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Von  Prof. Dr. M E L  V I N  C A L  V I N ,  University of California Radiation Laboratory, Berkeley, California 

Nach einem Vortrag auf der GDCh-Hauptversammlung in Munchen am 15. September 1955 

Als Substrat d e r  Kohlendioxyd-Fixierung im Photosynthesecyclus wurde Ri bulose-diphosphorsaure 
erkannt, die unter der  Wirkung d e r  ,,Carboxydismutase" in zwei Molekeln Phosphoglycerinsaure uber- 
geht. Aus Phosphoglycerinsaure wird durch Reduktion und eine Reihe von in allen Einzelheiten aufge- 
klarten Umwandlungsreaktionen neben den Endprodukten der  Photosynthese Ribulose-diphosphor- 
saure zuruckgebildet, so daO sich ein Cyclus ergibt. Da fur diese Reaktionen auOer vier Aquivalenten 
Wasserstoff auch drei Molekeln Adenosintriphosphorsaure notwendig sind, wird die Einbeziehung 
der  Adenosintriphosphorsaure-Erzeugung durch Oxydationsprozesse in den photosynthetischen Koh- 
lenstoffreduktionscyclus angenommen. Diese Vorstellung wird durch Messung des Quantenbedarfs 
unterstutzt. Da a-Liponsaure (thioctic acid) unter geeigneten Bedingungen zum Anstieg der  lichtab- 
hangigen Sauerstoff-Entwicklung und der  Quantenausbeute fuhrt, scheint diese oder  eine ahnliche Ver- 
bindung der  Wasserstoff-Acceptor bei der  photochemischen Primarreaktion zu sein. Das gebildete 
Dithiol konnte seinen Wasserstoff auf andere Redoxsysteme, letztlich auf Phosphoglycerinsaure u ber- 
tragen. Es wird ein Chloroplasten-Modell vorgeschlagen, das diesen Vorstellungen Rechnung tragt. 

Einfuhrung 

Bekanntlich besteht das Grundproblem der Photosyn- 
these darin, wie die griinen Pflanzen elektromagnetische 
Energie in chemische Energie transformieren und spei- 
chern. Nach der Reaktion 

hv 
COZ + HZO (CHZO), -I- 0% 

werden Kohlendioxyd und Wasser in Kohlenhydrate und 
molekularen Sauerstoff umgewandelt. Sowohl theoretisch 
wie experimentell wurde diese Reaktion in zwei deutlich 
unterscheidbare Schritte getrennt. Es handelt sich erstens 
um den QuantenumwandlungsprozeB, in dem Wasser in 
ein reduzierendes Agens und ein halbes Mol Sauerstoff 
gespalten wird: 

hv 
HzO -+ [HI + 'li 0 ,  

und zweitens um die darauf folgende Reduktion des CO,, 
bei der das reduzierende Agens [HI zur Synthese der Koh- 
lenhydrate verwendet wird. 

C O ,  +[HI  + (CH,O), 

Hier sol1 in der Hauptsache uber den zweiten Teil des 
Prozesses berichtet werden. Durch Markieren mit 14C 

konnten wir ein vollstandiges Reaktionsschema aufstellen. 
Es handelt sich um ein Arbeitsprogramm, das sich uber 
acht bis neun Jahre erstreckte und in einem Laboratorium 
mit wechselnder Mitarheiterzahl und GroOe ausgefiihrt 
wurde. 

*) Der grol3te Teil der hier beschriebenen Arbeit wurde niederge- 
legt in: 1.) ,,The Path of Carbon in Photosynthesis. XXI." von 
J .  A. Bassham A. A. Benson, L. D. Kay A. Z. Harris, A. T. 
Wilson u. M. i'aluin, J.  Amer. chem. So;. 76, 1769 [1954] und 
2.) Photosynthesis" von J .  A. Bassham u. M. Calvin, einem 
Arti'kel in ,,Currents in Biochemical Research", herausgeg. von 
D. E. Green, im Druck bei Interscience Publishers, Inc. Das 
neuere Material dieser Arbeit stammt von J .  R .  Quayle, R. C .  
Fuller, J .  Mayoudon, K. Shibata, J. A. Bassham ti. D. F .  Brad- 
ley und wird an den betreffenden Stellen besonders vermerkt. 

Primarprodukte 

Das Prinzip des Experimentes ist einfach: eine Pflanze 
wird in den stationaren Zustand (steady state) der Photo- 
synthese gebracht, mit markiertem Kohlendioxyd versetzt 
iind der Weg des Kohlenstoffs durch die verschiedenen Um- 
wandlungsstufen verfolgt. Hier sol1 nur kurz die Reihen- 
folge der Operationen, die zum Endergebnis fuhrten, auf- 
gezeichnet werden. 

Nach Einstellung des stationaren Zustandes der Griin- 
algen, die sich in einem sog. ,,lollipop" (Bild 1 )  befinden, 

Bild 1. ,,Lollipop" 

wird zu einem bestimmten Zeitpunkt fiir Sekunden oder 
Minuten radioaktives Kohlendioxyd verabreicht. Durch 
Eintropfen in heiOen Alkohol werden die Algen getotet. 
Der alkoholische Extrakt wird durch Papierchromatogra- 
phie und Radioautographie auf die markierten Verbin- 
dungen untersucht. Bild 2 zeigt das Ergebnis eines 60-sec- 
Versuches: man kann ca. 20 Verbindungen, die aus radio- 
,aktivern Kohlenstoff gebildet wurden, erkennen. Da dem- 
nach 60 sec z u  lang sind, verkurzten wir fortlaufend die 
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Bild 2. Chromatogramm eines Algenextraktes 
(60 sec Photosynthese mit radloaktlvem Kohlenstoff) 

1. Glykolsaure 10. Phospho-glycerlnsaure 
2. Glycerinsaure 1 I .  Triose-phosphat 
3. Apfelsaure 12. Pentose-phosphat 
4. Alanln 13. Mannose- und Fructose-phosphat 
5. Glycln 14. Seduheptulose-phosphat 
6. Serin 15. Glucose-phosphat 
7. Asparaginslure 16. Rlbulose-diphosphat 
8. Phospho-brenztraubensaure 17. Urldin-dlphosphoglucose 
9. Phospho-glykolsaure 

Bild 3. Chromatogramm eines Algenextraktes 
(10 sec Photosynthese mlt Radiokohlenstoff) 

I .  Phosphoenol-pyruvat 5. Ribose-phosphat 
2. Dioxyaceton-phosphat 6. Fructose- und Mannose-phosphat 
3. Phospho-glycerlnsaure 7 .  Glucose- und Seduheptulose-phosphat 
4.  Ribulose-phosphat 8. Rlbulose- und Hexose-diphosphat 

Versuchszeit. Bild 3 gibt ein 10-sec-Experiment wieder; 
hier ist ei n e Verbindung vorherrschend. Tatsachlich liegt 
der gesamte Radiokohlenstoff in der P h o s p h o g l y c e r i n -  
s a u r e  vor, wenn man das Experiment auf die Zeit Null 
extrapoliert. Wir hatten somit die erste Verbindung, in die 
das CO, bei der Photosynthese eingebaut wird, identifiziert. 

COOH 49 
I 

CHOH 
1 
CH2OH 26 

25 izBBzBa 
Bild 4 

Verteilung des mar- 
~ ~~ 

klerten Kohlenstoffs 
Herose bei Photosynthese- 

CJ,C,, 52 experimenten (15 sec 
Photosynthese; Ger- 

C,.C5, 25 stenblltter) 

Bild 4 zeigt aus eineni 15-sec-Experiment die Verteilung 
des Radiokohlenstoffs in den drei C-Atomen der Glycerin- 
saure, die aus Phosphoglycerinsaure gewonnen wurde. Die 
Halfte der Radioaktivitat erscheint in der Carboxyl-Grup- 
pe, der Rest ist gleichmaBig auf die beiden anderen Koh- 
lenstoff-Atome verteilt. I m gleichen Experiment wurde 
ein C,-Zucker isoliert, der ebenfalls abgebaut wurde. Der 
Radiokohlenstoff war in ihm praktisch ebenso verteilt wie 
in der C,-Kette der Glycerinsaure. Dies lie8 sofort ver- 
rnuten, daO in dem C,-Stuck zwei C,-Stucke iiber die bei- 
den Carboxyl-Gruppen der Phosphoglycerinsaure verbun- 
den wurden, was naturlich nichts anderes ist, als die Um- 
kehr der bekannten Aldolase-Spaltung von Fructosedi- 
phosphat bei der Glykolyse (s. Bild 5). Die Glycerinsaure 

PGS ‘ DOAP 

1 I 

*cHo\jcH~oH * b O H  
t 

Bild 5 
Weg des Kohlenstoffs 
vom CO, zur Hexose cz 
wahrend der Photosyn- 
these(PGS =Phospho- t 
glycerinsaure, DOAP = 
Dioxyacetonphosphat, a 

FDP = Fructose- 
diphosphat) Gmm 

I;=O 
*CHoH FDP 
“CHOH 

CHOH 
bH70 @ 

I 

wird mit dem Wasserstoff der photochemischen Reaktion 
zu Glycerinaldehyd reduziert, welcher dann zu Yetotriose 
isomerisiert wird. Je zwei Molekeln davon ergeben eine 
Hexose. Es treten daher die beiden Kohlenstoff-Atome, die 
urspriinglich in der Carboxyl-Gruppe waren, in die Mitte 
der Hexose- r(e t te. 

