylakoid-Innenraum
dber die hintereinandergeschalteten Redox- und Photosysteme
in einer Zickzack-Bahn quer iiber die Membran zum NADP des
Stroma-Raumes (vergl. Abb. 2).

An diesen lichtinduzierten Elektronentransport ist nun nach
der "Chemiosmotischen Hypothese" ein Transport von H'-Ionen
von auBen nach innen gekoppelt (WITT 1971, TREBST & HAUSKA
1974, WIEBNER 1975). Dieser ProtonenfluB durch die Thylakoid-
membran soll dabei iliber das Plastochinon-System erfolgen.
Plastochinon ist ein Glied der Redoxsystemkette zwischen den
beiden Photosystemen, das gleichzeitig zur Elektronen- und

X
Zur Beschdftigung mit dieser Problematik wurde ich insbe-
sondere von Herrn Prof. Dr. H. Strotmann angeregt. Fiir
seine bereitwilligen Erl&uterungen seiner wissenschaftli-
chen Arbeiten sei ihm an dieser Stelle herzlichst gedankt!
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2.2.1.
2.2.1.1.

Protoneniibertragung befdhigt ist:

PQH @=====4 PQ + H' + e
(Semichinon-Form)

Insgesamt ergibt sich daher bei Belichtung der photo-
synthetischen Membran ein ElektronenfluB8 von innen nach
auBen und ein daran gekoppelter Protoneneinstrom in den
Thylakoid-Innenraum.

In dem so entstehenden Protonengradienten sieht die
"Chemiosmotische Hypothese" die nutzbare osmotische
Energie, die in Form von ATP konserviert werden kann.
Dazu flieBen H+-Ionen entsprechend dem osmotischen Ge-
fdlle iiber vorgegebene Membranbahnen aus dem Thylakoid-
Innenraum zuriick in den Stroma-Raum (Abb. 2). Ein Mo-
dell der chemiosmotischen Phosphorylierung schreibt
dem Protonenstrom eine aktivierende - evtl. durch

eine Konformationsdnderung - Wirkung auf die ATPase

zu (vergl. WHITTINGHAM 1974); ein anderes Modell sieht
in der elektrischen Neutralisation zwischen der durch
den vektoriellen e -Transport negativen MembranauBen-
seite und den riickflieBenden H'-Ionen die freiwerden-
de Energie, die zur ATP-Synthese genutzt werden kann
(WITT 1975, 1975a).

Belege fir die "Chemiosmotische Hypothese"
Elektrisches Feld und pH-Gradient

Entsprechend dem geschilderten Modell eines gerichteten
Elektronen- und Protonenflusses hat man bei Belichtung
isolierter Thylakoide den Aufbau eines Protonengradien-
ten gemessen: Ist die Wasserstoffionen-Konzentration

im AuBenmedium mit einem pH-Wert von 8 vorgegeben, so
stellt sich im Thylakoid-Innenraum mit dem pH-Wert 5
eine 1000fach hhere H'-Konzentration ein (TREBST & )
HAUSKA 1974, WIEBNER 1975). Zudem konnte gezeigt werden,
daB der aus dem Konzentrationsunterschied resultierende



2.2.1.2.

ProtonenriickfluB der Geschwindigkeit der Photophos-
phorylierung entspricht (WITT 1975, 1975a). Dabei wur-
de ein ganzzahliges Verhdltnis - meist 3, aber auch 2
und 4 - zwischen Mol Protonenverbrauch und Mol syntheti-
siertes ATP gemessen (TREBST & HAUSKA 1974, WIEBNER
1975).

Die kiinstliche Erzeugung eines Protbnengradienten fiihrte
zu einer lichtunabhdngigen Phosphorylierung in photosyn-
thetischen Membranen (JAGENDORF & URIBE 1967). Dazu wur-
den isolierte Chloroplasten zundchst in einem saurem
Medium (pH 4) inkubiert, so daB mit der Zeit eine H+-
Anreicherung im Thylakoid-Innenraum resultierte. Danach
wurde die Chloroplaten-Suspension in ein schwach basi-
sches Medium (pH 8,5) iliberfiihrt. Der dann erfolgende

Protonenausstrom bewirkte in Anwesenheit von ADP, P
++

a

und Mg trotz fehlender Belichtung eine Synthese von

ATP.

