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Informationen zu ATP

a) Chemische Struktur

ATP steht fur Adenosin-5‘-triphosphat. Die Base Adenin (grtin) ist N-glykosidisch an
eine Ribose (blau) gekoppelt, die wiederum tber eine gemischte Esterbindung an ih-
rem 5‘-Kohlenstoff mit einem Triphosphat (rot) verbunden ist (siehe Abb. I-1). Die fur
biochemische Reaktionen wichtigen energierei-
chen Bindungen sind mit gelben Pfeilen gekenn- 2
zeichnet. NN
Durch die Phosphatreste erhalt das Molekdl in <\ // »
neutralem Milieu eine stark negative Gesamtla- Q ) ) N

dung. Da es sich hierbei um Derivate der Phos- "O—P

phorsdure handelt, ist die Ladung stark vom pH-
Wert abhangig (siehe b).

OH OH
Abb. I-1: Strukturformel von ATP

b) Chemische Eigenschaften

ATP ist eine vierbasige Saure mit einem Molekulargewicht von 507.21, die in reinem
Zustand als farbloses wasserlosliches Pulver vorliegt. Als 1%ige waRrige Losung hat
sie einen pH von 2 und ist bei 0° C mehrere Stunden stabil. Das Stabilitdtsoptimum
liegt bei pH 9. Als Lagerform dienen seine Alkali- oder Erdalkalisalze (meist Naz-
ATP), um die Stabilitat zu erhdhen.

c) Biochemische Eigenschaften

Die Synthese des ATP im Stoffwechsel ist sehr vielfaltig. Vor allem durch die At-
mungskette in den Mitochondrien wird ATP aus ADP und anorganischem Phosphat
gewonnen (oxidative Phosphorylierung), aber auch bei der Photosynthese durch Pho-
tophosphorylierung.
In lebenden Systemen ist ATP als universeller Energietréager eingesetzt. Durch die
erwahnten energiereichen Phosphodiesterbindungen kann Energie, die bspw. aus
dem Fettsdureabbau stammt, gespeichert und transportiert werden. Diese wird frei-
gesetzt, wenn ATP hydrolysiert wird. Die chemische Energie kann dabei in vielfalti-
ger Weise umgewandelt werden:

» mechanische Energie (Bewegung) in Muskeln, bei Geif3eln und Cilien

» aktiver Transport durch Zellmembranen

» elektrische Energie bei einigen Fischen
Neben energetischen Funktionen sind ATP und seine Derivate auch an regulatori-
schen Prozessen beteiligt. Dazu gehért die Aktivierung der Fettsduren bei ihrem Ab-
bau, der Aminosauren fur die Translation und der Ribonukleinséduren fur die Tran-
skription.

Bestimmung des Phosphatgehaltes

a) Theoretische Grundlagen

Die Abspaltung des freien Phosphats aus ATP erfordert recht drastische MalRnahmen.
Sogar bei einstindigem Kochen mit 2 N Schwefelsdure wird eher die Ringbase als
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das letzte Phosphat abgeldst. Deshalb wird der Phosphatgehalt erst nach totaler Mi-
neralisierung oder enzymatisch (z.B. mit ATPasen) bestimmt.

Die Bestimmung selbst kann tber mehrere Wege geschehen. Enzymatisch verwendet
man z.B. den gekoppelten optischen Test mit NADP+. Allerdings werden daftr drei
Enzyme bendtigt, was eine gewisse Ungenauigkeit mit sich bringt.

Eine haufig angewandte photometrische Bestimmung ist die nach TAUsKY und
SHORR: Durch Komplexierung mit Ammoniumheptamolybdat und anschlieBender
Reduktion mit Eisen(ll)-lonen entstehen tiefblaue charge-transfer Komplexe. Daran
sind zwei unterschiedliche Oxidationsstufen des Phosphomolybdatokomplexes betei-
ligt:

H3[PM012040] +2e +2H* Hs[PM012040]
H3[PM012040] +4e +4H+ = H/[PM01204]

b) Versuchsziele, Aufgaben

Die erste Aufgabe besteht darin, eine Eichkurve mit Verdinnungen einer bekannten
Phosphatlosung aufzunehmen. Anhand dieser Geraden kann die Phosphatkonzentra-
tion einer ATP-L6sung bestimmt werden, die einer Hydrolyse unterzogen wird. Da-
mit erhalt man einen Uberblick tiber die Geschwindigkeit und Starke der Hydrolyse.
Die Werte werden jeweils in einem Diagramm dargestellt.