Sicher mu6 demnach ein C0,-Acceptor vorliegen, der 
in Glycerinsaure ubergeht. Dieser Acceptor muf3te weiter- 
hin aus Phosphoglycerinsaure, Triosephosphaten und He- 
xosephosphaten oder irgendeiner aus ihnen entstehenden 
Substanz zuriickgebildet werden. 

Saccharose-Synthese 

Kurz sei erwahnt, was wir iiber das Schicksal der Fruc- 
tosediphosphorsaure und deren Einbau in den gewohnlichen 
Rohrzucker (= Saccharose = Sukrose) wissen. Weitere 
Flecken auf dem Chromatogramm wurden identifiziert und 
daraus die Beziehungen zwischen Fructosephosphat und 
Saccharose aufgeklart. Bild 6 zeigt den von uns gefun- 
denen Zusammenhang. Hier sind Phosphoglycerinsaure, 

?+ CO, --c hmphoglycerinsiure 

1 IdidmStufen) 
fructose -Z6-Dtphosphat 

Fnlctose-7-Phosphat - Fructose ri Fructose -6-Pho~hot 

Glucose -6-Phosptmt 
i 
1 

m fiI&@hd 
Bild 6 

Vnrgeschlagener Mechanismus fur die Bildung von Saccharose 
mit Urldindlphosphoglucose (UDPG) 
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Fructosediphosphat und die verschiedenen Umwandlungs- 
stufen, die letztlich zu Glucose-I-phosphat fuhren, abge- 
bildet. Letzteres reagiert mit Uridintriphosphat, welches 
in Uridindiphosphoglucose iibergeht ; diese wurde papier- 
chromatographisch nachgewiesen. Uridindiphosphoglucose, 

Eine genaue Analyse iiber die Verteilung der Radioakti- 
vitat  in den C-Atomen dieser Zucker ergab den in Bild 8 

i 
CH,O@ *LHOH C 

CH,O@ *CH,O@ CH,OH 
1 

CHOH 
I I I I 

1 
* c = o  c=o 

I *c 
mit Fructose-1-phosphat weiter reagieren. Dabei entsteht CHOH *CHOH 

welches zu Saccharose dephosphoryliert wird. Oder aber I I 

deren Glucose sehr schnell markiert wird, kann nun ***COOH ***CHOH *CHOH 

*C 
I 

CHOH C 
1 

CH,O@ 

1 

Saccharosephosphat (das auf dem Papier gefunden wurde), 

sie verbindet sich direkt mit freier Fructose zu Saccharose. 
Da jedoch nie freie markierte Fructose auftrat, scheint die 
erste dieser beiden Moglichkeiten der Hauptweg in den P G S  R D P  SMP HMP 
griinen Blattern zu sein. Ein Enzym, welches die Reaktion 

Saccharosephosphat + Uridindiphosphat 

Bild 8 
Verteilung des Radiokohlenstoffs in verschiedenen Zuckern. ( P G S  

Uridindiphosphoglucose + Fructosephosphat + = Phosphoglycerlnsaure. R D P  = Ribulosediphosphat. SMP = 
Sedoheptulosemonophbsphat; HMP = Hexosemonophbsphat) 

katalysiert, wurde kurzlich in Argentinien von Lefoir ange- dargestellten Befund. Neben der Phosphoglycerinsaure 
reichert. Bild 7 zeigt die Strukturformel der Uridindiphos- handelt es sich um einen C,-Zucker, R i b u l o s e d i p h o s -  
phoglucose und deren Reaktion mit Fructose-1-phosphat p h a t ,  einen C,-Zucker, S e d o h e p t u l o s e p h o s p h a t  und 

um das Skelett eines C,-Zuckers, wel- 
UDPG (Leloir) UDP ches entweder der Glucose oder der 

Fructose zugeordnet werden kann (letz- 
tere sind im wesentlichen die gefunde- 
nen C,-Zucker). Die Sterne geben die 
GroBenordnung der Radioaktivitat in 
diesen Verbindungen wieder. Auf Grund 
solcher Analysen konnten wir die Be- 
ziehungderverschiedenenverbindungen 

In  gleicher Weise, wie wir den Zu- 
+ sammenhang zwischen der Phosphogly- 

cerinsaure und der Hexose erkannt 
OH hatten, konnten wir jetzt die Beziehung "ocw-;m zwischen den betrachteten 5-, 7-, 6- 

und 3-Kohlenstoffverbindungen ablei- 
,yo ten. Zwischen den C,- und C,-Zuckern 

besteht offensichtlich keine so einfache 
strukturelle Verwandtschaft wie sie 

bei der C,-Verbindung und dem C,-Zucker durch Vereini- 
gung von zwei Molekeln Phosphoglycerinsaure zum Aus- 
druck kommt. Weder im C, noch im C, liegt namlich eine 
Anordnung vor, die als intakte C,- oder C,-Kette angespro- 
then werden kann. Erst als wir erkannten, daB der C,- 
Zucker auS mehr als einer Vorstufe hervorgehen konne, 
gelang es uns, einen Weg aufzuzeigen, der moglicherweise 
seiner Bildung entspricht. Dieser Ablauf ist in Bild 9 dar- 
gestellt. Nimmt man zwei Kohlenstoffatome vom oberen 
Teil der C,-Kette weg und addiert sie an  ein C,-Stuck, 

7~ yH 
CH2-O-$-O-{-OH . 

O N  fi 
0 6 qH l?H 

-o-j-o-q@ - &h zueinander aufdecken. 

HOC@ 0 ~H OH 

CH2-0-C-OH CH2-0-f-OH 
HO 0 OH 0 

m Fructose - 7 - 8  Sachawse - @ 
Bild 7 

Reaktion der Uridindiphosphoglucose (UDPG)  
mit  Fructosephosphat 

Zu UridindiPhosPhat und Saccharosephosphat mit dem 
Phosphat an C, der Fructose-Halfte. Der Phosphat-Rest 
wird schlieBlich tinter Bildung v0n Saccharose abgelost. 
Dies scheint der normale Weg zu sein, der zur Saccharose 
fuhrt. Es ist zudem cine der wesentlichsten synthetischen 
Seaktionen der Pflanzenwelt, und Sie liefert das Substrat 
fur eine groBe Zahl weiterer Umwandlungen. 

CS- und C7-Zucker 

Kehren wir nun zu der Frage zuruck, in welcher Weise 
der Kohlendioxyd-Acceptor von den bisher betrachteten 
Verbindungen gebildet oder regeneriert wird. Wir ver- 
suchten zunachst im Sinne des urspriinglichen Plans wei- 
terzugehen, d. h. die zur Regeneration des Acceptors fuh- 
renden Stufen durch Nichtberiicksichtigung der Phospho- 
glycerinsaure zu erfassen; auf die Zeit Null extrapoliert 
hatte dann die am starksten (zu 1 0 0 ~ o )  markierte Verbin- 
dung die nachste in der Reihenfolge sein miissen. Dieser 

CH,OH **CHO CH,OH *CHO 1 *c 
1 -  I Trans- C-0 + *CHOH I -  

LHoH ketolase ' 1 I 
c=o 

**CHOH *CHOH 

CH,O@ I &H,O@ C 
CHOH CHOH I *CHOH 

I 
*CHOH 

CHOH 

SMP Phospho- Ribulose- Ribose - 
glycerinaldehyd monophosphat monophosphat 

Bild 9. Bildung der C,-Zucker aus  Sedoheptulosephosphat') - - 
Weg erwies sich aber als unmoglich, da namlich drei 

1) Nachdem auf die stereospezifische Natur  der Transketolase hin- 
oder vier Verbindungen herausextrapoliert werden. Somit gewiesen (p. Sturnpf,  private Mitteilg.) und  diese Spezifitat be- 
werden nach Phosphoglycerinsaure und Triose nicht cine, schrieben wurde ( P .  A. Srere J .  Cooper,  V. Klybas u. E. Racker 

Arch. Biochem. Biophysics 5'9, 535 [1955]), haben wit' bei Nach! 
sondern m e  h r  e r e  Komponenten gleichzeitig als Vor- forschung in der  Pentose-monophosphat-Gegend des Chromato- 

gramms Xylose gefunden (unveroffentl. Ergebnisse a m  unserem stufe der Triose gehildet. Diejenigen Substanzen, die ne- Laboratorium von S. A. Barker, u. c. Quarck U. J .  A. Bassham). 
ben den c,-zuckern gefunden wurden, waren ein c,-zucker Also sollte in diesem und in folgenden Bildern hochstwahrschein- 

lich die Primarphospho-ketopentose als Xyiose-5-phosphat be- 
und ein C,-Zucker, so daB also Zucker mit drei, fiinf, sechs zelchnet werden welches dann  durch eine Epimerase in Ribulose- 

5-phosphat iibeifiihrt wird (B.  L. Horecker, 1. Hurwitt  u. P. S. 
und sieben Kohlenstoffatomen nachgewiesen wurden. Srnymiotis, J. Amer. chem. SOC. 78, 692 [1956]). 
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welches wie Phosphoglycerinaldehyd markiert ist, so er- 
halten wir zwei C,-Verbindungen, eine Ribulose und eine 
Ribose. Der Durchschnitt beider entspricht der tatsach- 
lich gefundenen Markierung. Dies gab uns einen Hinweis 
fur die Herkunft der gefundenen Ribose und des Ribu- 
losephosphates. Durch die Transketolase-Reaktion des 
Sedoheptulosephosphates mit dem Triosephosphat erhalt 
man die beiden Pentosephosphate. Diese konnen durch 
geeignete Isomerisierung ineinander umgewandelt werden. 
Wir haben somit aus Heptose und Triose die beiden Pen- 
tosen gebildet. 