Neben dem Entstehen eines Protonengradienten wurde bei
Belichtung von Thylakoiden auch der Aufbau eines elektri-
schen Feldes zwischen den Membranseiten nachgewiesen;
WITT (1975a) konnte dabei Potentialdifferenzen von ca.
400 mV messen. TREBST & HAUSKA (1974) sehen in diesem
Aufbau eines elektrischen Feldes zwischen Thylakoid-
Innen- und AuBenseite den primdren ProzeB der Licht-
energie-Konservierung, dem dann sekundidr der langsamere
Protonentransport iiber das Plastochinon-System folgt.

Entkoppler-Wirkung

Mit Hilfe der "Chemiosmotischen Hypothese" kann die
Wirkung von sogenannten Entkopplern erkl&drt werden.
Bei Zugabe von Entkopplern l&duft in belichteten
Chloroplasten zwar der vollstidndige Elektronentrans-
port ab; dieser e -FluB ist aber von der Phosphory-
lierung "entkoppelt", und es erfolgt keine ATP-Syn-
these (vergl. LIBBERT 1974, REINBOTHE 1975). Die
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hierbei absorbierte Lichtenergie wird dann ausschlieBlich als
Widrme frei.

Es sei hier als ein Beispiel die Anwendung der "Chemiosmoti-
schen Hypothese" auf das als Entkoppler wirkende Acetat-Ion
dargestellt (vergl. STROTMANN & THIEL 1973, THIEL & STROTMANN
1974) : Zu einer Chloroplasten-Suspension zugefiigtes Acetat
diffundiert in den Thylakoid-Innenraum, und nach relativ kur-
zer Zeit hat sich das Konzentrationsgleichgewicht zwischen
innen und auBen eingestellt. Bei der im Dunkeln vorliegenden
H+-Konzentration (pH 8) liegen iliber 99% der Acetat-Ionen frei
vor, und nur ein ganz geringer Teil tritt mit Protonen zur
undissoziierten Essigsdure zusammen:

Acetat + H+ 4—="" Essigsdure

99,9% pH 8 0,1%

Wird nun belichtet, erfolgt der beschriebene Einstrom von
Protonen, und die hdhere H*-Konzentration (pH 5) bewirkt im
Thylakoid-Innenraum eine Verschiebung des S&duregleichgewich-
tes dahingehend, daB8 36% der Acetat-Ionen mit Protonen zu
Essigsdure zusammentreten:
Acetat + at == Essigsdure (Licht)
64% pH 5 36%

Die Essigsdure diffundiert nun als ungeladenes Molekiil leicht
durch die Membran nach auBen; dabei nimmt sie Protonen in ge-
bundener Form mit nach auBen, die dort im pH 8-Medium wieder
abdissoziieren. Die so den Thylakoid-Innenrdum verlassenden
Protonen benutzen nicht die Phosphorylierungs-Bahnen und k&n-
nen daher nicht flir eine ATP-Synthese genutzt werden. So fiihrt
zwar der lichtinduzierte Elektronentransport zum Protonen-
einstrom; er ist aber aufgrund der Acetat-Wirkung von der
Phosphorylierung entkoppelt.

Eine weitere Entkopplerwirkung kann durch Zerstdrung der
Thylakoidmembran erzielt werden. Durch L&cher der Membran



konnen die bei Belichtung einstrdmenden Protonen ungehindert
wieder ausfliessen, so daB es nicht zum Aufbau eines wirksa-
men pH-Gradienten kommen kann. Schon der Einbau eines Grami-
cidin-Molekiils - Gramicidin ist ein "porenbildendes", wahr-
scheinlich spiralig gebautes Protein (BAMBERG u.a. 1974) -
in ein Thylakoid 1&8t die Photophosphorylierung zusammenbre-
chen (METZNER 1972).

