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Phasenumwandlungen in Lipiden
Maégliche Schaltprozesse in biologischen Membranen

H. TRAUBLE

Max-Planck-Institut fiir Biophysikalische Chemie, Goéttingen

Recent experiments on phase transitions of lipid model membranes in aqueous
medium are reviewed: the phase transition has been studied by optical methods
using flourescence or absorption indicators and the kinetics of the transition by
means of the temperature jump relaxation technique. Under certain conditions the
transition curves show hysteresis phenomena. The ion binding and ion exchange
properties of lipid structures are influenced by the phase transition. These phenomena

may be important in memory and nerve excitation processes.

Reversible Strukturumwandlungen in biologischen
Membranen werden neuerdings lebhaft diskutiert
[1—4], vor allem im Zusammenhang mit der Resz-
leitung in Nerven [5—7]. Es wird dabei i. allg. ange-
nommen, da durch Anderung eines duBeren Para-
meters — in der Art eines Steuerprozesses — Struktur-
umwandlungen in der Membran ausgeldst werden, die
zu einer Funktionsinderung der Membran fithren'.
Erste experimentelle Hinweise fiir das Auftreten von
Strukturumwandlungen in biologischen Membranen
wurden in den letzten Jahren beigebracht [8—12].

Die molekularen Grundbausteine biologischer Mem-
branen sind Proteine und Lipide. Die Lipide sind in
unserem Zusammenhang von besonderem Interesse,
weil sie thermische Phasenumwandlungen zeigen. Ein
einzelnes Lipid-Molekiil enthdlt als ,funktionelle’
Gruppen zwei Kohlenwasserstoffketten mit einer Lan-
ge zwischen 14 und 22 C-Atomen und eine polare
Gruppe, z.B. Phosphatidylcholin (vgl. Fig. 1)} [13,
14]. Lipide bilden in wiBriger Umgebung flichenhaite
membrandhnliche Strukturen, die aus Lipid-Doppel-
schichten mit einer Dicke von ca. 50 A bestehen (vgl.
Fig. 2a) [15—17]. Die meisten Modelle fiir den Auf-
bau biologischer Membranen setzen das Vorhandensein
derartiger Lipid-Doppelschichten voraus? [18-—22].
Biologische Membranen verschiedenen Ursprungs
zeigen eine groBe Vielfalt in der Zusammensetzung
und im chemischen Autbau der konstituierenden Lipid-
Molekiile; das betrifft sowohl die Linge und den
Sattigungsgrad der Kohlenwasserstoffketten als auch
die Struktur der polaren Gruppen [13]. Als besonders
hiufig vorkommende polare Gruppen sind in Fig. 1

1 Ahnliche Prozesse wurden kiirzlich im Zusammenhang mit
immunbiologischen Erkennungsvorgingen diskutiert. Siehe
hierzu den Bericht , Membranaspekte der Immunbiologie’
von H. Fischer, E. Riide u. D. Sellin in Naturwissenschaften
57, 507 (1970).

2 Man vergleiche hierzu den Artikel ,,Kinstliche Lipidfilme
als Modelle biologischer Membranen‘ von P. Liuger in Natur-
wissenschaften 57, 474 (1970).
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Phosphatidylcholin und Phosphatidyldthanolamin dar-
gestellt. Es besteht kein Zweifel, daf3 die richtige
Lipid-Zusammensetzung eine wesentliche Vorausset-
zung fir das ,richtige” Funktionieren einer biolo-
gischen Membran ist. Trotz intensiver Forschungs-
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Fig. 1. Phospholipid-Molekiil, chemischer Aufbau. Zwei (hydro-
phobe) Fettsiure-Reste und eine polare Gruppe sind durch
einen zentralen Glycerin-Rest verknfipft. Die dargesteliten
polaren Gruppen bilden elektrische Dipole. Vermutlich liegen
die polaren Gruppen in der sog. ,,gauche’-Form vor, d.h.
sie sind an den Phosphat-Gruppen abgewinkelt [23, 52—54]

arbeit ist der Zusammenhang zwischen Lipid-Zusam-
mensetzung und Membranfunktion noch ganz wenig
verstanden. Untersuchungen an biologischen Systemen
bediirfen hierbei der Erginzung durch physikalisch-
chemische Untersuchungen an synthetischen Lipiden
mit genau bekanntem chemischem Aufbau. Dieser
Weg wurde vor allem von den Forschungsgruppen
um van Deenen in Holland und um Chapman in Eng-
land beschritten. Die mit einer Vielzahl von Methoden
durchgefithrten Studien (optische, kalorimetrische,
réntgenographische Messungen, Kernresonanzmessun-
gen etc.) haben zu wichtigen Ergebnissen iiber die
physikalisch-chemischen Eigenschaften von reinen
Lipiden gefiithrt [14].
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Kaliometrischer Nachweis und Chayakterisierung
von Phasenumwandlungen in Lipiden