Die Bildung der Hexose aus zwei Triosen ist uns be- 
kannt. Die Frage, die offen bleibt, lautet:  Woher kommt 
die H e p t o s e ?  In  einer sehr langwierigen Arbeit wurde 
wiederum eine eingehende Analyse iiber die Verteilung des 
Kohlenstoffs in Abhangigkeit von der Zeit ausgefiihrt. Sie 
fiihrte letztlich zu dem Ergebnis, dab die Heptose durch 
Vereinigung eines C4- und eines C,-Stiickes entstanden sein 
muBte. Die sich daraus ergebende Frage lautete: Woher 
kommt das eigentiimlich markierte C,-Stuck? Dieses 
konnte nur aus der Spaltung einer Hexose in eine C4- und 
eine C,-Verbindung resultieren. Bild 10 zeigt dieses 

CHO* CH,OH CH,OH CHO* 

HCOH -+ C=O ---+ C=O 4- HCOH* 
Trans- I 

ketolase I 
H,&@ H O ~ H *  HCOH* HCOH 

HCOH* HCOH H,CO@ 

HCOH 

H,CO@ 

f i  I H,CO@ 

H,CO@ CHO* H,CO@ 1 Aldolase 
I - L o  C - 0  - HCOH* 

H,COH* HCOH HOCH* 

H,CO@ HCOH* 

HCOH* 
I 

Bild 10 HCOH 
Bildung einer Heptose atis 

Triose und Hexose') HzCO@ 

Schema. Die beiden abgebildeten Triosen konnen bekannt- 
lich eine Hexose bilden; die Triose ergibt rnit der Hexose 
einmal eine Pentose und - unter dem EinfluB der Trans- 
ketolase - eine T e t r o s e .  Die Tetrose kann mit der an- 
deren Triose mittels der Aldolase zur Heptose reagieren, 
womit die passende Verteilung des Kohlenstoffs erreicht 
wird. Soviel zum Zusammenhang der einzelnen Zucker : 
der Triose, der Tetrose, der Pentose, der Hexose und der 
Heptose. Alle stehen untereinander in Beziehung und wer- 
den samtlich aus der Phosphoglycerinsaure gebildet; keine 
wurde jedoch als Vorstufe erkannt, die als C0,-Acceptor 
funk t i o ni e r t  . 

ldentifizierung des COa-Acceptors 

Die ldentifizierung wurde durch eine vollig andere Ver- 
suchsanordnung erreicht. I hr lag nicht die soeben geschil- 
derte Geschwindigkeit des 14C-Einbaues, sondern die Kon- 
zentrationsbestimmung der einzelnen Verbindungen zu- 
grunde. Es wurde der momentane Gehalt jeder Verbin- 
dung bestimmt und die V e r a n d e r u n g  d e r  K o n z e n t r a -  
t i o n e n  unter verschiedenen Bedingungen erfaRt. So wur- 
den beispielsweise die Konzentrationen der Pentose, der 
Triose und der Phosphoglycerinsaure (d. h. der aus der 
Triose stammenden Saure) sowie eine Reihe anderer Ver- 
bindungen im ,,steady state" bestimmt. Wir schalteten dann 
das Licht ab, um ZLI sehen, was rnit den einzelnen Verbin- 
dungen geschehen wiirde. Das Ergebnis ist in Bild I 1  dar- 
gestellt. Daraus geht hervor, da8 nach 5 min genug Koh- 

lenstoff in die Pflanze eingedrungen ist, um die verschie- 
denen Verbindungen, wie Phosphoglycerinsaure, Ribulose- 
diphosphat und Hexosemonophosphat zu sattigen, die 
demnach in einer Art KreisprozeB untereinander in Be- 
ziehung stehen. lhre spezifische Aktivitat entspricht jetzt  

A-----A Diphosphat 
0- - - - - - - - o Phosphog/ycermaure 
- - - Hexosemonophospha re 

a -0 Saccharose 
3 
F? 

He//: 2 5 70 20 30 
DunkekO 2 5 

L ~ J  Ze;rfmin)derEinwirkung von "CO2 
Bild 11 .  EinfluB von Licht und  Dunkel auf die Konzentrationen 

von Zuckerphosphaten und Saccharose 

der des in die Pflanze eintretenden 14C02. Die Saccharose 
ist als Speicherprodukt naturlich nicht gesattigt; ihre Ak- 
t ivitat  nimmt standig zu. Sofort nach dem Abschalten des 
Lichtes t r i t t  ein sehr interessantes Phanomen auf. R i -  
b u l o s e d i p h o s p h a t  (Pentosephosphat) zeigt ein starkes 
Absinken, wahrend die Phosphoglycerinsaure enorm an- 
steigt. Dies gab uns den Fingerzeig, dalj Ribulosediphos- 
phat  die unmittelbare Vorstufe der Phosphoglycerinsaure 
sei. Bild 12 zeigt das von uns angenommene cyclische Sy- 
stem in einem Schema mit den Beziehungen zwischen Ri- 
bulosediphosphat, Phosphoglycerinsaure, Triosephosphat 

Bild 12 
Vorgeschlagenes cycli- 
sches Schema fu r  die 
Zusammenhange bei 

der  Photosynthese 

cerinsaure; R D P  = Ri- 
bulosediphosphat) 

( P G S  = Phosphogly- 

und den anderen Zuckern. Ribulosediphosphat ergibt hier 
iiber die Carboxylierung rnit CO, Phosphoglycerinsaure; 
die Einzelheiten dieser Reaktion sollen spater beschrieben 
werden. Phosphoglycerinsaure wird durch das bei der 
Photolyse des Wassers gebildete reduzierende Agens (Was- 
serstoff) zu Triosephosphat, das auf dem Zuckerniveau 
liegt, reduziert. Uber eine Reihe von Umwandlungen, wie 
sie friiher beschrieben wurden, fiihrt der Weg vom Triose- 
phosphat iiber die Hexose, Pentose und Heptose zuriick 
zur Ribulose. Dies spielt sich alles auf dern Oxydations- 
niveau der Zucker a b  und erfordert sehr wenig Energie. 
Wir konnen auf diese Weise Ribulosc aus Triose regenerie- 
ren. Es wird jetzt verstandlich, daS wir nach dem Abschal- 
ten des Lichtes, wodurch die Bildung des reduzierenden 
Agens unterbunden wird, in Gegenwart von CO, Phospho- 
glycerinsaure aufbauen konnen, wahrend Ribulosediphos- 
phat absinkt. Dies ist genau das, was wir beobachteten und 
worauf sich der Entwurf dieses Teiles des Schemas griindet. 

Dariiber hinaus IaBt sich aber noch vor Ausfuhrung eines 
Versuches ein weiterer Schlufl aus diesem Schema ziehen; 
was geschieht namlich bei plotzlicher V e r a n d e r u n g  d e s  
C 0 , - D r u c k e s ?  Es kann leicht vorausgesagt werden, daB 
unter Konstanthaltung des Lichtes bei plotzlicher Vermin- 
derung des CO,-Dr~ickes ~ d. h. bei Blockierung der 
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Carboxylierungsreaktion - eine Synthese von Ribulose- 
diphosphat und ein Verlust an Phosphoglycerinsaure ein- 
treten muf3te. Dieses ist auch wirklich der Sachverhalt, 
wie man aus dem in Bild 13 wiedergegebenen Versuchser- 
gebnis sieht. Hier ist nochmals das cyclische Schema des 
Bildes 12 mit der Reihenfolgz seiner Reaktionen abgebildet. 

1 I 

I%@ - - - -0003%Ca,-- - - - - 

Bi!d 13 
ubergange irn regerierierenden Cyclus (PGS = Phosphoglycerin- 
sdure; RDP = Ribulosediphosphat; RMP = Ribulosernonophosphat) 

Der Cyclus 

In  Bild 14 ist das gesamte Schema in allen Einzelheiten 
mit Strukturformeln und beteiligten Fermenten zusammen- 
gestellt. Das CO, t r i t t  durch die Carboxylierungsreaktion 
am Ribulosediphosphat unter Bildung von Phosphogly- 
cerinsaure in den Cyclus ein. Dies war eine aus dem Me- 
chanismus und der Kinetik des vorstehend beschriebenen 
Systems postulierte Reaktion. Das beteiligte Enzyni war, 
im Gegensatz zu den Enzymen der iibrigen Reaktionen des 
Cyclus, bisher noch nicht nachgewiesen oder isoliert wor- 
den. Die anderen Enzyme sind: 

ergibt Triose- 
phosphat; die Triose unterliegt dann einer Reihe von Um- 
formungen - durch I s o m e r a s e  zur Ketose, welche mit 
A l d o l  a s e  Fructosediphosphat ergibt; mit P h o s p  h a  t a s e  
zu Fructosemonophosphat; dann mit T r a n s k e t o l a s e  zu 
Tetrosephosphat, welches wieder niit A l d o l a s e  das Hep- 
tosediphosphat ergibt; mit P h o s p h a t a s e  zu Heptose- 
monophosphat; wieder mit T r a n s k e t o l a s e  zu den bei- 
den Pentosephosphaten; Ribosephosphat mit I s o m e r a s e  
ergibt Ribulosemonophosphat; es folgt eine Phosphory- 
lierung mit Adenosintriphosphat und P h o s p h o p e n  t o s e -  
k i n a s e ,  um endlich zum Ribulosediphosphat zu gelangen. 

