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Molekulare Hysterese und ihre kybernetische Bedeutung

Von Eberhard Neumann®™

Die allgemeinen Grundlagen fiir die thermodynamische Analyse von Hystereseerscheinungen
in Lésungen und Suspensionen polyelektrolytischer Systeme werden anhand von Beispielen
molekularer Hysterese in Biopolymeren und Membranen dargelegt. Die fundamentale kyber-
netische Bedeutung metastabiler Zustinde und molekularer Hysterese fiir die physikalische
Interpretation von Lebenserscheinungen wie Gedéchtnisaufzeichnung und biologische Rhyth-

men wird diskutiert.

‘1. Einleitung

»Duas Ziel biologischer Forschung — so glaube ich — ist
letztlich die ,Ubersetzung* der Lebenserscheinungen in sinn-
volle physikalische Grundkonzepte.“ — Aharon K atchalsky!™

Die moderne physikalische Chemie biologischer Makro-
molekiile und Membranen hat ihre Wurzeln in der klassi-
schen Kolloidchemie. Besonders wegen ihrer kolloiddhn-
lichen Eigenschaften wurden hochmolekulare Bestandteile
biologischer Zellen und Gewebe als Biokolloide bezeichnet.
Man hat jedoch bald erkannt, daB} viele der so klassifizier-
ten Zellkomponenten nicht kolloidale Aggregate kleiner
Molekiile, sondern groBe Molekiile kolloidaler Dimensio-
nen sind!!1,

In der Mehrzahl sind biologische Makromolekiile lineare,
langkettige Polymere, deren Monomer-Einheiten unter
physiologischen Bedingungen des pH-Werts (etwa pH 7
bis 8) und der Ionenstirke (etwa 0.15 mol/l) elektrisch
geladen sind. So zihlen zum Beispiel alle Nucleinséuren
und sauren Mucopolysaccharide elektrochemisch zu den
Polyelektrolyten. Auch die ,,Oberflichen” vieler Struktur-
proteine, Enzyme und Biomembranen sind dicht mit elek-
trisch geladenen Gruppen bedeckt und konnen deshalb
als polyelektrolytische Systeme betrachtet werden.

Den elektrochemischen Eigenschaften von Biopolymeren
und biopolyelektrolytischen Molekiilorganisationen wie
Membranen wird neuerdings wachsende Aufmerksamkeit
gewidmet. Denn eine Reihe der die spezifische Organisa-
tion und Funktion dieser Zellkomponenten betreffenden
Merkmale beruht auf den elektrischen Wechselwirkun-

{*] Priv.-Doz. Dr. E. Neumann
Max-Planck-Institut fiilr Biophysikalische Chemie
34 Gottingen-Nikolausberg, Postfach 968

[**] ,Wer ist’s?, Nachr. Chem. Tech. 20 (13), 247 (1972).

430

gen, die sie untereinander und mit ihrer Umgebung aus-
iiben. So kénnen Verdnderungen in Struktur und Funktion
solcher Systeme durch elektrische und elektrochemische
Einfliisse der Umgebung gesteuert und geregelt werden'?!,
Dieser kybernetische Gesichtspunkt gewinnt besonderes
Interesse im Zusammenhang mit einer weiteren bemerkens-
werten Eigenschaft vieler ,,Biokolloide*: der Fihigkeit zu
langlebigen metastabilen Zustdinden.

Es ist eine bekannte Erfahrung der Kolloidchemie, daB
in Kolloiden hoher elektrischer Aufladung héufig thermo-
dynamisch nicht stabile Zustinde und irreversible
Zustandsinderungen auftreten konnen'®. Es sollte daher
nicht iiberraschen, daB auch polyelektrolytische Organisa-
tionen von Biopolymeren und Biomembranen langlebige
metastabile Zustdnde auszubilden vermégen. In einer Rei-
he von Fiillen spiegeln sich nun solche Metastabilitdten
in ausgeprigten Hystereseerscheinungen wider.

Das wohl vertrauteste Beispiel langlebiger Metastabilitit
begegnet uns in den Hystereseschleifen ferromagnetischer
Stoffe. Aber auch in anderen Bereichen der Physik und
Chemie sind Hysteresen weit verbreitet, so z B. bei
Schmelz-Kristallisations-Zyklen von Ammoniumhalogeni-
den oder bei Adsorptions-Desorptions-Prozessen an
pordsen Stoffen. Das hysteretische Verhalten wird in diesen
letztgenannten Fillen makroskopisch mit Poren- und Do-
miinstrukturen gedeutet!*).

Das Wort ,,Hysterese” ist von Ewing geprigt worden, um
die mehrdeutige, von der Magnetisierungsvorgeschichte
abhingige Reaktion von Magneten auf Anderungen des
duBeren elektrischen Feldes zu beschreiben!”!. Der Termi-
nus ist aus dem griechischen votepéw (= nachhinken) abge-
leitet; beispiclsweise hinkt die magnetische Polarisation
bei einem Magnetisierungs-Demagnetisierungs-Zyklus von
Weicheisen der magnetischen Feldstérke nach.

Im Gegensatz zu den lange bekannten makroskopischen
Hysteresen in und an kondensierten Phasen wurde mikro-
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skopische Hysterese einzelner Molekiile in homogener Lo-
sung erst vergleichsweise spat entdeckt. Im Jahre 1956
fanden Cox, Jones, Marsh und Peacocke, daB die potentio-
metrische Siure-Base-Titration von ribosomaler Ribo-
nucleinsdure (rRNA) keine Gleichgewichtskurve, sondern
eine Hystereseschleife fiir den Protonenbindungsgrad als
Funktion des pH-Wertes ergibt!®!. Die intramolekulare
Natur der rRNA-Hysterese konnte kiirzlich nachgewiesen
werden!”),
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Abb. 1. Spektrophotometrische Titration ribosomaler RNA, Absorption
(A) bei 280nm als Funktion des pH-Werts. o: Siuretitration (Kurve
A); o: anschlieBend Basetitration (Kurve B); » : Scanningschleife. Nach
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In Abbildung 1 ist das Ergebnis einer spektrophotometri-
schen Sdure-Base-Titration von IRNA dargestellt. Die Hy-
stereseschleife ist praktisch zeitunabhingig (siche Abschnitt
2)und kann mehrfach ,,umlaufen“ werden. Die Umlaufrich-
tung ist jedoch determiniert: die Titration einer neutralen
Losung mit Sdure ergibt stets den unteren Kurvenast,
die anschlieBende Titration der sauren Losung mit Base
filhrt immer entlang des oberen Asts der Grenzkurve. In-
nerhalb der Grenzschleife konnen Zwischenkurven erhal-
ten werden, die den bekannten Scanning- oder Abtastkur-
ven der magnetischen Hysterese dhnlich sind. Da diese
Zwischenkurven intermediire Systemzustinde widerspie-
geln, kann ,Scanning” im Prinzip zum Abtasten dieser
Zwischenzustiinde benutzt werden. Die Analyse von Scan-
ning-Kurven ist daher eine (neuartige) Methode, Struk-
turuntereinheiten in Biopolymeren wie rRNA in Losung
zu untersuchen!®l,

Zahlreiche Beispiele fiir Hysterese in Losung oder Suspen-
sion sind inzwischen bekannt ; weniger zahlreich sind hinge-
gen Versuche, diese Nichtgleichgewichtserscheinungen zu
analysieren und die physikalische Ursache der zugrundelie-
genden Metastabilitdten zu ergriinden. Tatsdchlich sind
Hysteresen von Physikern und Chemikern fiir lange Zeit
als suspekte Kuriositdt angesehen und offenbar gemieden
worden. Die praktische Zeitunabhingigkeit stabiler Hyste-
rese erschien als Widerspruch zur Richtungsabhingigkeit
des Umlaufs. Gerichtetheit und Anderung mit der Zeit
sind Kennzeichen irreversibler (natliirlicher) Prozesse, wiih-
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rend Zeitunabhingigkeit ein Merkmal fiir den Grenzfall
des Gleichgewichts (und des stationdren Zustands) ist.
Zeitunabhéngige Irreversibilitdt, wie sie in langlebiger Hy-
sterese zum Ausdruck kommt, schien weder mit den Me-
thoden der klassischen Thermostatik noch mit denen der
Nichtgleichgewichtsthermodynamik zugénglich zu sein.

Es ist das Verdienst Aharon Katchalskys, nicht nur zur
begrifflichen Kldrung des scheinbaren Widerspruchs beige-
tragen, sondern auch die fundamentale Bedeutung von
Metastabilitit und Hysterese fiir zentrale Lebens-
erscheinungen wie zum Beispiel Erfahrungsgedichtnis
oder biologische Rhythmen erkannt zu haben!®- 19),

Hysterese ist Ausdruck physikalischen Gedichtnisses, und
bekanntlich werden die Hysteresezyklen ferromagnetischer
und ferritischer Bauelemente in der Technologie der Re-
chenmaschinen zur Speicherung von Information benutzt.

In der Biologie ist der Mechanismus der Gedéchtnisauf-
zeichnung ein noch ungeléstes Problem. Jedoch kann aus
biochemischen und pharmakologischen Studien geschlos-
sen werden, daB in dem vielstufigen ProzeB3 der biologi-
schen Gedichtnisbildung ein physikalischer Teilschritt
(plausibel) ist, der auf der Richtungsabhingigkeit von Hy-
sterese in Makromolekiilen oder Membranen beruht!*!],
Als weiterer dynamischer Aspekt von Hysterese bietet das
Umlaufen der Hystereseschleife im Prinzip eine Moglich-
keit, auf molekularer Ebene iiber Chemodiffusion periodi-
sche Vorgdnge zu erzeugen''® '2!, Diese Erkenntnis ist
nicht nur fiir die Dynamik der Enzymkatalyse, sondern
auch fiir die Versuche, biologische Rhythmen!'3! auf oszil-
latorische chemische Reaktionen zuriickzufiihren, von gro-
em Interesse.

Besonders herausfordernd ist die Beobachtung von Hyste-
rese in Nervenmembranen!'4- 1% Es besteht kein Zweifel
iiber die fundamentale Rolle elektrochemischer Erregbar-
keit von Membranen fiir Kommunikation und Regelung
in allen lebenden Organismen. Jedoch werden die Elemen-
tarprozesse der Erzeugung und Leitung bioelektrischer
Impulse noch wenig verstanden. Es ist bemerkenswert,
daB nach Adams molekularer Theorie der Nervenerregung
die Auslosung der Aktionspotentiale iiber (kurzlebige) me-
tastabile Zustinde der Nervenmembran erfolgt('®!,

Aus diesen kurzen Hinweisen geht hervor, daB3 sich das
Studium von Metastabilitdt und molekularer Hysterese,
wie sie bei Makromolekiilen und Membranen in Losung
und Suspension beobachtet wird, in die Bemiithungen ein-
ordnen l4Bt, einige ,.biologische Erscheinungen auf physika-
lisch-mechanistische Grundkonzepte zuriickzufiihren“!®).