Generell kénnte die Entkopplerwirkung chemisch sehr verschie-
dener Substanzen nach der "Chemiosmotischen Hypothese" ein-
heitlich als eine Permeabilitdtsdnderung an der Thylakoid-
membran gedeutet werden (KLIMA 1975).

. Diskussion

Die "Chemische Hypothese" der Photophosphorylierung kann auf
eine Parallelit&dt zur Substratkettenphosphorylierung verwei-
sen; das postulierte energiereiche Zwischenprodukt ist bis-
her jedoch nicht nachzuweisen. Fiir die "Konformationshypothese"
als Variante dieses Modells zeichnen sich gr&Bere experimen-
telle Schwierigkeiten filir den Nachweis von Raumstrukturdnde-

rungen in den Membranen ab.

Weiterhin setzt die "Chemische Hypothese" ein ganzzahliges
stbchiometrisches Verh&dltnis zwischen Elektronentransport
und ATP-Bildung voraus. Es wdre z.B. ein Verhdltnis von

1 Mol transportierte Elektronen zu 1 Mol gebildetes ATP
denkbar; der experimentelle MeBwert liegt aber bei etwa
0,66 ATP pro Elektron (TREBST & HAUSKA 1975).

Die "Chemiosmotische Hypothese" kann diese Stéchiometfie
unter Verwendung der bei WIESNER (1975) angegebenen Werte
bestdtigen: Durch den Transport eines Elektrons wird im
Thylakoid-Innenraum eine Erh&hung der Protonenzahl um zwei
bewirkt: AH+/ Ae” = 2 | Dabei stammt ein H+-Ion aus dem
Wasser (Photolyse von H,0), wihrend das zweite Proton an
den photosynthetischen ElektronenfluB gekoppelt i{iber das
Plastochinon-System einstrdmt (vergl. Abb. 2). Setzt man



nun weiterhin einen Wert von 3 fir AH+/ AATP ein (3 Mol
Protonenausstrom bewirken die Bildung von 1 Mol ATP), so
ergibt sich fiir Ae”/ AATP tatsichlich ein Betrag von 0,66!

Trotz der hier angefiihrten Belege fiir einen an den Aufbau
eines Protonengradienten gebundenen Mechanismus der Photo-
phosphorylierung ergibt sich der hypothetische Charakter
dieses Modells aus dem Vorliegen noch zahlreicher offener
Fragen:

- So ist z.B. die von der "Chemiosmotischen Hypothese" vor-
ausgesetzt geringe Ionenpermeabilitd&t der Thylakoidmembran
noch nicht eindeutig nachgewiesen (STROTMANN pers. Mitt.),

- koénnen offenbar Chloroplasten-Bruchstiicke und Stroma-Thyla-
koide ATP synthetisieren, ohne iiber einen ausreichenden
Protonengradienten zu verfiigen (METZNER 1972),

- wird die Hypothese dadurch eingeschridnkt, daB nur ein ge-
ringer Teil der Thylakoidmembranen in direktem Kontakt mit
dem Stroma-Raum stehen (GUNNING & STEER 1975).

Weiterhin ungekl&drt ist auch die Struktur des photosyntheti-
schen Kopplungsfaktors (CF1) auf den Thalykoidmembranen;
dieser Proteinkomplex bewirkt eine Kopplung von Elektronen-
bzw. Protonentransport mit der Phosphorylierung. Der CF1—
Faktor enthdlt die ATPase-aktivitdt (STROTMANN u.a.1973,
KINDL & WYBER 1975); diese ATPase muB anisotrop strukturiert
sein, um an der einen Seite das Herantreten von ADP+Pa und
auf der Innenseite die Wirkung des Protonenausstromes er-
méglichen zu kdnnen. Der Mechanismus der ATP-Synthese durch
die Thylakoid-ATPase ist unbekannt.

Der hier nur kurz angerissenen Fiille von noch zu l&senden
Fragen sei folgender Ausspruch von LEHNINGER (1974) gegen-
iibergestellt:



"Die Chemie und Physik der photosynthetischen Lichtreak-
tionen und die Beziehung dieser Prozesse zur molekularen
Organisation des Chloroplasten gehdren heute sicherlich
zu den faszinierendsten biologischen Problemen."
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