Jedes dieser Enzyme, beginnend von Phosphoglycerin- 
saure durch alle Urnwandlungen, wurde isoliert und be- 
schrieben. Samtliche Reaktionen wurden auch unab- 
hangig in vitro ausgefuhrt, ausgenommen die erste (man 
kann sie auch als die letzte bezeichnen), welche das CO, 
fixiert. 

T r  i o s e p  h o s p  h a  t - d e  h y d r o g e n a s e  

Bild 14. Der vollstandige Weg des Yohlenstoffs im Photosynthese-Cyclus') 

Zu dem Zeitpunkt, da  CO, von 1 yo auf 0 ,003~0  absinkt, 
steigen zunachst Ribulosediphosphat, dann Ribulose- 
monophosphat und zuletzt Triosephosphat an.  Die erste 
Verbindung, die im Rahmen dieses gerichteten Ablaufes 
(,,forward pulse") absinkt, ist das Triosephosphat; es fol- 
gen dann Ribulosemonophosphat und endlich Ribulosedi- 
phosphat. Auf diese Weise erhalten wir eine gute Besta- 
tigung fur den Ablauf eines solchen cyclischen, riickgekop- 
pelten (,,feedback")-Systems. 

Carboxydirmutase 
Angeregt durch unsere Isotopenversuche fanden wir vor 

etwa einem Jahr eine aus Algen und anderen griinen Pflan- 
Zen gewonnene zellfreie Fraktion, die die Bildung von 
Phosphoglycerinsaure aus Ribulosediphosphat und Na- 
HCO, spezifisch katalysiert. Die fur diese Untersuchungen 
verwendete Ribulosediphosphorsaure wurde durch Chro- 
matographie aus Pflanzenextrakten gewonnen: Die Tech- 
nik war folgende: Ribulosediphosphat iind dem Enzym- 
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praparat wurde NaH14C0, zugesetzt und die Bildung der 
Carboxyl-markierten Phosphoglycerinsaure nachgewiesen 
(Bild 15). Auftretende Spuren von Apfelsaure, Citronen- 
saure und Asparaginsaure sowie Alanin geben den Hinweis, 

Ribulosediphosphat vorhanden waren; wahrscheinlich war 
zudem im Enzympraparat auch noch ein Rest Phosphatase. 
Wir konnten spater aber Praparate darstellen, die den ge- 
samten Kohlenstoff der Ribulosediphosphorsaure nur in 
Phosphoglycerinsaure und in keine andere Verbindung u ber- 
fiihren. 

CH,-O@ I1 
~ 0 - c  1 . T  + &-on 

-0 ,_ 
C-OH+ 

I 

Bild 15 
Chromatogramme, welche die Bildung Carboxyl-markierter 

Phosphoglycerinsaure anzeigen (PGA-PGS-Phosphoglycerinsaure) 

- 0 CH,O@- 
1 1  

-0-C-C-OH 

1 H+ 
HO- C=O 

daB in dem Praparat noch Enzyme des Krebs-Cyclus vor- 
handen sind, die Phosphoglycerinsaure in andere Verbin- 
dungen uberfiihren. LaDt man beispielsweise dieses Roh- 
praparat iiber eine Iangere Zeit (> 3 min) einwirken, so 
wird der groDte Teil der Phosphoglycerinsaure umgesetzt. 
Da in Abwesenheit des Substrates Ribulosediphosphat 
ebenfalls etwas Apfelsaure gebildet wird, scheinen Brenz- 
traubensaure und das ,,malie enzyme" vorhanden zu sein. 

Da in diesen Untersuchungen CO, und nicht Ribulosedi- 
phosphat markiert war, gab es keinen direkten Anhalts- 
punkt fur das Schicksal der fiinf C-Atome der Ribulose. 
Es war daher notwendig, den Versuch mit m a r k i e r t e m  
R i b u l o s e d i p h o s p h a t  und inaktivem CO, auszufuhren, 
was jedoch bei der Verwendung des unreinen Enzympra- 
parates zunachst nicht befriedigend gelang. So werden 
namlich, bedingt durch die im Enzympraparat vorliegenden 
Fermente, neben der markierten Phosphoglycerinsaure 
eine gro5e Zahl anderer markierter Verbindungen aus Ri- 
bulosediphosphat gebildet; eine Phosphatase bewirkte 
beispielsweise die Bildung von Ribulose-5-phosphat, das 
dann in Gegenwart der Transketolase und der Aldolase 
(wahrscheinlich auch der Transaldolase) schnell in Hexose, 
Heptose und Triose, die durch Oxydation in Phosphogly- 
cerinsaure iibergehen kann, umgewandelt wird. Versuche, 
diese Schwierigkeiten durch Hemmung der auf Ribulose- 
diphosphat eingestellten Phosphatase zu umgehen, waren 
wegen der Empfindlichkeit des Systems 

nco,- 

gegen Fluorid-Ionen wenig befriedigend. Es war daher 
notwendig, das Praparat von allen Enzymen zu befreien, 
die auf Ribulosediphosphat einwirken, ausgenommen na- 
tiirlich desjenigen (bzw. derjenigen), welches die Phospho- 
glycerinsaure-Bildung (aus CO,) bewirkt. Dies gelang 
erstmalig aus einem neutralen Extrakt des Neuseeland- 
Spinates (Tetragomia expansa) und spater mit Extrakten 
aus Algen, die durch Ultraschall aufgeschlossen worden 
waren. Das Enzym tritt in der Protein-Fraktion auf, die 
aus einem neutralen Extrakt bei einer (NH,),SO,-Sattigung 
zwischen ungefahr 0,3 und 0,4 ausgesalzen wurde. Das Er- 
gebnis eines der ersten Experimente mit einem derartigen 
auf Ribulosediphosphat wirkenden Praparat ist in Bild 16 
dargestellt2). In  Gegenwart von Enzym und NaHCO, ist 
der gesamte Kohlenstoff der Ribulose offensichtlich in 
Phosphoglycerinsaure ubergegangen. In samtlichen Ver- 
suchen traten zwar auDerdem noch Zuckermonophosphate 
auf, was zum Teil daher riihren mag, daD sie im Original- 

Ribulosediphosphat -+ Phosphoglycerinsaure 

,) Unveroffentl. Ergebnisse aus  unserem Laboratorium von J .  
Mayoudon (I.R.S.I.A. Fellow, Briissel, Belgien, 1954). 

Bild 16 
Chromatogramme, welche Enzymwirkungen auf Ribulose- 

diphosphat zelgen 

Somit durfte die urspriinglich angenommene Formulie- 
rung der Reaktion wahrscheinlich zutreffen: 

CHOH CHOH 
I 

CH,O@ * I 
CH,-CHOH-C0,- + H+. 

O@ 

Es verbleibt noch die Moglichkeit, da13 neben der oben angenom- 
menen h y d r  o l  y t i s c  h e n  Spaltung eine r e  d u k  ti v e  Spaltung 
der carboxylierten Pentose (enzymgebunden) i m  Licht zwischen 
C, und  C, stattfinden kann ;  sie wiirde zu  einer Molekel Phos- 
phoglycerinsaure und zu einer Molekel Phosphoglycerinaldehyd 
fiihren. Unsere derzeitigen Ergebnisse sprechen aber  nicht fur  
diese Moglichkeit, 
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Da die Carboxylierungsreaktion auf Kosten der Oxyda- 
tion des C, der Ribulose zur Carboxyl-Stufe stattfindet, 
wird der Name , , C a r b o x y d i s m u t a s e "  fur dieses Fer- 
ment vorgeschlagen. Von Interesse ist fernerhin, daR das 
Ferment bisher nicht in tierischen Geweben (Rattenleber) 
nachgewiesen wurde und daR es aus den hochorganisierten 
intakten Chl~roplas ten~)  des Spinates leicht abgetrennt 
werden kann, mit denen es assoziiert ist. Gegen ,,Versen" 
(Athylendiamintetraacetat), o-Phenanthrolin und Cyanid 
scheint es nicht besonders empfindlich zu' sein; dagegen 
tritt durch p-Chlor-quecksilber(1 I)-benzoat eine Hemmung 
ein, die durch Cystein aufgehoben werden kann. 