2. Thermodynamik der Hysterese

2.1. Hysterese und Metastabilitiit

Um die speziellen dynamischen Eigenschaften von Hystere-
se zu verstehen, miissen wir tiefer in die Natur metastabiler
Zustinde eindfingen. Wo immer langlebige Hysteresen
auftreten, zeigen sie thermodynamisch metastabile Zustén-
de und kooperative Nichtgleichgewichtsiiberginge an. Wie
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die makroskopischen Hystereseerscheinungen in und an
kondensierten Phasen, scheint auch molekulare Hysterese
in Losung oder Suspension an Doménstrukturen gebunden
zu sein. Unter einer Domine versteht man allgemein eine
Struktureinheit oder einen Strukturbereich, dessen Ele-
mentareinheiten ihren Ordnungszustand kooperativ, d. h.
als Gesamtheit verindern konnen, Kooperative Struktur-
dnderungen in Biopolymeren und Membranen kodnnen
thermodynamisch als ,diffuse® Phasenumwandlungen
klassifiziert und mit guter Ndherung als Phaseniiberginge
1. Ordnung behandelt werden!!” 201

Phasenumwandlungen sind erfahrungsgemif oft an die
Uberwindung von Energiebarrieren gebunden, welche
Hemmungen der Keimbildung oder des Keimwachstums
bewirken. Um nun Gleichgewichtsumwandlungen zu reali-
sieren, miissen diese Nucleations- und/oder Propagations-
barrieren verkleinert werden, etwa durch Schaffung von
Keimbildungszentren. Falls dies jedoch unter gegebenen
Bedingungen nicht mdglich ist, weicht das System in me-
tastabile Zustandsbereiche aus. So sind z. B. Uberhitzungs-
und Unterkiihlungserscheinungen bei thermischen Pha-
seniibergidngen Manifestationen von Umwandlungsbarrie-
ren.

Thermodynamisch kann das Umwandlungsverhalten ko-
operativer Systeme mit metastabilen Zustéinden durch eine
Zustandsfunktion y(x) vom van-der-Waals-Typ beschrie-
ben werden!?!!. Eine solche Funktion ist in Abbildung
2a fiir die Umwandlung einer Domine zwischen zwei
Zustdanden I und 11 schematisch dargestellt. Zwischen den
beiden stabilen Asten dieser Zustandskurve ist ein (gestri-
chelt gezeichneter) nicht realisierbarer Instabilitdtsbereich.
An der Stelle x(G) befindet sich zwischen B und D der
Gleichgewichtsiibergang I=II.

A950.2

Abb. 2. a) Schematische Darstellung einer Phasenumwandlung. I, II:
stabile Zustinde; III, IV: metastabile Zustinde. y: interner Parameter,
z. B. Volumen oder ReaktionsausmaB; x: externer Parameter, z. B. Tempe-
ratur oder pH-Wert. Vgl. Text. b) Zeitverlauf y(t) nach einer Anderung
x(G)—-x{C); siehe Text,

Wenn nun geniigend hohe Energiebarrieren eine Gleichge-
wichtsumwandlung verhindern, kdnnen Zustandsdnderun-
gen nur nach Passieren metastabiler Bereiche stattfinden.
Zustand 1 ist metastabil zwischen B und 2, Zustand II
ist metastabil zwischen D und 4. Die tatsidchlichen Pha-
seniibergidnge sind einseitig gerichtet und irreversibel; sie
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erfolgen bei verschiedenen Werten fiir x. Bei x(1) ist der
Ubergang von I nach 11 (zwischen 2 und 3); der Ubergang
von II nach I (zwischen 4 und 1) erfolgt jedoch bei x(II).
Damit legen die irreversiblen Phaseniiberginge eine Um-
laufrichtung fiir die Hysterese fest: 1 52—-3—-4-1.

Das Auftreten von Hysterese ist nicht an die Bedingung
von Metastabilitit fiir beide Zustinde I und II gekniipft.
Es ist ausreichend, wenn nur ein Zustand Metastabilitét
entwickeln kann, z. B. Zustand II im Zustandsbereich TV.
Fiir diesen Fall ist der Ubergang IV nach I irreversibel,
und die Umwandlung von I nach II vollzieht sich auf
dem Gleichgewichtsweg bei x(G).

Wie aus Abbildung 2 ersichtlich, ist im Hysteresebereich
zwischen den Umwandlungspunkten der interne Parameter
y keine ein-eindeutige Funktion der duBeren Variablen
x. Im Gegensatz zu Gleichgewichtskurven sind bei Hystere-
se jedem Wert von x zwei Werte von y zugeordnet. Je
nach Ausgangszustand, I oder II, und Richtung der Ande-
rung von x, befinden wir uns entweder auf dem oberen
oder unteren Ast der Zustandsfunktion. Das System ,,erin-
nert* sich im Hysteresebereich an seine Vorgeschichte,
an die Richtung des Weges, auf dem die Zustandsédnderung
erreicht wurde. Es ist nun diese einfache Form des Wegge-
dichtnisses, das Hysterese von einem Gleichgewicht unter-
scheidet. Danach ist ein Gleichgewichtszustand ,,ged%cht-
nislos*. Wohl kann Gleichgewicht auf verschiedenen We-
gen erreicht werden; hat sich der Gleichgewichtszustand
jedoch einmal eingestellt, ,,vergiBt“ das System vorher-
gegangene Verdnderungen. Der gedédchtnislose Zustand
des Gleichgewichts ist somit das tote Ende aller wegabhén-
gigen, irreversiblen Prozesse!®.

Abrupte, irreversible Ubergiinge sind charakteristisch fiir
das Umwandlungsverhalten einer einzelnen Doméne. In
einem System von Dominen unterschiedlicher Stabilitdt
fithrt die endliche Verteilung der Umwandlungspunkte zu
scheinbar glatten Hysteresekurven, in denen die aufeinan-
derfolgenden irreversiblen Uberginge individueller Domi-
nen innerhalb der MeBgenauigkeit nicht mehr unterscheid-
bar sind. Strukturuntereinheiten unterschiedlicher GroBe
und Stabilitét sind Ursache fiir das Auftreten von Scanning-
Kurven. Wihrend Hysterese Indikator fiir Kooperativitit
und Metastabilitét ist,deuten Scanning-Kurven das Vorlie-
gen von ,Polykristallinitidt® oder Doménstrukturen an.
So klassifiziert die Beobachtung von Scanning-Kurven das
rRNA-Molekiil als ein solches ,,polykristallines“ Multido-
mansystem.

2.2. ,,Zeitunabhiingigkeit* stabiler Hysterese

Wie schon erwihnt, wird Hysterese thermodynamisch me-
tastabilen Zustdanden zugeschrieben!??], deren Lebensdauer
jedoch von einem System zu einem anderen verschieden
sein kann.

In Abbildung 2a und 2b ist skizziert, wie eine Hysteresedo-
mine auf eine Anderung der Umgebung reagieren kann.
Das System befinde sich z.B. im Zustand I bei Punkt
B auf der Zustandskurve und werde von x(G) nach x(C)
ausgelenkt. In typischen Féllen wird nun beobachtet, da

Angew. Chem. | 85. Jahrg. 1973 / Nr. 10



sich der interne MeBparameter nach anfinglich schneller
Anderung (mit der Halbwertzeit t) auf einen scheinbar
konstanten Wert C einstellt. Bleibt dieser Wert fiir lange
Beobachtungszeitent 3t und im Rahmen der MeBgenauig-
keit unverédndert, konnen wir der zugrundelicgenden Me-
tastabilitdt auf dieser relativen Zeitbasis Langlebigkeit
zuordnen. Gilt die scheinbare zeitliche Unverinderlichkeit
nur fiir kiirzere Beobachtungszeiten, so spricht man von
kurziebigen metastabilen Zustdnden.

Fiir den Grenzfall, daB8 die Ubergangswahrscheinlichkeit
fiir eine Umwandlung von C zum Gleichgewicht E extrem
klein wird, bleibt der Bruttoumsatz ¢ trotz endlicher

Affinitdt A scheinbar konstant, d.h. %Ct = (. Der Domiin-
zustand *C ist damit vergleichbar mit einem Zustand
gehemmten Gleichgewichts (A >0; % = 0) , wie ihn
beispielsweise die bei Raumtemperatur (metastabile)
Mischung von H, und O, gegeniiber H,O-Dampf dar-
stellt.

Die scheinbare Zeitunabhiingigkeit gestattet es, fiir me-
tastabile Zustéinde thermodynamische ZustandsgroBen in
gleicher Weise zu verwenden wie fiir Gleichgewichtszustén-
de.

Das Zustandsverhalten einer Doméne ist scheinbar reversi-
bel, wenn die Auslenkungen auf die Metastabilitéitsbereiche
beschrinkt bleiben. Wird in unserem Beispiel die Auslen-
kung von x(G) nach x(C) wieder riickgingig gemacht,
kehrt die Domine in den Zustand B zuriick. Wenn jedoch
die Umweltdnderung iiber x(I) hinausgeht, so daB die irre-
versible Umwandlung nach II ablaufen kann, bleibt die
hervorgerufene Zustandsénderung wegen der Gerichtetheit
des Ubergangs 2— 3 auch bei Riickkehr zum Ausgangswert
x(G) bestehen. Erst eine Anderung von x in die entgegenge-
setzte Richtung tiber x (II) hinaus kann die Domine wieder
in ihren urspriinglichen Zustand B zuriickbringen. Dieses
Nichtgleichgewichtsverhalten stempelt eine Doméne zu ei-
ner Matrize fiir eine bleibende Aufprigung gerichteter che-
mischer oder physikalischer Anderungen der Umgebung.

Erstreckt sich eine zyklische Anderung von x iiber beide
Ubergangspunkte x(I) und x(II) hinaus, héingt im all-
gemeinen die GroBe der Hystereseschleife von der Zyklisie-
rungsgeschwindigkeit ab. Kurzlebige Metastabilitit fiihrt
zu den Relaxationshysteresen, die im Grenzfall langsamen
Umlaufs zur Gleichgewichtskurve ,,zusammenschrump-
fen“. Stabile Hysteresen dndern hingegen ihre Grofle bei
Verringerung der Umlaufgeschwindigkeit (im Rahmen der
Zeitunabhingigkeit der zugrundeliegenden langlebigen
metastabilen Zustdnde) nicht.