Chapman wu. Mitarb. haben durch kalorimetrische
Messungen gezeigt, dal hochmolekulare Lipid-Struk-
turen bei Temperaturerhthung eine in erster Niherung
reversible, endotherme Strukturumwandlung vom
Charakter einer kristallin — fliissig-kristallinen Pha-
senumwandlung durchmachen [14, 23—25]. Es gilt als
gesichert, daB die Kohlenwasserstoffketten oberhalb
der Umwandlung eine wesentlich hohere Beweglich-
keit haben [11, 17, 23]. Die Umwandlungstempera-
turen 7, liegen i. allg. weit unterhalb des kapillaren
Schmelzpunktes der untersuchten Substanzen. Bei-
spielsweise liegt die Umwandlung von Dipalmitoyl-
phosphatidylcholin (C,s) bei T, A 40 °C, wihrend
der kapillare Schmelzpunkt bei 230 °C liegt. In Ta-
belle 1 sind die Umwandlungstemperaturen (7,) und
die Umwandlungsenthalpien (4H,) von wichtigen
1,2-Diacyl-phosphatidylcholinen ~ zusammengestellt.
Als allgemeine Regel gilt, dall die Umwandlungs-
temperaturen um so tiefer liegen, je kiirzer die Kohlen-
wasserstoffketten sind und je mehr Doppelbindungen
sie enthalten. Bei Phosphatidylcholinen bewirktz. B.
eine Anderung der Kettenlinge um zwei C-Atome eine
Verschiebung der Umwandlungstemperatur um rund
20 °C. Auch die Struktur der polaren Gruppen be-
einfluft die Umwandlungstemperatur. Bei gleichen
Kohlenwasserstoffketten sind die Umwandlungstem-
peraturen von Phosphatidylithanolaminen héher als
diejenigen von Phosphatidylcholinen (Dipalmitoyl-
phosphatidylcholin: 7, /2 40 °C, Dipalmitoylphospha-
tidylathanolamin: 7, a2 83 °C). Durch Mischen von
Lipiden mit verschieden langen Kohlenwasserstoff-
ketten und unterschiedlichem Sittigungsgrad lassen
sich Modellsubstanzen mit Umwandlungstemperaturen
bei beliebigen Zwischenwerten herstellen. Wie schon
erwdhnt, wirkt sich die Umwandlung vor allem auf
die Beweglichkeit der CH,-Ketten aus. Es ist denkbar,
daf3 die unterschiedliche Lipid-Zusammensetzung bio-
logischer Membranen w.a. dem Zweck dient, den
betreffenden Membranen die fiir ihre Funktion er-
forderliche Fluiditat der CH,-Ketten zu geben. Durch
entsprechende Lipid-Zusammensetzung lassen sich
,labile” Membranen mit Phasenumwandlungen auf-
bauen, deren Funktionen durch duBere Einfliisse leicht
gesteuert werden kdénnen.
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Modellsubstanzen