Chemische Voraussetzungen fur den Ablauf 
des Cyclus 

Um zum Schema zuruckzukehren, so haben wir jetzt den 
Cyclus in allen Einzelheiten erfaBt und kennen genau die 
fur  den Kreislauf notwendigen Verbindungen. Werfen 
wir jetzt einen Blick auf die fur das Inganghalten des 
Cyclus erforderlichen Verbindungen, um zu sehen, was wir 
uber den E n e r g i e b e d a r f  aussagen konnen. Fur die Re- 
duktion der Phosphoglycerinsaure zur Triose sind eine 
Molekel Triphosphopyridinnucleotid (TPNH) und eine 
Molekel Adenosintriphosphat notwendig. Bis zum Ribu- 
lose-5-phosphat ist im Rahmen der rucklaufigen Zucker- 
umlagerungen keine Energie mehr erforderlich; hier be- 
notigen wir zur Bildung von Ribulosediphosphat wiederum 
eine Molekel Adenosintriphosphat. Uberschlagt man 
schlieRlich den Energiebedarf fur den Einbau des CO, zu 
Triosephosphat, d. h., die Reduktion einer Molekel CO, 
zur Kohlenhydratstufe, so findet man vier Aquivalente des 
reduzierenden Agens; insgesamt werden also 4 Elektronen 
und 3 Molekeln Adenosintriphosphat benotigt. Damit ha- 
ben wir soweit es das CO, betrifft, den gesamten Energie- 
bedarf festgelegt. Jeder Molekel CO,, die in Kohlenhydrat 
umgewandelt werden SOH, mussen wir also 4 Elektronen 
(4 Reduktionsaquivalente) und drei Molekeln Adenosintri- 
phosphat anbieten. Dies alles wird allein durch Licht, d. h. 
durch irgendeine Umwandlung von elektromagnetischer 
Energie, bewirkt. Man kann nun sagen, daR an die Re- 
duktion des Kohlenstoffs auSer der Bildung dieser beiden 
Substanzen keine weiteren Bedingungen an eine photo- 
chemische Reaktion geknupft sind. Gelingt es uns, diese 
beiden Substanzen aus anderen Quellen als der photoche- 
mischen Reaktion zu beziehen, so konnten wir den gesam- 
ten Vorgang ablaufen lassen. Wir durfen annehmen, daR 
dies auch geschieht, vorausgesetzt, die notwendigen En- 
zyme sind vorhanden *). In  der Natur liegt nun tatsachlich 
eine derartige Situation vor. Wir mussen lediglich zur glei- 
chen Zeit und am gleichen Ort hohe Konzentrationen des 
Reduktionsmittels, das nach unserer jetzigen Kenntnis 
TPNH sein kann, sowie Adenosintriphosphat zur Verfugung 
stellen. 

Ablauf des Cyclus ohne Licht 
Neben dem Geschehen in der griinen Pflanze gibt es in 

der Natur nun ein System, in dem eine derartige Situation 
verwirklicht ist. Jedenfalls ist uns nur  dies eine bekannt;  
es handelt sich um eines der photosynthetisierenden Pur- 
purbakterien, die CO, mit molekularem Wasserstoff redu- 
_ _ _ ~  

3, R .  Clinton Fuller, unveroffentl. Beobachtungen aus unserem 
Laboratorium. 

4, E .  Racker Nature [London] 775 249 [1955]. 
*) Inzwischen' konnte E.  R a k e r 4 )  eink solche C0,-Fixierung in vitro 

durch Verwendung der spezifischen Enzyme demonstrieren. Un- 
t e r  dem EinfluB eines Gemisches von loslichen Enzymen kann 
CO1 bis zu Zucker reduziert werden, wenn TPNH als Reduktions- 
mittel und Adenosintriphosphat als Energiequelle verwendet 
werderl . 

zieren, jedoch keinen Sauerstoff entwickeln. Die Bilder 
17 und 1 8 5 )  zeigen, da8 die C0,-Reduktion entweder durch 
Licht oder aber durch ein chemisches Oxydationssystem 
bewirkt werden kann. Der zur Diskussion stehende 
Organismus ist das Purpurbakterium Rhodopseudomonas 

Rhodopswdomonas rapsulolvs 

'50 i I I I 

1 %  
25t / 

ro 20 so w 50 60 70 80 
Ea3.n Zeit(min) 

Bild 17 
Photoreduktion von CO, durch Purpurbakterien 

capsufatus. Der anfangliche Anstieg entspricht der licht- 
bedingten C0,-Reduktion, die Wasserstoff als reduzieren- 
des Agens und auljerdem Licht erfordert. Nach Ab- 
schalten des Lichtes wird die C0,-Reduktion unter- 
bunden. Bild 18 zeigt den gleichen Organismus bei Dun- 
kelfixierung, bei der er nur Helium und Wasserstoff erhalt. 
Die anfangliche Fixierung kommt wegen der schnell ein- 
tretenden Sattigung zum Stillstand. In  gleicher Weise wie 
das Licht setzt zugefuhrter 0, die Fixierung wieder in Gang. 

Rhodopeudomonas copsulaTus 

ro M 30 40 so 60 70 
m l  Zeit f min ) 

Bild 18 
Chemische Reduktion von CO, durch Purpurbakterien 

Die Intermediarprodukte sind im Dunkeln weitgehend die- 
selben. Der Wasserstoff liefert hierbei wahrscheinlich die 
notige Reduktionsenergie; Sauerstoff oxydiert einen Teil 
des Wasserstoffs und bildet Adenosintriphosphorsaure. 
Beide zusammen halten dann den C0,-Cyclus in Gang. 
Wenn Wasserstoff mit seinem groBen Potential Reduk- 
tionsmittel ist, scheint die primare Funktion des Lichtes 
in der Erganzung des notwendigen Oxydationsmittels fur 
die Bildung des Adenosintriphosphates zu bestehen. 

Der Quantenbedarf 

Um den kleinsten Quantenbedarf der Photosynthese auf 
Grund der bisher gewonnenen Kenntnisse uber den detail- 
lierten Mechanismus des Prozesses bestimmen zu konnen, 
mussen wir, hinsichtlich der Wechselwirkung von elektro- 
magnetischer Strahlung und Materie, zumindest eine 
V o r a u s s e t z u n g  machen. Diese besteht darin, daR ein 
Quant nicht mehr als e i n  Elektron anregen kann. Eine 

~~ 

5, A. 0. M .  Sfoppanl ,  R .  C. Fuller u. M .  Calvin, J. Bacteriol. 
491 [1955]. 

59, 
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Schematisches Diagramin des Apparates fur  die Messring des Quan- 
tenbedarfs der Photosynthese. (C = AlgengefaR; B = Bolometer. 
Q = Wasserbehalter; N = reflektierende Rohre; 0,  = Sauerstoff! 
Analysator.  CO, = Kohlendioxyd-Analysator; A Hahn ;  K = 
Yapillare; 'P, =*Purnpe; D = Kugel;  G = Glasrohr, welches N ,  
en tha l t ;  H ~~ Gummimembran;  J = Rohr z u r  Einfiihrung der  Al- 
gzn; F = Filter;  M : Stromungsmesser; R = opakes Glas; L = 

Lichtquelle) 
- 

6 ,  J .  A. Bassham, K..Shibafn u. M .  Calvin,  Biochem. Biophys. 
Acta /7,  332 119551. 

In  Bild 19 ist ein Schema der verwendeten Apparatur dar- 
gestellt. Bild 20 zeigt die Art der Aufzeichnung, bei der die 
Anzeige beider Analysatoren einem ,,multi-point-recorder" 
zugefuhrt wird. Die Yurven entsprechen den Partial- 
drucken des CO, und des 0,. 

T 
?Omin 

0 0.5 7 
% co, lml 

Bild 20 
Direkt registrierter Gasaustausch bei der  Quantenausbeutebestim- 

mung. Die g a m e  Skala entspricht 1,3 % Anderung in % 0, 

I 

5 I P/R 70 15 verhaltnis Photosynthese : d l  
Respiration(Atmung)in der o; 75io 3b 4b 
these - Messune foleenden 
unmittelbar der Photosyn- m1 4.1~-76 

sitat war die Geschwindigkeit der Photosynthese 10-12mal 
groBer als die der Ruckreaktion, d. h. der Sauerstoff-Absorp- 
tion in der darauffolgenden Dunkelperiode.Wir machen n u n  
die durchaus berechtigte Annahme, dab die 0,-Entwick- 
lung in der gerade vorausgegangenen Lichtperiode nahezu 
den gleichen Wert besitzt wie in dern Moment, da  das Licht 
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weitere notwendige Annahme fur das Verhalten des ange- 
regten Elektrons ist die, daR es durch einen chemischen 
(oder physikalischen) Dismutationsprozen nicht mehr als 
ein Reduktionsaquivalent auf der Stufe des T P N H  er- 
zeugt. Wenn dies der Fall ist, so konnte man, zuruck- 
blickend auf die bereits erwahnten Bedingungen, das Quan- 
tenminimum solch eines Vorganges voraussagen, ohne da- 
bei die Energieausbeute der Sauerstoff-Entwicklung am 
SchluB der Reaktionsfolge in Rechnung zu stellen: wir be- 
notigen vier Elektronen fur  die Reduktion und drei Mole- 
keln Adenosintriphosphat. 