2.3. Entropieproduktion

Die Richtung des Umlaufs einer Hysterese ist durch den
Entropieanstieg festgelegt, welcher mit gerichteten (irrever-
siblen) Zustandsidnderungen einhergeht. Die Entropietinde-
rung dS eines solchen Reaktionssystems ist (als Produkt
mit der absoluten Temperatur T) mit der Anderung der
inneren Energie d U, des Arbeitsterms dW und des chemi-
schen Anteils A-d& in der Gibbs-Gleichung fuir irreversibel
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ablaufende chemische Reaktionen (oder Phaseniinderun-
gen) korreliert!23!:

TdS = dU + dW + AdE m

In den Definitionsgleichungen fiir die Affinitdt und fiir
die Anderung des ReaktionsausmaBes

A= —Yv; di=vdn @
)

ist ; das chemische Potential, v; der stéchiometrische
Koeffizient und n; die Molzahl der j-ten Komponente
(oder einer Komponente in der j-ten Phase).

In der Nichtgleichgewichtsthermodynamik ist es iiblich,
die Entropieiinderung eines Reaktionssystems in die zwei
Terme d.S und d;S aufzuteilen!?#), so daB

dS =d,8 + d;S 3)

Der Term d.S ist der mit der Umgebung (als Wirme
dQ) austauschbare Anteil, d.S=d.Q/T, wihrend d;S den
im System intern erzeugten, irreversiblen Anteil der Entro-
pie bedeutet. Durch Definition ist d;S positiv, d;S>0. Be-
nutzen wir nun den 1. Hauptsatz, dU=d,Q—-dW, und
setzen Gl. (3) in Gl. (1) ein, so erhalten wir

TdS = A-d¢ @)

In dieser Beziehung ist ausgedriickt, daB in einem Reak-
tionssystem Entropieerzeugung (d;S >0) nur dann auftritt,
wenn die betreffende Reaktion oder Phasendnderung irre-
versibel ablauft (d.h. wenn A >0 ist).

Die Entropieproduktion fiir einen Hysteresezyklus A;S er-
gibt sich durch zyklische Integration von Gl. (4) in allgemei-
ner Form:

A
Ai5=§dis=f{;$dé )

Wie erwihnt, bietet die der Hysterese innewohnende (in-
trinsische) Richtungsabhingigkeit eine Moglichkeit, ,,In-
formation“ aufzuzeichnen (und durch Fortfiihren des Zy-
klus wiederum zu 16schen). Diese Information (=Negen-
tropie) basiert auf der Entropieproduktion der Aufzeich-
nungsmatrize. Speicherung wie Loschung des ,,Aufdrucks®
sind jedoch durch Arbeitsaufwand ,erkauft, denn Entro-
pieerzeugung bedeutet Verlust brauchbarer Arbeit. Dieser
Sachverhalt geht unmittelbar aus Gl. (1) hervor. Fiir einen
geschlossenen Umlauf gilt

T§dS =§dU +$dW + §AdE (6)

Da S und U nur vom Zustand des Systems abhiingen,
sind (fiiir eine zum Ausgangszustand zuriickkehrende Ande-
rung) die zyklischen Integrale $§dU und §dS gleich Null.
Damit reduziert sich Gl. (6) auf die Bezichung

—§dW =§ AdE M
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und mit Gl. (5) erhalten wir:
AS= -4 $dw (8)
T T

Fiir AS>0 folgt §dW <0; d.h, um einen irreversiblen
Zyklus zu schlieBen, muB Arbeit investiert werden.

2.3.1. Isotherm-isobare Hysterese

Fiir einen chemischen ProzeB, der bei konstanter Tempera-
tur. T und konstantem Druck p irreversibel ablduft, ist
die Anderung der Freien Enthalpie dG durch

(dG),y = — AdZ <0 ©)
gegeben. Zu Vergleichszwecken bezeichnen wir nun das
Produkt —T(AS), 1 als (A;G),r; das ist der Betrag der
Freien Enthalpie, der bet einem isotherm-isobaren Hystere-
seumlauf ,,verloren” geht.

(AiG)p.l = _T'(Ais)p.'r (10)

Diese Energiedissipation resultiert aus allen im System
irreversibel ablaufenden Prozessen k. Durch Vergleich von
Gl. (5) und Gl. (10) erhalten wir

(AiG)pxr == Z ..‘.kAkdék (11)
k 0

In Gi. (11) ist der Umsatzparameter normiert; & variiert
als relatives Reaktionsmal3 oder Umwandlungsgrad zwi-
schen £=0und £=1.

2.3.2. Berechnung von A,G

Die Berechnung von A;G ldBt sich in allgemeiner Form
mit den in Abbildung 2a definierten Zustandssymbolen
nach dem Schema von Abbildung 3 durchfithren!23).

3

1

i
I
¥
x(I) x(G} X

1l

Abb. 3. Projektion der mittleren chemischen Potentiale 11, die den Reak-
tionskomponenten (oder Zustinden) zugeordnet sind, in eine fi-x-Ebene.
Vgl. dazu Text und Abb. 2a.

Werden z.B. die Zustinde I und II als Bezugszustinde
gewihlt, ist der Unterschied der Freien Enthalpie AG(II)
zwischen den Zustéinden II und I an der Stelle x (II) formal
gleich der Summe der Energiedinderung AG(IV), fiir den
Ubergang II nach IV bei x (IT), und des irreversiblen Anteils
AG().

AG(ID = AG{IV} + AGEH
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Entsprechend gilt bei x(I):
AG() = AG(IIN) + AG(I

Da AG=AG(I}+A;G(l) ist, folgt fiir den Gesamtwert
der Dissipation an Freier Enthalpie bei einem Hystere-
seumlauf die Beziehung

AG = AG(I) + AG(l) - AG(IV) — AG(IT) {12)

2.3.3. Thermische (isobare) Hysterese

Wenn bei thermischer Hysterese der Umwandlungsgrad
& als Funktion der Temperatur bei konstantem Druck
bestimmt werden kann, 148t sich aus Gl (5) eine Be-
zichung zur Messung der Entropieproduktion (A;S), ab-
leiten.

A, (dg,
AS), = 22 4T 13
( ' )l’ §[§ T <dT)] ( )

2.4. Energiedissipation bei potentiometrischen Hysteresen

Die Hystereseschleifen, die bei isotherm-isobaren potentio-
metrischen Sdure-Base-Titrationen erhalten werden, sind
ein direktes MaB fiir die Energiedissipation und Entropie-
produktionf?3!, Bei der potentiometrischen Hysterese (vgl.
z.B. Abb. 4) entspricht der mittlere Protonierungsgrad
o dem internen Parameter y und der pH-Wert der externen
Variablen x (in der Bezeichnungsweise von Abb. 2). Der
Protonierungsgrad ist als das Verhiltnis zwischen der Mol-
zahl gebundener Protonen und der Molzahl der Protonie-
rungspartner definiert.

Die iibliche Bedingung einer solchen Sdure-Base-Titration
ist die Beibehaltung konstanter fonenstidrke wihrend des
Titrationszyklus, z. B. durch ein Neutralsalz, dessen Kon-
zentration groB gegeniiber den Konzentrationen der Reak-
tionspartner ist. Wenn zusitzlich Siure-Anion und Salz-
Anion identisch, beispielsweise Cl™-Ionen sind, so da
das chemische Potential dieser Anionen als konstant be-
trachtet werden kann, folgt z. B. fiir die Kombination HC]
und NaCl:d pye; =d pyy+ +d pey- >~ d py;-. Unter dieser Vor-
aussetzung ist der Anteil der Protonierung an der Anderung
des chemischen Potentials des (protonierten) Reaktions-
partners j mit dessen Protonierungsgrad «; und dem pH-
Wert in guter Ndherung durch die Beziehung

,,,,, =) = —23RTy (14)
<3pH)“ Fnpcy

verkniipft. Die Bezeichnung n=n; bedeutet konstante
Molzahlen n auBer ny, ; vgl.®.

Der Anteil der Komponente j an der Anderung der Freien
Enthalpie AG, der k-ten Protonicrungsreaktion bei cinem
Sdure-Base-Zyklus kann durch zyklische Integration von
Gl. (14) abgeleitet werden.

ou;j
AG, =§;(abﬁ)ldpﬂ = —23 RT§a;, dpH (15)
Da durch Definition

&
AG, = - [Adé; (AG)r =3 AG, (16)
0 k
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gilt, ergibt sich mit Gl. (11) und mit 3=} Y a;, fiir die
Gesamtdissipation an Freier Enthalpie: ' *

(AG),r = —23RT§3dpH un

Das Integral §adpH ist geometrisch die Fliche der poten-
tiometrischen Hystereseschleife. Damit sind (A;G),+ und
die Entropieproduktion

(AS)r = 23T §5dpH (18)

experimentell bestimmbar.

Berechnung von a. Die Anzahl gebundener Protonen kann
aus dem. Unterschied der Mengen an Sdure oder Base
errechnet werden, die notwendig sind, um die Losung oder
Suspension der Protonierungspartner auf den gleichen pH-
Wert zu bringen wie eine Vergleichslosung ohne die betref-
fende Reaktionskomponente. Da die Untersuchung von
Hystereseerscheinungen mehr als einen Sdure-Base-Zyklus
erfordert, miissen ausfiihrlichere Beziehungen zur Berech-
nung von % benutzt werden als sonst iiblich ist. Solche
allgemeinen Gleichungen sind von Revzin, Neumann und
Katchalsky angegeben worden!”).

2.5. Protonierungsenergie polyelektrolytischer Systeme

Inden Bereichen der Hysterese, in denen die Protonierung
reversibel oder scheinbar reversibel (Metastabilitdtsberei-
che)ist, 1aBt sich der Formalismus des Protonierungsgleich-
gewichts anwenden. Bei polyelektrolytischen Systemen ist
die pH-Abhiingigkeit des Protonierungsgrads o; der Mole-
kiilgruppe j durch die Beziehung

log

1 -
;’ = pH — pK? — ApK; (19)

J

gegeben. In Gl (19) ist pK{ der pK-Wert des einzelnen
Monomerbausteins j, und der Polyelektrolyt-Anteil der
pK-Verschiebung ist durch die Gleichung

ze

APKS = S5y

(20)

definiert!*®!, In Gl. (20) ist € die (positive) Elementarladung,
k die Boltzmann-Konstante, ; das elektrische Potential
an der Stelle der Protonierung j und z; die (negative oder
positive) Ladungszahl der das Potential Y; bestimmenden
Gruppen. Der Wert V; ist abhiingig von der Geometrie
des Systems, dem mittleren Protonierungsgrad und der
Ionenstiarke des Mediums.