¢) Versuchsdurchfiihrung

Von der ausstehenden Phosphatlésung (0.05 mM) wird laut Versuchsvorschrift eine
Verdunnungsreihe hergestellt. Nach 25 min werden die Extinktionen der Proben bei
578 nm gegen den Inhalt des ersten Reagenzglases als Referenz gemessen.

Fur die Aufnahme der Hydrolysenkurve werden 6 Schliffreagenzglaser mit je 1.0 ml
0.5%iger ATP-L6sung und 1.0 ml 2 N Schwefelsdure beschickt, die dann in ein sie-
dendes Wasserbad gestellt werden. Nach 3, 5, 7, 10, 15 und 30 min wird je ein Rea-
genzglas entnommen, aus der heiflen Lésung 1.0 ml in einen 25 ml Mel3kolben pipet-
tiert und mit aqua bidest. bis zur Markierung aufgeftllt. Als Leerwert wird 1.0 ml der
ATP-L6sung ebenfalls auf 25 ml verdinnt. Zu den sieben Ansatzen werden je 3.0 ml
des Phosphatreagenzes gegeben und nach 25 min die Extinktion bei 578 nm gemes-
sen.

d) Melergebnisse und Auswertung

Die folgenden Tabellen enthalten zum einen die Daten der Eichkurve (Tab. 11-1), zum
anderen die gemessenen und berechneten Werte der Hydrolysenkurve (Tab. 11-2).

Konz./mM  Extinktion Zeit/min  Extinktion Konz./mM

0.000 0.000 0 0 0

0.025 0.046 3 0.026 0.014

0.050 0.091 5 0.052 0.027

0.075 0.145 7 0.068 0.036

0.100 0.189 10 0.072 0.038

15 0.077 0.041

Tab. 11-1: Eichkurve des Phosphatstandards 30 0.087 0.046

Tab. 11-2: Hydrolysedaten der ATP-L&sung
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(Auswertung)
(Diagramm ,,Eichkurve Phosphat*)
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(Auswertung)

(Diagramm ,,Hydrolysenkurve* aus Excel-File)




Versuch Nummer G-11 BC-Grundpraktikum

e) Diskussion

Aus der Eichkurve 143t sich erkennen, da das LAMBERT-BEERSCHE Gesetz im unter-
suchten Bereich anwendbar ist, da die gemessenen Werte in guter Néherung eine Ge-
rade beschreiben. Der Verlauf der Hydrolysenkurve allerdings entspricht nur teilwei-
se den Erwartungen; die anfangs starke Hydrolyse nimmt zum Ende hin rasch ab,
wodurch eine Art Sattigungskurve entsteht. Wirde die Messung weiter fortgesetzt,
so wurde ungeféhr eine Konzentration von 0.05 mM erreicht. Dieses Ergebnis ist in
zweierlei Hinsicht unbefriedigend. Einerseits sollte pro Mol ATP zunéchst ein Mol
Phosphat abgespalten werden. Beim 5. Ansatz bspw. entspricht das einer Konzentra-
tion von 0.077 mM. Dieser Wert wird nur zu knapp 60% erreicht. Andererseits sollte
unter den Versuchsbedingungen auch noch das zweite Phosphat abgespalten wer-
den, was eine noch héhere Konzentration (und damit Extinktion) bewirkt héatte.

Die Ursachen sind recht vielfaltig. Schlecht durfte vor allem gewesen sein, dal3 trotz
Hinweisen im Skript keine frisch angesetzten Lésungen verwendet worden sind. Da-
durch kann es sein, daf3 die Hydrolyse nur unvollstandig ablaufen konnte. Bei diesen
groflen Abweichungen sind Verdinnungsfehler und ungenaue Zeitmessung eben-
falls wahrscheinliche Fehlerquellen.

lll.  Bestimmung des Ribosegehaltes

a) Theoretische Grundlagen

Zur Quantifizierung einer ATP-LOsung kann neben der Phosphatbestimmung auch
der Ribosegehalt ermittelt werden. Dabei greift man auf eine Farbreaktion zurick, die
vor allem mit Pentosen (z.B. aus Nukleinsduren) gut reproduzierbar verlauft:

HO OH
HO
e o 21 S

OH OH 3H20 2H20 2

——

Xanthen-Farbstoff

Ribose Furfural

HO o)
H,O 2

—

Xanthon-Farbstoff

b) Versuchsziele, Aufgaben

Wie im vorigen Versuchsteil mu auch hier zuerst eine Eichkurve aufgenommen
werden. Anschlieend wird der Ribosegehalt von ATP-Ldsungen verschiedener Ver-
dinnungen bestimmt, woraus auf den ATP-Gehalt riickgeschlossen werden kann.