Um die biologische Relevanz derartiger Umwand-
lungen diskutieren zu konnen, miissen u.a. die Um-
wandlungsgeschwindigkeit und der Einflufl der Um-
wandlung auf die Permeabilitit von Lipid-Modell-
membranen und auf die Ionenbindung untersucht
werden. Eine weitere Frage betrifft die verschiedenen
Parameter, welche in der Lage sind, die Umwandlung
auszulosen bzw. zu beeinflussen. In der vorliegenden
Arbeit wurden erstmals Phasenumwandlungen von
hochmolekularen Lipid-Strukturen optisch, mit Hilfe
schnell reagierender Indikatoren, nachgewiesen und
die Kinetik der Umwandlung untersucht. Es wurde
zusdtzlich die Ionenbindung an die Lipid-Strukturen
fir T<7, und T >T, studiert. Als Modellsysteme
dienten walrige, durch Ultraschallbehandlung herge-
stellte Lipid-Dispersionen sowie wiBrige Lésungen von
Monolayer-Lipid-Vesikeln. Fiir die meisten Messungen
wurde synthetisches L-Dipalmitoylphosphatidylcholin
{Fluka) verwendet. Die Lipid-Konzentration war i.
allg. ca. 10~* molar. Die Herstellungsmethoden und
die Ergebnisse elektronenmikroskopischer Untersu-
chungen an diesen Systemen wurden an anderer Stelle
verdffentlicht [26—28]. In Fig. 2 sind einige elektro-
nenmikroskopische Aufnahmen zu sehen, die einen
Eindruck von den Lipid-Strukturen in diesen Losun-
gen geben. Hinsichtlich der folgenden Untersuchungen
ergaben sich praktisch keine Unterschiede zwischen
den beiden Systemen.

Optischer Nachweis der Phasenwmwandlungen

Der optische Nachweis der Phasenumwandlungen ge-
lingt mit Hilfe geeigneter Fluoreszenz- bzw. Absorp-
tionsindikatoren, welche an die Lipid-Strukturen bin-
den und hierbei Anderungen der Fluoreszenzquanten-
Ausbeute () bzw. der Extinktion E erfahren. Als
Fluoreszenzindikator wurde ANS (1-Anilino-8-naph-
thalinsulfonat, erhéltlich bei Pierce Chemicals und bei
Serva, Heidelberg) und als Absorptionsindikator
Bromthymolblau (BTB) verwendet. Die Quantenaus-
beute von ANS steigt von Q =0,004 in Wasser [20]
auf Q@ = 0,08 (+0,3) im Membran-gebundenen Zustand ;
zugleich verschiebt sich das Emissionsmaximum von
A =7520 my in Wasser nach 1=485 my. im Membran-

Tabelle 1. Thermodynamische Kenngrdfen dev kristallin <> fliissig-kvistallinen Phasenumwandlung etniger 1,2-Diacyl-L-phosphatidyi-
choline. Vergleich von kalovimetrischen Daten nach Phillips, Williams u. Chapman [25] und optischen Daten (Fluoveszenzmessungen
mit ANS als Indikator). Die Daten gelten fiir Lipid/Wasser-Systeme mit Wasser im Uberschuf. Zur Begeichnung: C3y bedeutet

etne C-Kette mit 22 C-Atomen ohne Doppelbindung

Lange der Fettsdure-Ketten Behenoyl  Stearoyl Palmitoyl Myristoyl Oleoyl
CSe Cls Cle Cl Cls

Kalorimetrische Umwandlungstemperatur 7;, [°C] 75 58 41 23 —22
Messungen [25] (Werte in Klammern: (88) (83) (77

Phosphatidyldthanolamin)

Umwandlungsenthalpie 4 H,, [kcal/Mol] 14,88 10,67 8,66 6,64 7,6
Optische Messungen Umwandlungstemperatur T, [°C] 58 39 18

Umwandlungsenthalpie 4 Hyapn't Hoft [Kcal/Mol] 265 185 80

2
a:('ﬁHi ~) 1,6 1078 2,2x107%  7x107°
A Hant Hoit




58. Jg., Heft 6, 1971

H. Trauble: Phasenumwandlungen in Lipiden 279

Fig. 2a u. b. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Lipid-Strukturen in wifrigen Losungen. Zeichnungen: Aufbau dieser
Strukturen aus Lipid-Molekiilen. — a,,Myelin-Figuren®, bestehend aus Lipid-Doppelschichten. Priparation aus einer durch kurze
Ultraschallbehandlung hergestellten Lipid-Dispersion. In Losung sind die Lipid-Lamellen durch Wasserschichten getrennt.
Konstrastierung mit Phosphorwolframsiure. — b Sphirische ,,Monolayer-Vesikel™ mit stark kontrastierender organischer
Innenphase. Die polaren Gruppen sind gegen die umgebende Wasserphase orientiert. Schwermetallbeschatiung