Fiir die thermodynamische Analyse potentiometrischer
Hysteresen ist es oft erforderlich, die Freie Enthalpie der
Protonierung A G zu berechnen. Der Standardwert fiir
die Gruppe j ist

A,G¢ = -23RT(pK? + ApK,) @1
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Bei Kenntnis des Monomer-pK-Werts reduziert sich die
A,G?-Bestimmung auf die Berechnung von AJK;; vel.
dazu!2°!,

2.6. Ziel thermodynamischer Hystereseanalyse

Die in Abschnitt 2 diskutierten thermodynamischen Bezie-
hungen stellen den allgemeinen Rahmen fiir die Analyse
von Hystereseerscheinungen bei chemischen Reaktionen
oder Phasenédnderungen dar. Die zentrale Aufgabe einer
solchen Analyse besteht in der Identifizierung derjenigen
Prozesse, die irreversibel ablaufen. Dazu kann der Ver-
gleich der gemessenen und berechneten Werte fiir die Ener-
giedissipation A;G benutzt werden.

Besonders bei polyelektrolytischen Systemen sollte die
thermodynamische Analyse von Temperatur- und Ionen-
stirkeabhingigkeiten der Hysterese auch Hinweise auf die
Natur der Energiebarriere geben, welche die metastabilen
Zustinde bedingt und das System zum hysteretischen Um-
gehen dieser Barriere zwingt.

Aus einem Vergleich der Beziehungen {8) und (10) geht
hervor, daB {A;G),r ein MaB fiir den Energieaufwand
bei einem isotherm-isobaren Hystereseumlauf ist. Daher
fiihrt die thermodynamische Analyse im Prinzip zu der
Bestimmung der Freien Enthalpien, welche dem System
zur Wiederherstellung der metastabilen Zustiande zuge-
fiihrt werden miissen. Die Rolle metastabiler Zustidnde
bei der Ausldsung gerichteter Prozesse unter geringem
Energieaufwand wird in den Abschnitten 7 und 8 erértert.

3. Hysterese bei Nucleinsduren

3.1. Synthetische Polynucleotide

Besonders ausgeprigte Hystereseerscheinungen werden bei
potentiometrischen und spektrophotometrischen Titratio-
nen von Komplexen homogener synthetischer Nucleinsédu-
ren beobachtet. Als repriisentatives Beispiel ist in Abbil-
dung 4 das Ergebnis einer potentiometrischen Saure-Base-
Titration des Polynucleotidkomplexes Poly(A)-2 Poly(U)
dargestellt!®],

Dieser dreistrangige Komplex entsteht bei der Mischung
von Polyriboadenylat, Poly(A), und Polyribouridylat, Po-
ly(U), im Molverhiltnis der Polymeren 1:2 bei neutralem
pH und geniigend hoher Ionenstirke!?™. Der zweistrangige
Komplex Poly(A)- Poly(U) kann-durch Mischung der Ein-
zelstriinge im Molverhiltnis 1:1 erhalten werden!?®). In
diesen helicalen Mehrstrangmolekiilen sind die heterocycli-
schen Basen Adenin und Uracil iiber H-Briickenbindungen
spezifisch zugeordnet und regelmiBig aufeinandergesta-
pelt. Aufgrund der kooperativ stabilisierten Basenstape-
lung kdnnen solche Systeme als ,,eindimensionale” Kristal-
le betrachtet werden. (Die Stabilitdt mehrstrangiger Poly-
nucleotidkomplexe ist wegen der ausgepriigten Polyelek-
trolytnatur aller Nucleinsduren relativ stark von der Ionen-
starke des Mediums abhingig.)

Die ersten Anzeichen fiir metastabile Formen im A-U-Sy-
stem tauchen bei Befunden von Warner und Breslow auf:
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der (A-U)-Komplex, der bei pH = 5.5 gegeniiber den Einzel-
stringen scheinbar stabil ist, bildet sich jedoch nur in
geringem Ausmaf, wenn die Polymeren getrennt erst auf
pH 5.5 gebracht und dann gemischt werden!2®!. Ahnliche
Ergebnisse erhielten Steiner und Beers'*®). Cox entdeckte
anschlieBend, daB bei spektrophotometrischen Titrationen
von Losungen des (A-U)-Komplexes Hystereseschleifen

der (A-2U)-Tripelhelix und dem (A:A)-Doppelstrang. Mit
den Symbolen der reagierenden Kettenuntereinheiten oder
Segmente lautet die Reaktion:

L)
2(A~2U)l—\l;(A-A) +4) 22

auftreten, deren Grofe von der Temperatur abhingig

ist[39),
)
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Abb. 4. Potentiometrische Titrationen (Protonierungsgrad a als Funktion
des pH-Werts) bei 20°C: a) einer 0.1 M NaCl-L§sung von Poly(A) und
Poly(U), gemischt im Molverhiltnis der Polymeren von 1:2, o: Siureti-
tration (Kurve B), o: anschlieBende Basetitration (Kurve C); — b) einer
0.1 M NaCl-Losung von Poly(A), a (Kurve A). Polymerkonzentrationen
bei Titrationsbeginn, pH 7: a) ¢=324-10"%*M (A-2U); b) c=
32-1074 M (A).

Auch Poly(A) zeigt Abhingigkeit von der ,,Vorgeschich-
te“29- 311 Die partiell protonierte Doppelhelix Poly(A)- Po-
ly(A), die dieses Polymer bei saurem pH zu bilden vermag,
tendiert mit steigender Protonenkonzentration zur Aggre-
gation. Das Ausmaf der Aggregatbildung ist bei konstan-
tem pH von der Tonenstdarke abhéingig. Der Zustand des
Systems hédngt nun von der Reihenfolge ab, in der die
Parameter pH-Wert und Ionenstirke geéndert werden.

Die Aggregatbildung von Poly(A) erfolgt bei nicht zu nied-
rigem pH jedoch relativ langsam, so daB dadurch die
experimentelle Untersuchung der Sdure-Base-Hysterese im
A-U-System nicht erheblich gestort wird. (Aggregation
groBeren AusmaBes 148t sich durch Messung von Sedimen-
tationskoeffizienten priifen.)

3.1.1. Das (A -2 U)-Modelisystem

Die ersten thermodynamischen Analysen molekularer Hy-
sterese sind von K atchalsky, Oplatka und Litgn am A-U-Sy-
system anhand der Coxschen MeBergebnisse durchgefiihrt
worden!25L Im Gegensatz zu der urspriinglichen Interpre-
tation ist es jedoch weder die (A-U)-Doppelhelix noch
der (A - A)-Komplex, sondern nur der (A-2U)-Tripelstrang,
der im A-U-System langlebige Metastabilitiit entwickeln
kann'®!,

Die Hysterese in der Sdure-Base-Titration im A-U-System
begleitet die wechselseitige ,,Umkristallisation* zwischen
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Im pH-Bereich der Titration (pH 3 bis 7) ist der in Abbil-
dung 4 dargestellte MeBwert @ durch die Protonierung
der (A)-Segmente bestimmt. Bei der Siuretitration geht
der (A -2U)-Komplex nicht direkt in die protonierte (A-A)-
Helix iiber, sondern wird zunichst selbst (partiell) proto-
niert. (Diese Annahme stiitzt sich auf die Ahnlichkeit der
Sedimentationskoeffizienten-Verteilung zwischen pH 7
und pH 4) Die beiden Beitrige zum Mefwert & sind
demnach durch den Protonicrungsgrad des (A-A)-Dop-
pelstranges, o, und durch den der Tripelhelix, a5, gegeben.
Bezeichnen wir das ReaktionsausmaB der in Gl. (22) be-
schriebenen Konformationsinderung mit &, so erhalten
wir fiir jeden pH-Wert:

o =g +(1-E)o, 23

Der Wert von a, ist unabhingig durch Titration von
Poly(A) bestimmbar, wihrend o; mit einer Gl. (19) analo-
gen Beziechung berechnet werden kann; siche Gl. (35).

In dhnlicher Weise konnen UV-spektrometrische Titratio-
nen zur Ermittlung der pH-Abhéngigkeit von £ verwendet
werden. Abbildung 5 zeigt, daB dieselben &(pH)-Werte
erhalten werden, unabhingig davon, ob die Beobach-
tungsgroBea oder die UV-Absorption ist{®], Esist weiterhin
ersichtlich, daB} entlang des Saure-Asts die (A-A)-Bildung
erst im Bereich um pH 3.5 einsetzt. Dieser Ubergang ist
abrupt, wihrend der ,glatte* Base-Ast auf eine Gleichge-
wichtsumwandlung hindeutet.

1.0 | —cjo— D—%— ::—%\n
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Abb. 5. ReaktionsausmaB £ als Funktion des pH-Werts. Bedingungen
wie in Abb. 4. 0, o: Daten aus potentiometrischer und a: Daten_ aus
spektrophotometrischer Titration. Vgl. [8].

a) Molare Zustandsgrdfen. Bei hochmolekularen Polynu-
cleotiden sind die gemessenen (scheinbaren) Zustands-
groBBen unabhingig von der Polymerkonzentration
¢;!'® 32 Das berechtigt zur Annahme konstanter Aktivi-
titskoeffizienten und deren Einbeziehung in die Bezugs-
potentiale p?, so daB
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AG =Y viu; =2 viu§+RT Y vilnc; 24)
j ] j

ist. Fiir einen stochiometrischen Umsatz, d.h. ¢;=1mol/],
folgt

AG® =3 v;uf (25)
J

und nach Gl. (16) erhalten wir

T T I 26)
3

i

Bezichen wir die ZustandsgroBen auf die Molzahl der
(A)-Kettensegmente, ergibt sich die Freie Enthalpie, die
bei einem isotherm-isobaren Hysteresezyklus dissipiert,

(AG), = Y AGL ¢, = ~23RT §5dpH 7
N

pro mol (A), direkt aus der Mef3kurve von Abbildung 4.

b ) Berechnung von ( A,G )°. Wie erwiihnt, gibt es Hinweise
darauf, daB der Base-Ast der Hysterese im A-U-System
die Gleichgewichtskurve ist!®-33], Demnach scheint unser
Modellsystem nur einen Metastabilitéitsbereich zu haben.
In dem entsprechenden pH-Intervall dieses Bereichs stellt
die teilweise Protonierung der Tripelhelix ein metastabiles
Vorgleichgewicht dar. Dieses Vorgleichgewicht umfaft die
Offnung von (A-2U)-Segmenten

(A-2U) =(A) + 2(U) (28)

und die Protonierung von offenen (A)-Segmenten nach
(A)+H "= (AH") im Dreistrangkomplex.