Uber die verschiedenen Wege, auf denen Adenosintri- 
phosphat erzeugt werden kann, wissen wir heute hinrei- 
chend Bescheid. Wir wissen z. B., dal3 durch die Uber- 
tragung von zwei Elektronen vom DPNH auf ein Atom 
Sauerstoff, d. h. einem halben Mol O,, schatzungsweise 
zwei oder drei Molekeln Adenosintriphosphat gebildet wer- 
den. Man kann daher annehmen, daO, wenn die Gesamt- 
energie fur den Ablauf des Cyclus nur vorn Licht getragen 
wird, der miniale Quantenbedarf 6 betragt - namlich 
vier Elektronen fur  die Reduktion und zwei weitere fur  drei 
Molekeln Adenosintriphosphat. Es muRte aber, unter 
der Voraussetzung, daR fur die Erzeugung der drei Adeno- 
sintriphosphat-Molekeln andere Quellen als das Licht zur 
Verfiigung stehen, moglich sein, Bedingungen zu finden, 
unter denen der Quantenbedarf fur  die C0,-Reduktion 
und die Sauerstoff-Entwicklung nur 4 betragt. In  einer 
Arbeit konnten wir diese Bedingungen tatsachlich reali- 
sieren6). Die Q u a n t e n a u s b e u t e  ergab sich rein zu- 
fallig. Es stand uns eine Apparatur zur Verfugung, in der 
eine direkte Messung der 0,-Entwicklung, und zwar nicht 
mittels des Gasdruckes sondern auf Grund der paramagneti- 
schen Eigenschaften des Sauerstoffes, unzweideutig mog- 
lich war. Fernerhin konnten wir die Menge des absorbier- 
ten Kohlendioxyds durch Bestirnmung seines Infrarot- 
spektrums in der Gasphase direkt erfassen; auch hier war 
also keine Druckmessung erforderlich. Durch solche di- 
rekte Messung der Gasentwicklung und -absorption konn- 
ten wir den Quantenbedarf fur die 0,-Entwicklung unter 
verschiedenen Bedingungen ermitteln. Die Bestimmung 
der Lichtabsorption gelang ohne grol3e Komplikationen 
durch Streuung (Verwendung eines sehr flachen Systems !). 

W - - 
rimm Bild 19 

Schematisches Diagramin des Apparates fur  die Messring des Quan- 
tenbedarfs der Photosynthese. (C = AlgengefaR; B = Bolometer. 
Q = Wasserbehalter; N = reflektierende Rohre; 0,  = Sauerstoff! 
Analysator.  CO, = Kohlendioxyd-Analysator; A Hahn ;  K = 
Yapillare; 'P, =*Purnpe; D = Kugel;  G = Glasrohr, welches N ,  
en tha l t ;  H ~~ Gummimembran;  J = Rohr z u r  Einfiihrung der  Al- 
gzn; F = Filter;  M : Stromungsmesser; R = opakes Glas; L = 

Lichtquelle) 
- 

6 ,  J .  A. Bassham, K..Shibafn u. M .  Calvin,  Biochem. Biophys. 
Acta /7,  332 (19551. 

In Bild 19 ist ein Schema der verwendeten Apparatur dar- 
gestellt. Bild 20 zeigt die Art der Aufzeichnung, bei der die 
Anzeige beider Analysatoren einem ,,multi-point-recorder" 
zugefuhrt wird. Die Yurven entsprechen den Partial- 
drucken des CO, und des 0,. 

Bild 20 
Direkt registrierter Gasaustausch bei der  Quantenausbeutebestim- 

mung. Die g a m e  Skala entspricht 1,3 % Anderung in % 0, 

Aus dem Volumen des Systems konnen wir exakt auf das 
pro Minute absorbierte oder entwickelte Gas schlieBen. 
Aus dem absorbierten Licht konnen wir weiterhin den 
Quantenbedarf berechnen. Das Ergebnis ist in Bild 21 
dargestellt. Die ausgefullten 
Punkte zeigen den schein- 
baren Quantenbedarf fu r  
die 0,-Entwicklung ohne 
Korrektur an. Ohne irgend- 
welche Voraussetzungen zu 
machen, ist hier lediglich 
die Zahl der entwickelten 
Molekeln 0, durch die Zahl 
der in derselben Zeit absor- 
bierten Lichtquanten divi- 
diert worden. Wie mansehen 
kann, sinkt bei groljer Licht- 
intensitat (q ist die Zahl der 
pro Sekunde absorbierten 
Quanten) der Quantenbe- 
darf auf etwas weniger als 
8 (ca. 7-7,5). Die P/R-Skala 
gibt das Geschwindigkeits- 
verhaltnis Photosynthese : 
Respiration (Atmung) in der 
unmittelbar der Photosyn- 
these - Messung folgenden 

Bereiche groBer Lichtinten- 
Dunkelperiode wieder. Bild 21. Quantenbedarf der 

Photosynthese bei Chlorella 

sitat war die Geschwindigkeit der Photosynthese 10-12mal 
groBer als die der Ruckreaktion, d. h. der Sauerstoff-Absorp- 
tion in der darauffolgenden Dunkelperiode.Wir machen nun 
die durchaus berechtigte Annahme, dab die 0,-Entwick- 
lung in der gerade vorausgegangenen Lichtperiode nahezu 
den gleichen Wert besitzt wie in dern Moment, da  das Licht 
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abgeschaltet wird; addieren wir jetzt den Betrag der Re- 
absorption zur 0,-Entwicklung hinzu, so entspricht der 
Quantenbedarf den Werten der offenen Punkte. Wird, 
relativ zur Photosynthese, die Atmung groI3er und groBer, 
so sinkt der Quantenbedarf kontinuierlich ab. Wie man 
sieht, wird auf relativ kleine Photosynthese extrapoliert, 
der Wert 4 erreicht *). Unter diesen Bedingungen wird das 
Licht - oder die aus den Quanten entwickelten Elektronen 
- nicht zur Adenosintriphosphat-Bildung benutzt; die 
Elektronen konnen ausschlieI3lich fur  den Reduktionspro- 
zeB verwendet werden, so daB der Quantenbedarf diesen 
niedrigen Wert von 4 einnimmt. Wird jedoch die Ge- 
schwindigkeit der Reduktion so groB, dal3 entweder die 
Geschwindigkeit der Adenosintriphosphat-Bildung aurjer- 
lialb der Chloroplasten nicht schnell genug geht, urn diese 
aufrecht zu erhalten, oder die Diffusion ist nicht groll genug 
und Adenosintriphosphat mu6 a m  Orte der Reduktion er- 
zeugt werden, dann mussen wir einige aus dem photo- 
chemischen ProzeB resultierende Elektronen zur Adenosin- 
triphosphat-Bildung verwenden und die Quantenausbeute 
wird absinken, d. h. die Zahl der benotigten Quanten nahert 
sich einem Wert von 7. 

Dies scheint eine sehr brauchbare und gute Bestatigung 
der bisher betrachteten Vorstellung zu sein. Wie die Elek- 
tronen durch das Licht gebildet werden und wie im Be- 
darfsfalle Elektronen in Adenosintriphosphat umgewan- 
delt werden, wissen wir noch nicht, wir haben jedoch einige 
anregende Hinweise. 

Umwandlung der Quanten 

Es wurde bisher nur  die Reduktion des CO, betrachtet. 
Da dieses System aber von der Sauerstoff-entwickelnden 
Reaktion vollig getrennt zu sein scheint, konnte man an- 
nehmen, daB man aus der C0,-Reduktion keine Aussagen 
uber die lichtabhangige Bildung der Elektronen und des 
Adenosintriphosphates machen kann. Zwischen diesen bei- 
den Prozessen mu8 aber offensichtlich eine enge Verbin- 
dung bestehen; durch geeignete Beobachtungen war es uns 
moglich, einen Punkt zu erkennen, a n  dem der Kohlenstoff- 
Reduktions-Cyclus mit dem photochemischen Prozerj di- 
rekt in Verbindung steht. Dies wird in Bild 22 gezeigt, 
wo unter anderem wiederum der Cyclus abgebildet ist. Das 
Quant wird zunachst vom C h l o r o p h y l l  absorbiert und 

daraufhin in etwas unigewandelt, woraus das reduzierende 
Agens [HI und das oxydierende Agens [0] resultieren. Das 
reduzierende Agens kann Glycerinsaure zu Triose redu- 
zieren. Ein Teil des reduzierenden Agens wird wahrschein- 
lich mit Sauerstoff selbst oder aber mit Zwischenproduk- 
ten auf dem Wege zum Sauerstoff zur Bildung des Adeno- 
sintriphosphates herangezogen, da dieser Prozerj fur den 
Ablauf des Cyclus unerlarjlich ist. Bis zu diesem Punkt 
sind es die schon behandelten Vorgange; die nun folgenden 
Beobachtungen betreffen das Verbindungsglied zwischen 
den1 photochemischen Apparat und dem Yohlenstoff- 
Cyclus - namlich das [HI. Wir wollen sehen, welche Aus- 
kunfte wir aus dem Studium dieses Verbindungsglieds 
fur den Mechanismus der Quantenurnwandlung erhalten 
konnen. 