¢) Versuchsdurchfiihrung

Nach der Tabelle in der Versuchsvorschrift werden die verschieden konzentrierten
Riboseldsungen angesetzt und mit dem Testreagenz (bestehend aus einer waRrigen
Losung von Ammonium-Eisen(ll)-Sulfat und Orcin, versetzt mit konz. Salzsaure) fur
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25 min im siedenden Wasserbad inkubiert. Nach dem Abkuhlen werden die Extinkti-
onen bei 578 nm gegen den ersten Ansatz gemessen.

Um den Ribosegehalt der ATP-Ldsung bestimmen zu kénnen, mufl um den Faktor
100 verdiunnt werden. Von dieser Lésung wird folgende Verdinnungsreihe herge-
stellt:

Ansatz
Reagenz 1 2 3 4 5 6
ATP-L6sung 0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0
aqua bidest. 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0
Testreagenz 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0

Mit diesen Anséatzen wird ebenso verfahren wie mit den Ribosestandards.

d) Melergebnisse und Auswertung

Tab. 111-1 enthalt die Daten fur die gemessene Eichkurve, Tab. 111-2 die Mel3werte der
ATP-L6sung. Am Graphen der Eichfunktion (Seite 8) ist zu erkennen, daR hier nur
bedingt ein linearer Zusammenhang zwischen Extinktion und Konzentration der Ri-
bosel6sung besteht. Dies macht sich deutlich in den Abweichungen der berechneten
ATP-Konzentrationen zu den eingesetzten der Eichfunktion bemerkbar.

Auch die Extinktionen der steigenden ATP-Konzentrationen zeigt qualitativ den glei-
chen Verlauf wie die Eichfunktion, allerdings stellt man grofl3e Abweichungen der Ri-
bosekonzentration (aus Eichkurve berechnet) zur ATP-Konzentration (aus Verdin-
nungen berechnet) fest. Bildet man den Mittelwert der auf 1 Milliliter hochgerechne-
ten Stoffmenge Ribose (8.17 umol, letzte Spalte), so ergibt sich trotz allem nur eine ge-
ringe Abweichung (16%) von der eingesetzten ATP-Menge (9.711 umol).

Konz./uM  Extinktion 10-3% ATP Ess [ATP] /7 uM [Rib] / pM n(Rib) pro ml
0.00 0 0 0 0 0 0
1.66 0.008 2 0.008 4.86 0.39 1.93
3.33 0.044 4 0.071 9.71 3.42 8.54
5.00 0.104 6 0.114 14.57 5.49 9.15
6.66 0.154 8 0.122 19.42 5.87 7.34
8.33 0.183 10 0.159 24.28 7.65 7.65
9.99 0.203 Mittelwert: 8.17

11.66 0.236
13.34 0.265 Tab. 111-2: Bestimmung der Ribosekonzentration
16.65 0.359

Tab. 111-1; Eichkurve Ribose

e) Diskussion

Wie schon angesprochen, sind die Werte nicht besonders zuverlassig. Bedingt durch
die starke Streuung der MelRwerte der Eichfunktion, kann keine genaue gquantitative
Aussage (durch eine Geradensteigung) Uber die tatséachliche Konzentration an Ribose
bzw. ATP gemacht werden. Ein besseres Ergebnis wirde vielleicht eine polynomiale
Annadherung bringen, da beide Kurven einen dhnlichen Verlauf aufweisen (ist das zu-
lassig?).

Zudem kommen dieselben Probleme (alte Losungen, Pipettier- und Verdinnungsfeh-
ler) wie in der vorigen Aufgabe dazu.
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(Auswertung)

(Diagramm ,,Eichkurve Ribose* aus Excel-File)
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(Auswertung)

(Diagramm ,,Ribosegehalt* aus Excel-File)