Das Protonierungs-Vorgleichgewicht entspricht dem Zu-
stand 1V in Abbildung 2a. Dem Zustand I ordnen wir
demnach die (A-2U)-Tripelhelix und dem Zustand T die
(A-A)-Doppelhelix zu. Werden nun die chemischen Poten-
tiale der Einzelstringe als Bezugszustand gewihlt, gestaltet
sich die Berechnung von (A;G)° besonders einfach. Fiir
unser Modellsystem reduziert sich die allgemeine Darstel-
lung in Abbildung 3 auf das in Abbildung 6 gezeigte Sche-
malt®l,

U,__._....._¥7T

A850.6

Abb. 6. Projcktion der mittleren molaren Standardpotentialc p°, dic
den Nucleotidsegmenten zugcordnet sind. in die Potential-pH-Ebene;
AG =2, -{A,GY + A, GY). siehe Gl. (29).
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Die in diesem Fall der Gl. (12) entsprechende Bezichung
erhalten wir mit Gl. (25) und (26):

(AG) = A,GY + AGY + o3 (A;GY + A,GY) (29)

In Gl. (29) ist A,GY die Anderung der Freien Enthalpic
fir die Reaktion (A)+H*=3(AH*-AH™) bei pH,, (ent-
sprechend x(II) in Abb. 3); A;GY ist die Freie Enthalpie
der Umwandlung nach Gl. (28); A G ist die Freie Enthal-
pie der Protonierung von (A)-Segmenten in der Tripelhelix
(mit GI. (21) berechenbar) und o’ ist das AusmalB der
Protonierung bei pHy,.

Im Rahmen der Annahmen, die Gl. (29) zugrundeliegen,
stimmen Berechnung und Messung von (A;G)° iiberein!®!,
Unter den experimentellen Bedingungen von Abbildung
4 findet man

(AG)Yr = ~ 1.4 (£0.1) keal/mol (A)
(AS)2y = 4.9 (£0.1) cal/mol (A) grad

Die Ubereinstimmung von gemessenem und berechnetem
A;G-Wert unterstiitzt die der Berechnung zugrundegelegte
Interpretation des Hystereseverhaltens. Danach ist in unse-
rem Modellsystem die Hysterese durch das metastabile
Protonierungsgleichgewicht als Zwischenzustand bei der
Séuretitration bedingt.

Es sei noch angefiigt, daB der Energieverlust in diesem
Hysteresesystem im Vergleich zur durchschnittlichen
Stabilisierungsenergie chemischer Bindungen (~ 50 kcal/
mol) einen ziemlich kleinen Energieaufwand bedeutet.

3.1.2. (I-C)- und (dC-dG)-Komplexe

Dreistriingige Polynucleotidkomplexe scheinen besonders
zur Ausbildung langlebiger Metastabilitéiten zu tendieren.
Polymerassoziate, die dem (A -2 U)-Komplex dhnlich sind,
treten auch bei Komplexen von Polynucleotiden auf, deren

" Monomere Inosinsiure (I), Cytidyl (C)- und Guanylséure

(G) sind. Im System Poly(I)-Poly(C) fanden Guschlbauer
et al.,dal} in der pH-Abhiingigkeit des Circulardichroismus
zwei Hysteresebereiche existieren, die durch einen Gleich-
gewichtsbereich voneinander getrennt sind!*4. Als Zwi-
schenzustand der (I-C)-Umwandlung kann (dhnlich wie
beider Umwandlung der (A - U)-Doppelhelix!®!) ein partiell
protonierter Tripelstrang mit den Basenpaarungen (I-C-C)
identifiziert werden[®%!,

Bei Polydesoxyribonucleotiden werden extrem ausgedehn-
te Metastabilitiitsbereiche beobachtet. So erstreckt sich
die Sdure-Base-Hysterese in Poly(dG)- Poly(dC) iiber sechs
pH-Einheiten (zwischen pH 2 und 8). Bei dieser Basenpaa-
rung tritt im physiologisch relevanten pH-Bereich um pH
7 Metastabilitit auf. Vor dem Hintergrund ldngerer
(dC-dG)-Bereichein DNA ergibt sich hier ein Ansatzpunkt
fiir einen Regelmechanismus, der spezifisch auf Mctastabili-
tdten in aufeinanderfolgenden (dC-dG)-Basenpaaren beru-
hen wiirde'**. Die Energicumsiitze bei einem solchen
Mechanismus konnten durch eine thermodynamische Ana-
lyseder (dG-dC)-Hysterese abgeschitzi werden. Im Prinzip
kann eine derartige Analyse in dhnlicher Weise wie beim
{A - 2U)-System durchgefiihrt werden.
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3.1.3. Thermische Hysterese in Biopolymeren

Bei einigen Komplesen aus Poly(dA) und Polymeren substi-
tuierter Uridylsduren dndert sich die UV-Absorption wih-
rend der Aufheizung und Abkiihlung entlang einer Hystere-
seschleife!**l. Ahnliche thermische Hysteresen werden bei
Thioderivaten des Copolymers Poly(dA-T) in L&sungen
hoher Salzkonzentration (2M NaCl) beobachtet!*”). Die
Hysterese in diesem Copolymer geht mit Konformations-
umwandlungen zwischen verschiedenen Helixtypen ein-
her.

Die Fihigkeit zur Ausbildung metastabiler Zustéinde
scheint nicht auf Komplexe aus mehreren Polyelektrolyt-
stringen beschrinkt zu sein. Zum Beispiel zeigt der Kom-
plex Poly(A)-Poly(-I-vinyluracil), in dem nur Poly(A) ein
Elektrolyt ist, thermische Hysterese iiber einen relativ wei-
ten Temperaturbereich!38),

Es gibt eine Reihe von Beispielen, bei denen Hysterese
auf unspezifischer Aggregation und Desaggregation von
Molekiilen beruht. In diese Kategorie gehGren wahrschein-
lich die thermischen Hysteresen, die z. B. fiir eine Reihe
von synthetischen Nucleinsduren in Wasser-Methanol-Mi-
schungen bei tieferen Temperaturen gefunden wurden!*°L

Da optische Parameter wie die UV-Absorption bei be-
stimmten Wellenliingen ein Maf fiir den Umwandlungs-
grad & bei Konformationsédnderungen sind, kann Bezie-
hung (13) Ausgangspunkt fiir eine thermodynamische Be-
schreibung thermischer Hysterese in Biopolymeren sein,
bei denen Strukturidnderungen optisch verfolgt werden
konnen.

3.2. rRNA-Hysterese

Nicht nur Mehrstrangkomplexe von Polynucleotiden son-
dern auch mehrstrangige kiirzere Strukturbereiche in
Nucleinsduren konnen langlebige Metastabilitdten entwik-
keln. Als reprisentatives Beispiel fiir diesen Fall gilt die
Hysterese in rRNA; vgl. z. B!*%!, Neuere Studien an rRNA
haben gezeigt, daBB die rRNA-Hysterese intramolekularer
Natur ist'’%. Die Ausbildung metastabiler Zustiinde ist bei
diesem Biopolymer an die Anwesenheit von Mg2*-lonen
gebunden. Zudem treten Metastabilitdten nur entlang des
Base-Asts der Grenzschleife und der Scanning-Kurven auf,
wihrend der Sédure-Ast die Gleichgewichtskurve darstellt.
Die hohe thermische Stabilitdt der metastabilen Zustinde
und die Analyse des UV-Spektrums als Funktion des pH-
Werts lassen darauf schlieBen, daBB Strukturbereiche, die
hauptséchlich aus protonierten (G- G)-Basenpaaren beste-
hen, der Grund fiir die langlebige Metastabilitét in rRNA
sind.

Die Frage nach der méglichen Rolle metastabiler Zustiinde
in der rRNA-Struktur bei der Regelung von ribosomalen
Prozessen ist Gegenstand weiterer Untersuchungen!”),

4. Hysterese bei Proteinen und Membranen

Auch bei Strukturinderungen in ,,globuliren” polyelektro-
Iytischen Systemen wic Proteinen, Lipoprotein- und Lipid-
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vesikeln treten Hysteresen auf. Als reprisentatives Beispiel
fiir Polypeptide gilt die Sdure-Base-Hysterese der Polyglu-
taminséure, die durch spezifische Aggregation-Desaggrega-
tions-Prozesse gedeutet wurdel*!/,

Sdure-Base-Titrationen werden bei Proteinen oft benutzt,
um Art und Anzahl ,begrabener* Molekiilgruppen zu er-
mitteln*2!, Die in den Titrationskurven angezeigte Me-
tastabilitdt ist jedoch selten thermodynamisch analysiert
worden. Es sei darauf hingewiesen, da$ die Energiedissipa-
tion A;G bei solchen Systemen ein MaB fiir die Freie
Stabilisierungsenergie der im Molekiilinneren ,begra-
benen“ Gruppen darstellt.

Ein Beispiel funktioneller Hysterese in Proteinen wurde
in dem halophilen Enzym Malat-Dehydrogenase von
Halobakterien aus dem Toten Meer entdeckt!*3!, Dieses
Enzym &dndert seine katalytische Aktivitdt als Funktion
der NaCl-Konzentration entlang einer Hystereseschleife
(Abb. 7).
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Abb. 7. Relative enzy matische Aktivitiit RA des Haloenzyms Malat-Dehy-
drogenase bei 30°C; o: MeBwerte bei Erniedrigung, o: MeBwerte bei
Erhdhung der NaCl-Konzentration Cy,q [43]).

Neben den bereits erwiihnten Hysteresen in Nerven-
membranen!!* !> werden Metastabilititen auch in Sus-
pensionen von Lipidvesikeln beobachtet. Die thermischen
Hysteresen solcher sphérischer Membransysteme sind an
die Anwesenheit von zwei- oder dreiwertigen lonen oder
auch an die Gegenwart von Acetylcholin gebunden!2®),

Hysteretische Protonenbindungskurven erhdlt man bei
Sdure-Base-Titrationen von Fragmenten der Zellhiillen
von Halobaktcrien des Toten Meeres (vgl. Abb. 8). Die
Grofledieser Membranhysterese ist von der Salzkonzentra-
tion abhéngig; bei NaCl-Gehalten kleiner als 1M
schrumpft* dic Hysterese zur Gleichgewichtskurve. Wird
bei konstantem pH die Salzkonzentration zyklisch er-
niedrigt und erhdht, erhdlt man ebenfalls einc Hysterese-
schieifet441,

Wie aus Abbildung & ersichtlich, liegen die Nichtgleichge-
wichtsiibergédnge der Sdure-Base-Hysterese bei konstanter
Salzkonzentration in den pH-Bereichen der pK-Werte pri-
marer Amino- und Carboxygruppen der Membranproteine
(bei 3M NaCl etwa bei pH 8.5 und pH 5). Die Hysterese
ist in diesen Membranfragmenten wahrscheinlich durch
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Abb. 8. Protonenbindungskurve suspendierter Membranfragmente aus
den Zellhiillen von Halobakterien des Toten Meeres. i, mittlere Anzahl
gebundener Protonen (in willkiirlichen Einheiten) als Funktion des pH-
Werts. A: Sidure-Base-Zyklus im sauren, B: Sdure-Base-Zyklus im alkali-
schen pH-Bereich; 20°C, 3 M NaCl.