Hemmung des Eintritts von Verbindungen in den 
Tricarbonsaurecyclus durch das Licht 

In dem folgenden Experiment wurde die Veranderung 
des stationaren Zustandes bei p l o t z l i c h e m  W e c h s e l  d e r  
B e d i n g u n g e n  untersucht. Dem in Bild 23 abgebildeten 
Ergebnis liegt die gleiche Versuchsanordnung wie der zu 
Beginn beschriebenen Untersuchung zugrunde, nur wurde 
das Augenmerk auf andere Verbindungen gerichtet. 

likht: 5 ro 75- licht:U f 
Dunkel: 0 I 2  5 I0 

Zeitderhnwirkuq von '%0, inmiri 
Bild 23 

Wirkung von Licht und Dunkel auf die Bildung von Saccharose, 
Apfelsaure, Glutaminsaure und Citronensaure 

Bild 22 
Vorgeschlagener Cyclus fur die Kohlenstoff-Reduktion 

bei der Photosynthese 

Schenken wir hier vornehmlich der G l u t a r n i n s a u r e  und 
der C i t r o n e n s a u r e  Beachtung, so finden wir, da8 im 
Licht die Bildungsgeschwindigkeit dieser beiden markier- 

~~ 

*) Dieser Quantenbedarf von 4 bei kleiner Photosynthese-Geschwin- 
digkeit ist in keiner Weise mit  den Werten von 3 bis 4 nach War-  
burp und Mitarbeitern bei sehr hohem P/R-Verhaltnis ( > 20) zu  . .  
verileichen7). 

turforsch. 86,  675 [19531. 
7 ,  0. Warburg, G .  Krippahl,  W .  Buchholz 11. W .  Schroder,  Z .  Na- 

Kohlenhydrote 
Proteine 1 FeVe 1 

Bild 24 
r i i 7 i n T  

Scheniatische Beziehungen zwischen den1 Photosynthese-Cyclus, dem 
Tricarbonsaure-Cyclus und den Speicherprodukten in der Pflanze 

ten Produkte recht klein ist. Mi t  den1 Abschalten des 
Lichtes steigt aber die Bildungsgeschwindigkeit dieser Ver- 
bindungen unverzuglich urn das mehrfache an. Glutamin- 
saure und Citronensaure sind nun Substanzen, die mit den1 
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Bild 26 
Mechanismus der photochemischen Kontrolle der Beziehungen 

zwischen Photosynthese-Cyclus und Tricarbonsaure-Cyclus 

Bild 27 
Einige Beziehungen zwischen dem Photosynthese-Cyclus und dem 
Atmungscyclus. (---- oxydative Stufen;  - reduzierende (photo- 
synthetische) Stufen ; P E B T S  = Phosphoenolbrenztraubensallre) 

Krebs-Cyclus eng verknupft sind. Sche- 
matisch beschreibt Bild 24 die gefundenen 
Tatsachen. Hier ist einmal der bereits 
besprochene Photosynthese - Cyclus und 
zum anderen der Tricarbonsaure - (oder 
Krebs -)Cyclus, dessen Einzelheiten in 
Bild 25 gezeigt sind, abgebildet. Wahrend 
Citronensaure und Glutaminsaure im Tri- 
carbonsaure-Cyclus liegen oder mit ihm in 
Verbindung stehen, enthalt der Photo- 
synthese-Cyclus keine dieser beiden Sub- 
stanzen; wie wir aber gesehen haben, 
bildet er Phosphoglycerinsaure und Zuk- 
ker. Diese direkten Produkte des Photo- 
synthese - Cyclus werden wahrscheinlich 
in Kohlenhydrate, EiweiRe und Fette 
uberfuhrt und gelangen im Endeffekt 

in den Tricarbonsaure-Cyclus. Dies ist der Hauptweg im 
r Licht. Nimrnt man das Licht aber nun fort, so wird un- 

mittelbar eine direkte Verbindung zwischen den beiden 
Kreislaufen hergestellt und Phosphoglycerinsaure kann 
direkt in die Komponenten des Tricarbonsaure-Cyclus 
ubergehen. Die Bilder 25, 26 und 27 zeigen diesen Mecha- 
nismus in allen Einzelheiten. Bild 25 zeigt den Tricarbon- 
saure-Cyclus und wie der Kohlenstoff uber die Kondensa- 
tion von Oxalessigsaure und Coenzym A zu Citronensaure 
in den Cyclus gelangt. Wir sind somit bei einer der bespro- 
chenen Komponenten angelangt. l m  weiteren Verlauf 
wird diese dann in Glutaminsaure uberfuhrt. Die Frage 
ist nun, wie Glycerinsaure zu A c e t y l - C o e n z y m  A um- 
gewandelt wird. Dies muR j a  sehr schnell im Dunkeln und 
langsam im Licht geschehen. Glucklicherweise haben wir 
einige Anhaltspunkte fur die Bildung von Acetyl-Coenzym A 

aus Glycerinsaure, was in Bild 26 
dargestellt ist. Die Phospho- 
glycerinsaure wird dephosphory- 
liert und in Brenztraubensaure 
uberfuhrt; letztere reagiert dann 
mit einem Enzymsystem, dessen 
prosthetische Gruppe die a -  L i -  
p o n s a u r e  ist, woraus Acetyl- 
a-liponsaure und Kohlendioxyd 
resultieren. Die Acetyl-a-lipon- 
saure unterliegt dann einer ,,Urn- 
esterung" a m  Schwefel mit Co- 
enzym A. Es  werden reduzierte 
a-Liponsaure und Acetyl-Coen- 
zyrn A gebildet, welches dann 
nach dern in Bild 27 aufgezeich- 
neten Weg in den Citronensaure- 
Cyclus eintritts). 

Wie wird nun dies durch das 
Licht bewirkt? Die in Bild 26 
gezeigte Reaktion ist die Tur  
fur  den Eintri t t  des Kohlenstoffs 
in den Tricarbonsaure - Cyclus. 
Wird diese Tur  durch Entfernen 
oder durch Reduktion des Di -  
s u I f  i d s geschlossen, so kann 
damit das Auftreten von rnar- 
kiertem Kohlenstoff aus dern 
Photosynthese-Cyclus im Citro- 
nensaure-Cyclus verringert wer- 
den. Demzufolge nehmen wir 

') J .  A. Bossham u. M. Calu ln :  ,,Photosynthesis" ein Kapitel i n  
,,Currents in Biochemical Research", 1nterscia;ice Publishers, 
Inc. (im Druck). 

- I . l  

____ -~ 
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an, dal3 das Licht das Gleichgewicht von der Disulfid- 
zur Dithiol-Form verschiebt, indem es eine Reaktion 
rnit anderen Substanzen als Brenztraubensaure, wahr- 
scheinlich mit Wasser induziert. Im Dunkeln wird das 
Dithiol durch Oxydation zum Disulfid zuriick iiberfiihrt 
und die Pyruvat-Oxydase kann wieder arbeiten. Dieses 
System ist rnit einem V e n t i l  zu vergleichen, welches durch 
L i c h t  g e s c h l o s s e n  wird und welches eine Kontrolle uber 
den direkten Eintritt des Yohlenstoffs vom Photosynthese- 
Cyclus in den Tricarbonsaure-Cyclus ausiibt. Weiterhin 
drangt sich die Annahme auf, daR das Disulfid mit dem 
Elektronen-Acceptor der photochemischen Reaktion eng 
verwandt, wenn nicht gar rnit ihm identisch sei. Tatsach- 
lich geben eine Reihe von Versuchen Hinweise dafiir, daR 
diese Annahme zu Recht bestehen konnte. 

a-Liponsaure-Effekte 

Bereits vor Iangerer Zeit konnte durch Belichtung von 
Grana, Chloroplasten oder ganzen Algen in Gegenwart 
eines geeigneten Elektronen-Acceptors (oxydierendes 
Agens), der nicht CO, ist, aus Wasser Sauerstoff entwickelt 
werden (Hill-Reaktion). Als Beispiel sei das C h i n o  n 
angefuhrt : 

H,O + O=/=\-O h-J HO ,/ O H  + !. 0, \=/- [ C ]  \=/ 

Bei dieser Reaktion bedeutet [ C ]  eine Chlorophyll enthal- 
tende Struktur rnit einem Minimum an GroDe und Organi- 
sation. Wenn nach der obigen Annahme a-Liponsaure oder 
eine aus ihr abgeleitete Verbindung mit dem photochemi- 
schen Teil in enger Verbindung steht, sollte durch deren 
Zufiihrung zu einem geeigneten System ein Anstieg der 
Quantenausbeute fur die Sauerstoff-Produktion erwartet 
werden. Dies wurde in der T a t  beobachtets). Das durch 
Zufiihrung von a-Liponsaure resultierende Ansteigen der 
Quantenausbeute bei der Sauerstoff-Produktion wird aber 
nur unter Bedingungen erreicht, in denen der Elektronen- 
Acceptor die geschwindigkeitsbegrenzende GroRe ist. 

Bild 289) zeigt das Ansteigen der Quantenausbeute bei 
Zugabe von a-Liponsaure zu einem Sauerstoff-produzie- 
renden System, in dern Chinon der Elektronen-Acceptor 
ist. Dieses System arbeitet nur unter Bedingungen, bei 
denen der Elektronen-Acceptor den geschwindigkeits- 
begrenzenden Faktor darstellt; somit kann die a-Lipon- 
saure zwar der Elektronen-Acceptor sein, braucht aber 
nicht als Acceptor fur den aus dem Wasser stammenden 

160 r - -  

o m i t e  -ltponsaure 
0 Kontrolle 

:y, , , , , , , , 

5 70 75 20 25 30 35 40 45 
Behchtungszeit in min --c lx-9iEm 

Bild 28 
Effekt der a-Liponsaure auf die Geschwindigkeit der Sauerstoff- 

Entwicklung durch belichtete Algen in Gegenwart von Chinon 

Sauerstoff zu fungieren. Pro Mol zugesetzter a-Liponsaure 
kann tatsachlich die Geschwindigkeit relativ zum Chinon 
um das lOfache ansteigen, woraus hervorgeht, dab Lipon- 
saure fur diesen ProzeB einen wesentlich hoheren Wir- 
kungsgrad aufweist, obwohl thermodynamisch gesehen die 
Reduktion erschwert ist. 