Metastabilitdten in den Ionenpaaren elektrostatisch asso-
ziierter Seitengruppen bedingt. Elektrostatische Wechsel-
wirkungen scheinen auch zur Ursache fiir die Hysterese
inder Aktivitét unseres Haloenzyms beizutragen. In diesem
Protein beruht die Hysterese auf metastabilen Zustinden
in der Assoziations-Dissoziations-Reaktion zwischen den
Untereinheiten des tetrameren Enzymkomplexes!3!,

Auf die kybernetische Bedeutung von Hysteresen in
Membranen und katalytisch aktiven Proteinen wird in
Abschnitt 8 eingegangen werden.

5. Molekularfeld-Theorie von Hysterese

Die allgemeine thermodynamische Beschreibung von Hy-
sterese 148t die Frage nach der physikalischen Ursache
dieser Nichtgleichgewichtserscheinung offen.

Bei der molekularen Hysterese von Nucleinsdurekomple-
xen scheint langlebige Metastabilitit durch die Kooperati-
vitat der Basenstapelung und die elektrostatischen Wech-
selwirkungen der Polyanionen bedingt zu sein. Tatsédchlich
gehen die ersten Versuche, die Hysterese im A-U-System
physikalisch zu deuten, von der Annahme einer elektrosta-
tischen Nucleationsbarriere fiir die Bildung protonierter
(A-A)-Sequenzen aus!?5L. Mit dieser Niherung ist jedoch
nur eine qualitative Interpretation moglich.

Kiirzlich ist eine Molekularfeld-Theorie entwickelt wor-
den!**), nach der die Energiebarriere schon bei der Offnung
von (A -2U)-Segmenten in der partiell protonierten Tripel-
helix auftritt. (Die zunehmende Protonierung bei der Siure-
titration kompensiert einen Teil der elektrostatischen Ab-
stoBungsenergie, die durch die Polyanionen des Tri-
pelstranges verursacht ist, so daBl eine weitere Offnung
vor Erreichen eines kritischen pH-Werts erschwert wird.)

Wir konnen die mittlere Freie Enthalpie G fiir die Stabili-
sierung eines Assoziats wie ein (A-2U)-Segment als eine
Summe zweier Terme schreiben:

G=-A+R (30)
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Der Term A umfafit alle Attraktionsbeitriige, primir kurz-
reichende Krifte wie van-der-Waals- und hydrophobe
Wechselwirkungen. Der zweite Term, R, erfaBt ausschlieB-
lich (weitreichende) elektrostatische Abstofungskrifte zwi-
schen geladenen Gruppen.

Wir wollen unser ,Molekularfeld“-Modell fiir die Tripelhe-
lix dadurch weiter spezifizieren, daB wir die vollstindig
getrennten (nicht wechselwirkenden) Einzelstringe als Re-
ferenzzustand definieren, fiir den R =0 ist. (Damit ist R
die relative mittlere Freie Enthalpie eines dissoziierten
Nucleotidrests in der Tripelhelix.)

In unserem Modell beruht die Energiebarriere fiir die Tren-
nung assoziierter Kettenreste auf der verschiedenartigen
Abhingigkeit der Grofien A und R vom mittleren Abstand
d zwischen gegeniiberliegenden Assoziationspartnern. Wir
nehmen an, daB A fiir d>d, gleich Null ist; d, ist der
Abstand maximaler Attraktion. Im einfachen Fall von Cou-
lomb-Repulsion ist R proportional zu 1/d. Die Korrelatio-
nen zwischen R und A mit d sind in Abbildung 9 schema-
tisch dargestellt.

Wir nehmen nun an, daB unter gegebenen experimentellen
Bedingungen nur einige wenige Basenreste in der basenge-
stapelten kooperativ stabilisierten Organisation der Tripel-
helix dissoziieren konnen. Durch die noch geschlossenen
(A-2U)-Nachbarsegmente bedingt, konnten sich solche
dissoziierten Basen aber nicht weit voneinander entfernen.
Ein kleiner Abstand zwischen den Assoziationspartnern
bedeutet jedoch einen hohen Wert fiir den R-Term. Die
Dissoziation nur einiger weniger (A-2U)-Segmente wiirde
daher einen energetisch uﬁgﬁnstigen Zustand schaffen;d. h.
die Dissoziation trifft auf eine Nucleationsbarriere.

R
L3 A
A! i
1
e * .
0 d, d d
-A (Ag503]

Abb. 9. Mittlere Zustandsparameter R und A als Funktion des Abstands
d zwischen Assoziationspartnern in polyelektrolytischen Strukturen; vgl,
Text.

Diese Barriere ist um so kleiner, je groBer der mittlerc
Abstand zwischen den dissoziierten Nucleotidsegmenten
werden kann. Eine solche Abstandsvergrofierung ist durch
einen Anstieg in A (z B. durch pH-Anderung) erreichbar;
ein hoherer Wert fiir A bedingt einen kleineren Wert fiir
R(d). Die thermodynamische Bedingung fiir die Trennung
der Segmente ist durch

Gy =0

gegeben. Erfolgt dic Trennung bei d=d’, gilt an dieser
Stelle A’'=R (d); siche Abbildung 9.
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Da jedoch nun G(d)=A">0 ist, lduft die Dissoziation
und Trennung des gesamten Komplexes irreversibel ab.
Alle Zustinde fiir die 0<A <A’ ist, sind somit metastabil.

Da R von d abhiingt, ist R (d) offensichtlich eine Funktion
des (mittleren) Bruchteils, T, geschlossener (A -2 U)-Segmen-
teeiner Tripelhelix. Wenn wir annehmen, daB diese Abhén-
gigkeit linear ist, erhalten wir mit dem Proportionalitits-
faktor B die Beziehung

R=BT (3D

Aus Gl (31) ist leicht ersichtlich, daB der Maximalwert
fiir R bei f=1 ist, wiithrend R =0 fiir T=0 gilt.

Da jedes Segment der Tripelhelix den weitreichenden elek-
trostatischen Kriften (oder dem molekularen Feld) aller
iibrigen Kettensegmente unterliegt, konnen wir Gl. (31)
die Molekularfeld-Néherung fiir unser Modell nennen.

In dem Bereich experimenteller Bedingungen, in dem G
von d und damit von f abhiingt, kbnnen wir den Gesamt-
wert G, der Freien Enthalpie als Funktion von f nach
folgender Beziehung berechnen:

G = —A-f+(1=0-B-f + RT[flnf + (1—fIn(1 — )

Es kann nun gezeigt werden, daBl die Zustandsfunktion
G,y fiir B>2RT zwei Minimumwertc hat; ciner ist dem
metastabilen Zustand, der andere dem thermodynamischen
Gleichgewichtszustand zugeordnet. Ein solches Energie-
diagramm mit zwei Minima ist schon von Borelius zur
Deutung von Hysterese benutzt worden!??!.

Ein wichtiges Ergebnis der Theorie ist eine Bedingung
fiir das Auftreten von thermodynamisch metastabilen Zu-
stédnden:

B>2RT (32)

Fiir das (A-2U)—Modé]lsystem gilt die in GI. (32) ausge-
driickte Ungleichung fiir niedrige Temperaturen (< 50°C)
wihrend fiir die (A-U)-Doppelhelix B<2RT ist. Bei der
Curie-Temperatur T, gilt B=2RT,; d.h,, fir T>T, ver-
schwindet die Hysterese und man erhilt nur die Gleichge-
wichtehurvel®,

Die llystereseschleifen, die bei Membranen und Protein-
komplexen hoher Oberflichenladungsdichte beobachtet
werden, konnen in dhnlicher Weise wic das Polynucleotid-
system mit einer Molekularfeld-Theorie molekular inter-
pretiert werden.

6. Hysterese als analytische Methode

Die extreme Langlebigkeit der Metastabilitit einiger Bio-
polymer- und Membranstrukturcn gestattet cs, Hysterese
als analytische Methode zur Untersuchung der Verteilung
von Strukturuntereinheiten zu benutzen. Wie schon er-
withnt, deutet das Auftreten von Scanning-Kurven Domiin-
strukturen an. Durch Analyse dieser Scanning-Kurven
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kann im Prinzip die Verteilungsfunktion der Domiinen
eines Systems und ihrer charakteristischen Ubergangs-
punkte ermittelt werden. Ist diese Funktion bekannt, ist
das Scanningverhalten voraussagbar!(#%-+71,

Eine solche Analyse basiert auf Domintheorien, denen
das Preisach-Modell zugrundeliegt!*8). Im einfachen Fall
voneinander unabhéngiger Doménen 140t sich nach Ever-
etr!*®1 die Domiin-Verteilungsfunktion ¢ (x) relativ einfach
aus einer begrenzten Zahl von Scanning-Kurven bestim-
men, wenn das mittlere AusmalB &; der irreversiblen
Zustandsdnderungen (d.h. der Bruchteil umgewandelter
Dominen)als Funktion des dulleren Parameters x ermittelt
werden kann. Wird jeder Domine ein unterer und oberer
Umwandlungspunkt x; und x, (entsprechend x(II) und
x(I) in Abb. 2) zugeordnet, ist ¢(x) nach der Beziechung

2

*

d(x) =

- ax, 0%y (33

aus experimentellen £;(x)-Werten bestimmbar!*°],

Die Zuordnung von unteren und oberen x-Grenzen fir
die Scanning-Schritte gestattet es, einen ScanningprozeB
in einfacher Weise zu beschreiben. Danach werden die
Wege, auf dem ein Punkt der Hysterese erreicht wurde,
in einer Domin-Komplexion zusammengefaBt!*®. Diese
Funktion beschreibt die wegabhiingige Vorgeschichte in
analoger Weise wie die Nachwirkungsfunktionen, die
Boltzmann 1876 zur Beschreibung elastischer Nachwirkun-
gen in Abhéngigkeit von der Deformationsvorgeschichte
eingefiithrt hat'*®!, Somit ist die Everettsche Domiin-Kom-
plexion eine Art von Gedéchtnisfunktion, und die Domén-
Verteilungsfunktion beschreibt die ,.Ged4chtniskapazitit”
eines Multidoménsystems.

Um zu priifen, ob ein System unabhingiger Doménen
vorliegt, dient ein Schliisseltheorem der Everett-Theorie:
die Flichen von &, (x)-Scanningschicifen zwischen densel-
ben x-Grenzen miissen kongruent sein. Sind dic &;-Werte
jedoch nicht ermittelbar, kann cinc Modifizicrung dieses
Theorems durch Enderbyt*™ herangezogen werden.

Danach werden die gemessenen Scanningschleifen (z.B.
a(pH)-Kurven) zwischen gleichen x,,- und x,-Werten vergli-

0_

3 L b b
pH —
Abb. 10. Scanningschieifen in einem (A -2 U)-System breiter Molekularge-
wichtsvertcilung. pH;: untere, pH,: obere pll-Grenze der Schleifen. Ver-
gleich der AZ-Werte der Schleifen bei gleichem pH-Wert: vgl. Abb. 4
und Text.
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chen. In einem System, in dem der Zustand einer Domine
von dem dcr iibrigen unabhéngig ist, miissen dic Ordina-
tenabschnitte bei gleichem x-Wert innerhalb der-Schleifen
gleich sein.

Wenden wir dieses Theorem auf Scanningschleifen im
(A-2U)-System mit relativ breiter Molekulargewichtsver-
teilung an, so erhalten wir das in Abbildung 10 gezeigie
Bild. Es ist ersichtlich, da die Schleifenabschnitte Aa(pH)
innerhalb von 10% gleich sind. Danach scheinen die
(A-2U)-Komplexe sich unabhédngig zu verhalten.

Nehmen wir an, daf3 (A -2 U)-Komplexe verschiedener Mo-
lekulargewichte verschiedene Stabilitét besitzen, dann er-
gibt die Differentiation der Hysteresegrenzkurve die relati-
ve Verteilung dieser Stabilitdten und die relative Anzahl
der Tripelhelices verschiedenen Molekulargewichts entlang
der pH-Skala. Damit ist die Analyse des Scanningverhal-
tens im Prinzip eine Methode, die Verteilung von Moleku-
largewichten in Biopolymergemischen zu bestimmen.

7. Durch elektrische Impulse bewirkte
Konformationséinderungen in
polyelektrolytischen Systemen

Saure-Base-Titrationen sind eine Standardmethode, die
Thermodynamik von Strukturénderungen in ionisierbaren
Systemen zu untersuchen. Werden die Titrationen bei ver-
schiedenen lonenstdrken ausgefiihrt, ist es mdéglich, die
elektrostatischen Beitrdge in der Energetik der Struktur-
umwandlungen zu bestimmen. Solche elektrostatischen
Beitrige sind bei polyelektrolytischen Systemen besonders
groB.

Nach GL. (19) und (20) gilt fiir homogene polyelektrolyti-
sche Systeme

zed

1-—a o
log——==pH - pPK" - 5537

(34)

In dieser Beziehung ist ersichtlich, daBl o sowohl durch
pH-Anderung als auch — bei konstantem pH - durch eine
Anderung des elektrischen Potentials { beeinfluBbar ist.
Im aligemeinen ist { durch das intramolekulare elektrische
Feld bestimmt. Dieses innere Feld ist durch den Ionisa-
tionsgrad (Protonierungsgrad) und durch die Ionenstirke
des Mediums aber auch durch externe elektrische Felder
beeinfluBbar, denen das System ausgesetzt sein kann.

In unserem Hysterese-Modellsystem kann das (A -2 U)-Pro-
tonierungs-Vorgleichgewicht im pH-Bereich vor dem irre-
versiblen Phaseniibergang bei pHj, durch

1- e AG
a3=Pl[_PK(/,\n|P+—_‘I’ +

log—~ 23KT T 23KT

(35)

beschrieben werden ; pK vy ist der pK-Wert des Adenosin-
monophosphats, und A;Gj; entspricht der pK-Verschie-
bung durch den Bruchteil der (A)-Segmente, die wihrend
der Protonierung aus dem (A-2U)-Verband dissoziieren;
vgl. GL (28). (§ ist primér durch die negativ geladenen
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Phosphate bestimmt und damit negativ!) Bei a=aj, ent-
sprechend pH=pH|, erfolgt die irreversible Assoziation
zu (A -A)-Sequenzen.

Eine Anderung des y-Terms, die zu a>of} fiihrt, kann
z.B. bei konstantem pH durch eine Anderung der Tonen-
stdrke bewirkt werden. Tatsdchlich dBt sich die irreversible
Bildung der (A-A)-Doppelhelix aus der metastabilen
(A-2U)-Tripelhelix durch Verkleinerung der Salzkonzen-
tration auslosen'**. Kiirzlich haben wir gefunden, daB
elektrische Impulse (der anfdnglichen Feldintensitdt von
etwa 20kV/cm, die exponentiell mit einer Relaxationszeit
von etwa 10 ps abfallt) diesen Konformationsiibergang di-
rekt induzieren konnen!*%1,

Fiir die elektrische Auslosung solcher K onformationsinde-
rungen wurde ein Polarisationsmechanismus vorgeschla-
gen, nach dem das duBere elektrische Feld die Ionensphire
des polyelektrolytischen (A-2U)-Komplexes verschiebt
und dadurch ein Dipolmoment erzeugt. Am negativen En-
de dieses Makrodipols ist die lonenwolkenabschirmung
der negativen Phosphatgruppen reduziert. Das bewirkt
AbstoBung zwischen den Enden der Polyanionen und fiihrt
schlieBlich zum Aufwinden der Tripelhelix!*",

Ein dhnlicher Mechanismus ist fiir die Ausldsung von
Permeabilititsinderungen in vesikuliren Membranen ho-
her Oberflichenladung durch elektrische Impulse anzuneh-
men. Danach erhoht die Verschiebung der abschirmenden
lonensphire den mittleren Abstand zwischen gleichsinnig
ionisierten Gruppen auf der Membranoberfldche. Das wie-
derum erh&ht die Durchlissigkeit der Membran. In dieser
Weise ist die durch elektrische Impulse ausgeldste Freiset-
zung von biogenen Aminen aus suspendierten Chromaffin-
Granula gedeutet worden!>'l,

Die elektrischen Impulse, die bei Losungen des (A-2U)-
Komplexes und bei Vesikelsuspensionen verwendet wur-
den, sind mit den Spannungsstofen der Aktionspotentiale
in Nervenmembranen vergleichbar. Die elektrischen Fel-
der, die liber die Nervenmembran auftreten kénnen, dndern
sich bei der Erregung in Richtung und Intensitit von
ca. —70kV/cmaufca. +50kV/cm. Wir kénnen annehmen,
daB nicht nur in der Membran, sondern auch in ihrer
unmittelbaren Nihe und (voriibergehend) auch iiber den
synaptischen Zwischenraum elektrische Felder existieren.
Daher konnte ein biopolyelektrolytisches System, das sol-
chen Feldern ausgesetzt ist, in dhnlicher Weise elektrisch
beeinflut werden wie der (A-2U)-Komplex oder die
Chromaffin-Vesikeln.

Elektrisch induzierte Konformationsinderungen in Ma-
kromolekiilen und Membranen werden als moglicher
Mechanismus fiir elektrisch kontrolliertec Regelvorginge
und insbesondcre fur die Aufzeichnung elcktrischer Signale
diskutiert!! ! 3%, Vor diesem Hintergrund betrachten wir
gerichtete Strukturiiberginge, die in metastabilen polyclek-
trolytischen Systemen durch elektrische Impulse ausgelost
werden, als Modellreaktionen fiir den Aufdruck von Ner-
venimpulsen in die Strukturen, die bei ciner physikalischen
Aufzeichnung von Information beteiligt sind.

Von physiologisch-chemischen Studien ist bekannt, daB
Nervenstimulierung den Metabolismus innervierter Zellen
beschleunigt; so steigt z. B. die RNA- und Proteinsynthese
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bei elektrischer Aktivitit der Nervenzelle an. Der
Mechanismus der Kopplung zwischen elektrischer Aktivi-
tiat und chemischer Reaktion ist noch unbekannt. Ange-
sichts der Hysteresekapazitit von rRNA, die dhnlich wie
beim A-U-System elektrisch beeinfluit werden konnte,
liegt die Frage nahe, ob ribosomale Aktivitat {iber rRNA-
Metastabilititen durch elektrische Aktivitdt der Zelle ,re-
gelbar™ ist.

Auch andere Zellvorginge unterliegen dem EinfluB3 der
Nervenaktivitdt. So wird die Sekretion von Hormonen
und Neuroeffektoren (Transmittersubstanzen) bei Nerven-
stimulierung erheblich verstirkt. Die Depolarisie-
rungsspannung, die bei der Chromaffin-Zelle zu verstérkter
Hormonausschiittung fiihrt, ist mit der Anfangsintensitét
der SpannungsstoBe vergleichbar, die bei suspendierten
Chromaffin-Granula den AusfluB von Neuroaminen verur-
sachen. Daher liegt es nahe, einen Mechanismus anzuneh-
men, bei dem die Nervenaktivitit direkt Neurosekretionen
iiber Permeabilitdtsinderungen in den Membranen der
Speichervesikeln in [ntensitdt und AusmaB steuern. Solche
impulsinduzierten  Durchlissigkeitsinderungen  von
Mecmbranen, kombiniert mit der Freisetzung von Neuroef-
fektoren, sind wahrscheinlich Elementarprozesse bei dem
Vorgang der synaptischen Bahnung in der funktionellen
Entwicklung des Zentralnervensystems.

Bemerkenswert ist die Beobachtung eines Schwellenwerts
der Impulsintensitit von etwa 18kV/cm sowohl fiir die
Auslosung der Konformationsiiberginge im (A -2 U)-Mo-
dellsysiem wie auch fiir die Permeabilititsinderung der
Vesikelmembran. Der Schwellenwert der Depolarisie-
rungsspannung, der in Nervenmembranen erreicht werden
muf}, um Aktionspotentiale auszulGsen, ist etwa 20mV;
auf cine durchschnittliche Membrandicke von 100A bezo-
gen, entsprechen 20mV einer Feldstirke von 20kV/cm.
Diese Ahnlichkeit der Schwellenwertspannungen hat die
Diskussion um eine chemische Kontrolle der Ionenfliisse
des Aktionspotentials neu belebt. Danach werden impuls-
induzierte Konformationsinderungen von Membran-
komponenten als Mechanismus fiir die Aktivierung von
Acetylcholin vorgeschlagen'?2, Dic relativ hohen Betriige
inder Anderung der Wirmeenergie, die ein Aktionspoten-
tial begleiten!®¥], deuten eine Beteiligung von chemischen
Reaktionen wiithrend der Nervenaktivitiit an. Es sei daran
erinnert, daB chemische Reaktionen und Konformations-
iibergiinge, die irreversibe!l erfolgen, von Wirmeentwick-
lung begleitet sind, die aus der Dissipation Freier Enthalpie
herriihrt. In diesem Zusammenhang ist es bemerkenswert,
daBl in einem Depolarisations-Polarisations-Zyklus der
Nervenmembran wiihrend des Aktionspotentials insgesamt
Wirme erzeugt wird!** Es ist eine offene Frage, ob diese
freigesetzte Wiirmeenergie durch Membrankomponenten
verursacht wird, die ihre Konformation entlang einer Hy-
stereseschleife indern. Vgl. dazu die von Tasaki beobachtete
Hysterese in der Membran des Tintenfisch-Riesenaxons! 4.