Obgleich somit gezeigt ist, da8 die a-Liponsaure zwi- 
schen der Lichtaktivierung und der Reduktion des Chinons 
eingeschaltet sein kann, und tatsachlich ist, wird aber da- 
mit nicht die Frage beantwortet, ob ein vermittelndes 
Glied zwischen der Lichtaktivierung und der Reduktion 
der a-Liponsaure existiert. Bei Versuchen mit Lichtblit- 
zenlo) (etwa 200 Mikrosekunden Blitzdauer) iiber die be- 
schleunigende Wirkung der a-Liponsaure wurden die Dun- 
kelperioden zwischen den Blitzen geniigend lang gehalten, 
so daR keine der nicht unmittelbar mit dem photoaktivier- 
ten Zustand in Zusammenhang stehenden Reaktionen ge- 
schwindigkeitsbegrenzend war. Diese Experimente gaben 
aber keine klare Antwort, zum Teil weil die Lichtintensi- 
t a t  pro Blitz nicht geniigend groR war um eine Sattigung 
zu erreichen. Sie gaben jedoch ein Anzeichen dafiir, daR 
auf Grund der vorliegenden a-Liponsaure-Konzentratio- 
nen 11) die Lebensdauer des angeregten Elektronenzustan- 
des in der natiirlichen Chlorophyll-enthaltenden Struktur 
[C] langer als bei samtlichen bisher untersuchten moleku- 
laren Losungen von Chlorophyll sein miiBte. Es mu8 hier 
besonders darauf hingewiesen werden, daR diese Annahme 
nur notwendig ist, wenn die a-Liponsaure d i r e k t  in den 
Mechanismus der Sauerstoff-Entwicklung wie auch in den 
der Reduktion eingreiftI2). Die urspriingliche Vorstel- 
lung13) iiber ihre Funktion bezog sich jedoch nur auf die 
Reduktion zum Dithiol, d. h. auf ihre Rolle als Elektronen- 
Acceptor. Eine Trennung der Funktionen findet aber ne- 
ben anderen Beobachtungen eine weitere Stutze in der 
offensichtlichen Unempfindlichkeit der Hill-Reaktion mit 
Chinon gegen Que~ksi lber-Vergif tung~~).  Wir geben daher 
den Gedanken auf, daR a-Liponsaure Acceptor sowohl fur  
den Wasserstoff als auch fur den Sauerstoff bei der Was- 
serspaltung ist und vertreten die Ansicht, dab sie nur den 
Wasserstoff, d. h. d i e  E l e k t r o n e n  a u f n i m m t .  Wenn 
wir weiterhin annehmen, daR irgendeine andere Verbin- 
dung als Sauerstoff-Acceptor fungiert, oder die Elektronen 
vom Sauerstoff wegnimmt, dann ist die Situation geret- 
tet, und wir erhalten unter diesen Voraussetzungen die 
a-Liponsaure als alleinigen Acceptor von angeregten Elek- 
tronen. Unter diesen Voraussetzungen mu8 dann etwas 
anderes als Elektronen-Donator in Betracht gezogen wer- 
den; mit anderen Worten heifit dies, man muD nach dem 
Acceptor des positiven ,,Lochs" suchen, welches nach dem 
Entfernen des angeregten Elektrons zuruckbleibt. 

Wir gelangen so zu einer Vorstellung, die nicht nur Vor- 
bilder in der Physik und Physikochemie hat und den groR- 
ten Teil, wenn nicht alle Schwierigkeiten beseitigt, denen 
wir bisher begegnet sind (das gleiche ist auch fur hier nicht 
genannte Ergebnisse zutreffends)), sondern die daruber hin- 
aus eine Funktion fur die durch neuere Untersuchungen be- 
kannt gewordene M i k r o s t r ~ k t u r l ~ )  (Lamellenausbildung 
auf makromolekularer Basis) der Untereinheiten (Grana)15) 
der Chloroplasten vermittelt. Sie beruht auf der Annahme, 

lo) D.  F .  Bradley u. M .  Calvin,  Proc. nat.  Acad. Sci. USA 74, 563 
[ 19551. 

11) Die Bestimmung gelang durch Messung der biologischen Aktivi- 
tat fur  das Wachstum von Propionat-gehemmtem S. faecafis.  
R. C .  Fuller unveroffentl. Messungen aus unserem Laboratorium. 

12) Siehe I .  A. 'Barltrop. P .  M .  Haves  u. M .  Calvin.  .I. Amer. chem. 

. 

0 )  D. F .  Bradley 11. M .  Calvin,  Arch. Biochem. Biophys. 53, 99 
[1954]. 
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dafi das Chlorophyll photochemisch nicht als einzelne 
Molekel reagiert, sondern als o r g a n i s i e r t e s ,  o r i e n t i e r -  
t e s  A g g r e g a t  in Funktion tritt16). Bei der Lichtabsorp- 
tion geht in diesem Aggregat ein Elektron vom molekula- 
ren Njveau in ein Leitfahigkeitsband uber. Bild 298) ent- 

halt eine schematische Darstellung dieser Annahme, in der 
gleichzeitig die Beziehungen zum Photosynthese-Cyclus, 
zum Webs-Cyclus, zur Sauerstoff-Entwicklung und dem 
Phosphorylierungsmechanismus (Adenosintriphosphat-pro- 
duzierendes System) aufgezeichnet sind. Die durch Lichtein- 

wirkung erzeugten Elektronen und ,,Lecher" 
werden sofort durch ein vorhandenes elektri- ,.,. 
sches Feld (etwa derart, wie es an einer 
n-p-Verbindung in einem Halbleiter vorliegt) 
auf die entgegengesetzten Seiten der laminaren 

Bild 29a 
Vorschlag fur den Aufbau des photochemischen Apparates und seine 
Beziehung zu anderen Funktionen. (---- oxydative oder Atmungs- 
wege; - reduktive oder photosynthetische Wege; ATP = Adeno- 
sintriphosphorsaure; RUMP = Ribulosemonophosphat; RuDP == 

Ribulosediphosphat; PERTS-Phosphoenolbrenztraubensaure) 

Struktur getrennt. Die an den ,,Elektroden" 
stattfindenden Reaktionen sind an den Seiten 
des dreischichtigen Diagramms dargestellt 
(Bild 29b). 

Eines der Hauptprobleme, worauf diese 
Annahme eine Antwort gibt, ist die L e b e n s -  
d a u e r  d e s  a n g e r e g t e n  Z u s t a n d e s .  Wegen 
des Wirkungsgrades und der Kinetik des pho- 
tochemischen Prozesses sprechen bekanntlich 
viele Argumente entweder fur  eine lange 
Lebensdauer des angeregten Zustandes, oder 
dafur, dafi der Umwandlungsfaktor ~ d. h. 
der Energieacceptor - in einer Konzentra- 
tion in der GroRenordnung des Chlorophylls 
vorliegen muI3. Abgesehen vorn Wasser oder 
verwandtenverbindungen (wie moglicherweise 
Carotinoid-Alkoholen) kennt man keinen Stoff, 

der in dieser Menge vorliegt. Wir stellen darum das 
Wasser an die eine und das Disulfid an die andere Seite 
der Photobatterie (Bild 29). Die in der Chlorophyll- 
Schicht erzeugten Leitungselektronen wandern nun auf 

die eine Seite der Dop- 
pelschicht, worauf die 
,,Lecher" auf der anderen 
durch Elektronenzufuhr 
aus dem Wasser besetzt 
werden. Letzteres ist in 
groRer Menge vorhanden, 
so daB auf diese Weise 
die Ruckreaktion unter- 
bunden wird. Es entstehen 

'"2' somit Ianglebige Elektro- 
\ Cytochrm- nen, die a n  der gegen- 

? \ b  ? \  C 0 j- 7' oxidoSe+'2 iiberliegenden Seite der 
\ Schicht auf die Schwefel- 
'\ PO:-+ADP pro 2 Elektronen ATP Verbindung warten; letz- 

tere durchlauft mehrmals 
ihren Cyclus und nimmt 
dabei alle Elektronen auf. 

Dies ist der neueste Stand unserer Vorstellungen, der in 
ubereinstimmung mit dem grofiten Teil UnSerer heutigen 
Kenntnisse steht. 

PhotosynthetiMer 

Glykolyse -- - -DPNH -,T- -Ffavlne --.- - - -Cykm'mntSystem- - - - -- - - - - + - - - - - 
,----- --- -  - - _ - - - - _ _ _  z - L - - % - . .  
4 2oder3 A7P-Moleh-eh d 

4 4  
\ I  

XHZ,  

[ A718. 29b 1 Xrebs - Cych 

Bild 29b 
Vorschlag f u r  den Aufbau des photochemischen Apparates und seine 
Beziehungen zu anderen Funktionen. (---- oxydative oder At- 

mungswege; - = reduktive oder photosynthetische Wege) 

____ 
la) I n  dieser Hinsicht ahnlich der ,,Photosynthese-Einheit" nach 

R. B. Emerson u. W. Arnold, J. Gen. Physiol. 76, 191 119321 und 
Wohl, New Phytologist 40, 31 [19411. 

(ubersetzt  von H .  Holzer und G .  Jacobi) 
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