8. Hysterese als Basis chemischer Oszillationen

Die zirkular vektorielle Eigenschaft der Hysterese ist ¢ine
potenticlic Basis fiir chemische Oszillationen. Mikroskopi-
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sche chemische Oszillationen sind als Ursache makrosko-
pischer biologischer Uhren von fundamentaler Wichtig-
keit{10- 54,

Das Prinzip molekularer, auf Hysterese beruhender Perio-
dizitiit ist die Kopplung eines chemischen Reaktionsflusses
mit einem Diffusionsprozef. Voraussetzung fiir das Entste-
hen von Oszillationen ist eine Hysterese entweder im Reak-
tionsfluB oder im Diffusionsfluf. Zum Beispiel wird eine
periodische K onzentrationsinderung eines Reaktionspro-
dukts durch einen Reaktanden verursacht, der sowohl an
einer ,hysteretisch“ katalysierten Reaktion als auch an
einem DiffusionsprozeB3 (z.B. durch eine Membran kon-
trolliert) teilnimmt. (Theoretisch kann auch eine Kopplung
zwischen Autokatalyse und Enzymreaktion zu Oszillatio-
nen fithren; vgl. z. B.3%1)

Periodische Anderungen, die auf Chemodiffusion beruhen,
sind seit langem bei der Heterokatalyse von Gasreaktionen
an Metalloberflichen bekannt; vgl. z. B.I*®1, Jedoch ist erst
kiirzlich wahrscheinlich geworden, daB auch auf der Ebene
einzelner Katalysatormolekiile in homogener Losung sol-
che periodischen Vorginge stattfinden konnen. In der halo-
philen Malat-Dehydrogenase begegnen wir einem Bei-
spiel eines solchen hysteretischen Katalysators!**..

Periodische Anderungen von Diffusionsfliissen konnen
durch Membranen bewirkt werden, die ihre Permeabilitéat
hysteretisch dndern. Die Zellhiillen der Halobakterien des
Toten Meeres konnten ihre Durchlissigkeit als Funktion
der Salzkonzentration in dieser Weise variieren, wenn die
Strukturanderungen, die durch die Protonenbindungshy-
sterese angezeigt sind, Permeabilitédtsinderungen der Zell-
membran verursachen. Aus experimentellen Ergebnissen
von Ginzburg et all>”! kann geschlossen werden, daB diese
Bakterien ihren Salzgehalt periodisch dndern. Es ist Gegen-
stand weiterer Untersuchungen, ob eine Korrelation zwi-
schen Membranhysterese und hysteretischer Aktivitiitsin-
derung der Enzyme besteht, die die ,Salzuhr* dieser
Organismen bedingen kdnnte.

Das Prinzip hysteretischer Chemodiffusion sei am Modell
eines Enzyms erldutert, welches durch Substratbindung
bei einer kritischen Substratkonzentration S, katalytisch
aktiv wird. Das Substrat soll mit konstanter Geschwindig-
keit durch den Reaktionsraum flieBcn; d. h. der Diffusions-
fluB J4 des Substrats ist konstant.

]—

L
51 5—

Abb. 11. Kopplungsschema zur Umwandlung von Stationaritiit in Periodi-
zitiit durch hysteretische Chemodiffusion. S: Substratkonzentration: J:
DiffusionsfluB; .J,: Reaktionsfluf.

In der schematischen Darstellung von Abbildung 1 ist
ersichtlich, daB fiir S>S, der Reaktionsflul J(S) groBer
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alsder Diffusionsflufl J«(S) ist. Der Substratabbau ist damit
schneller als der Zuflu@. Dadurch verarmt der Reaktions-
raum an Substrat, bis bei einer unteren kritischen Substrat-
konzentration S, das Enzym inaktiv wird; jetzt ist der
ReaktionsfluB kleiner als der DiffusionsfluB3, und das Sub-
strat kann sich wieder ansammeln bis S>S, wird. Bei
S, beginnt der Zyklus von neuem. Das Ergebnis ist eine
periodische Anderung des Reaktionsflusses und damit der
Produktkonzentration!!®,

In dhnlicher Weise kann eine hysteretische Permeabilitits-
anderung einer Membran cinen stationiren FluB in einen
periodischen FluB umwandeln!!?. In dieser Umwandler-
funktion liegt nun dic fundamentale Bedeutung hystereti-
scher Makromolekiile und Membranen.

Wihrend die klassische Biologie lebende Organismen
durch stationiire Zustinde (Homoostasie) charakterisiert,
versuchen moderne Theorien dem tatséchlichen dynami-
schen Verhalten biologischer Organisationen durch eine
Beschreibungsweise ndher zu kommen, die Quasi-Stationa-
ritédt, d. h. Oszillationen um einen stationéren Mittelwert,
beinhaltet’3®]. Hysterese stellt nun einen einfachen, energe-
tisch giinstigen Mechanismus dar, auf molekularer Ebene
Stationaritit in Periodizitit umzuwandeln.

9. Schlubemerkung

Die Entdeckung von Konformations-Metastabilitdt in
Nucleinsiduren, Proteinen und Membranen hat zu einem
neuen kybernetischen Zugang der dynamischen Deutung
zelluldren Geschehens gefiihrt. Es sei angemerkt, da8 die
Dynamik biologischer Organisation und Funktion wahr-
scheinlich durch eine allgemeine Netzwerktheorie be-
schreibbar ist, die kiirzlich von Oster, Perelson und Kat-
chalsky entwickelt wurde'®®), In dieser Niherung, Netz-
werkthermodynamik genannt, sind ,Transducer” als
Kopplungseinheiten zwischen den Netzwerkelementen ein-
gefiihrt worden. Es scheint nun, dal Makromolekiile und
Membranen, die metastabile Strukturen ausbilden konnen,
als elementare kybernetische Einheiten flir allgemeine
Umwandlungs- (oder Transducer-)Prozesse und insbeson-
dere fiir Regulations- und Gedichtnisvorginge besonders
geeignet sind. Metastabilen polyelektrolytischen Systemen
kommt in der Fahigkeit, ,Information“, die durch
lonenstrdme oder elektrische Impulse aufgeprigt wurde,
molekular zu speichern, besondere Bedeutung fiir eine
schnelle und energicarme Informationsiibermittlung zu.

In einem dynamischen Bild zellulirer Organisation und
Funktion scheint wenig Raum fiir perfekte Stabilitdt zu
sein, wie sie ideale Gleichgewichtszustinde charakterisiert.
Selbst einfache Stationaritit erscheint nicht ausreichend
fiir eine allgemeine Beschreibung zentraler biologischer
Vorginge, wie z.B. die Regulation und Kontrolle von En-
zymkatalyse, Membrantransport, Informationsiibermitt-
lung oder Selbstorganisation'®® % Nichtgleichgewichts-
nitherungen, die metastabile Zustdnde und molekulare Hy-
sterese einbcziehen, — so glaube ich — kdnnen zu einem
besseren Verstindnis der komplexen Dynamik fundamen-
taler Lebenserscheinungen beitragen.
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Der Stiftung Volkswagenwerk danke ich fiir ein Forschungs-
stipendium am Weizmann Institute of Science in Israel.
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Alkyl- und Aryl-hydridobis(e-phenylendioxo)-
phosphat(1—), ein stabiles Spiroanion
mit hexakoordiniertem Phosphor!""]

Von Markus Wieber und Keywan Foroughi'™

Reaktionen von Derivaten des fiinfbindigen Phosphors
verlaufen oft iber Zwischenstufen mit hexakoordiniertem
P-Atom!!!. Uns gelang es erstmals, bei der Uberfiihrung
vondreibindigem in fiinfbindigen Phosphor durch die Reak-

tion!?!
Q o
|
O+ QL @‘ ’j@m
o] OH
R = CHg, CgH;

(1)

ein stabiles Zwischenprodukt mit hexakoordiniertem Phos-
phor zu isolieren.

Methyl(oder  phenyl)hydridobis(o-phenylendioxo)phos-
phat(! —) kann priparativ durch Umsetzung der 1,3,2-Ben-
zodioxaphosphole (1) mit Brenzcatechin und Tridthylamin
im Molverhiltnis 1:1:1 als Tridthylammonium-Salz (3)
erhalten werden.

[ ofo
ok
ono

R = CHj, CgHj

(C,Hg)sNH®

Wie aus den NMR-Spektren (Tabelle 1) hervorgeht,
liegen die Produkte auch im polaren Losungsmittel in
der Spiroform mit der Koordinationszahl 6 fiir das P-Atom

[*] Prof. Dr. M. Wieber und cand. chem. K. Foroughi

Institut fiir Anorganische Chemie der Universitit

87 Wiirzburg. Landwehr
[**] Wir danken Herrn Dr. W. Buchner fiir die Diskussion der NMR-
Spektren, der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der
Chemischen Industrie fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit.
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und einer P—H-Bindung!*! vor und nicht in einer eventuell
diskutierbaren!**' offenen Form mit der Koordinations-
zah! 5 und einer O—H-Bindung.

Reines (3) zersetzt sich exotherm!®! bei 83°C (R =CH,;)
bzw. 128°C (R =C,H;) unter Dehydrierung, d.h. Freiset-
zen stochiometrischer Mengen Tridthylamin sowie Wasser-
stoff und Bildung des Spirophosphorans (2).

(3) — (2) + 11y + (CyHg)3N
Diese Zersetzungsreaktion ist die Ursache der Katalysator-
wirkung von Tridthylamin im ersten Reaktionsschema.

Tabelle 1. NMR-Daten der Anionen von (3), gelost in CD;CN.

'"H-NMR (100 MHz, TMS extern, 8 in ppm. J in Hz)

R=CH,: 5=0.6 3H/d Jpean=107
/d Jipcoy==1.5
—64 L H/d Jom=620
/q Jazc-p-n=135
—60 8H/m
R=C,H;: 5=6.7 1H/d Tom—642
=69 5H/m
=60 8H/m
3TP-NMR (40.5 MHz, H PO, extern, 8 in ppm)
R=CH,: 5= +113.5
R=C,H,: 5= +108.8
Arbeitsvorschrift :

Zu dquivalenten Mengen von Phosphol und Tridthylamin
in Didthyldther tropft man langsam unter N,, Eiskiih-
lung und Riihren eine itherische Losung von Brenzcate-
chin. Der ausfallende weile Niederschlag wird in einer
Umkehrfritte filtriert, mit Ather gewaschen und am Va-
kuum getrocknet. Ausbeute an sehr hygroskopischem
(3) >95%.
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