gebundenen Zustand. Vergleichbare Anderungen der
Fluoreszenz-Eigenschaften ergeben sich, wenn ANS
in einer Methanol/Wasser-Mischung mit der Dielek-
trizititskonstanten eas35 gelost wird [29]. Die Ex-
tinktion von BTB sinkt von E=1,4X10% bei A=
615 my in Wasser vom pH 7 auf E=2,4x10% im
Membran-gebundenen Zustand. Auch diese Anderung
148t sich durch Lésen von BTB in einer Dioxan/
Wasser-Mischung vom pH 7 und einer Dielektrizitats-
konstanten &= 30 simulieren. Beide Befunde sprechen
dafiir, daB die Indikatormolekiile nicht im Kohlen-
wasserstoffteil der Lipid-Strukturen (e ¢ 2,5), sondern
an die polaren Phosphatidylcholin-Gruppen gebunden
sind und daB die Mikro-Umgebung der gebundenen
Farbstoffmolekiile einem Medium mit der Dielektrizi-
titskonstanten = 30—40 entspricht (vgl. Fig. 4).
Diese Auffassung wird gestiitzt durch neuere Befunde
iiber den Energietransfer zwischen Membran-gebunde-
nem ANS und freien Thallium-Tonen [30]. Aus diesen
Untersuchungen ergibt sich, daf} die gelgsten Thallium-
Tonen sich den gebundenen ANS-Molekiilen bis auf
ca. 6 A nidhern kénnen, was nur moglich ist, wenn
die ANS-Molekiile an der Membranoberfliche in den
polaren Gruppen der Lipid-Struktur sitzen (vgl.
Fig. 4).

Wie aus Fig. 3 hervorgeht, gibt sich die Phasenum-
wandlung der Lipide durch eine starke Fluoreszenz-
bzw. Absorptionsinderung in einem engen Tempera-
turintervall von ca. 6—7 °C zu erkennen. Die aus
solchen Messungen bestimmten Umwandlungstem-
peraturen von Dimyristoyl(C,,)-, Dipalmitoyl (C,¢)- und
Distearoyl(C,q)-phosphatidylcholinen stimmen inner-
halb weniger °C mit den kalorimetrischen Werten
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[24, 257 tberein (vgl. Tabelle 1). Systematische Unter-
schiede zwischen den kalorimetrischen und optischen
Messungen kénnten dadurch zustande kommen, daB3 die
Indikatormolekiile auf die strukturellen Anderungen
der polaren Gruppen reagieren, wihrend die kalori-
metrischen Messungen die gesamten Strukturumwand-
lungen erfassen. Die beobachteten optischen Effekte
(Fig. 3) lassen sich im wesentlichen auf einen zwei- bis
dreifachen Anstieg der Anzahl von Bindungspldtzen
fiir die Indikatormolekiile an der Lipid-Struktur (bei
Temperaturerhéhung auf 71, zuriickzufiihren. Dies
deutet darauf hin, daBl im Laufe der Umwandlung
{bei Temperaturerhéhung) die Packung der polaren
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Fig. 3. Zum optischen Nachweis von Phasenumwandlungen
in Lipiden. Dipalmitoylphosphatidylcholin, T, a 40 °C. Als
Indikatoren dienten ANS fiir die Fluoreszenzmessungen
(Anregung bei A=370mp) und Bromthymolblau fiir die
Absorptionsmessungen. Die Lichtstreuung wurde im Ab-
sorptionsverfahren gemessen. Alle Messungen geschahen konti-
nuierlich. Temperaturdnderung: 1 °C/min
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Fig. 4. Lipid-Doppelschichten mit gebundenen Indikator-
molekiilen fir T< 7, und T>T,, schematisch. Die Um-
wandlung fihrt zu einer ,,Auflockerung’’ der polaren Gruppe
und zu einer hoéheren Beweglichkeit der CH,-Ketten. Die
Anzahl der gebundenen Indikatormolekille ist stark iiber-
trieben. Tatsichlich war bei den Messungen von Fig. 3 und §
bei T =20 °C etwa ein Indikatormolekiil pro 150 Lipid-Mole-
kile gebunden. Oberhalb der Umwandlung sind mehr Indi-
katormolekiile gebunden

Gruppen aufgelockert wird, wie dies schematisch in
Fig. 4 angedeutet ist. In Tabelle 2 sind die Gleich-
gewichtsbindungskonstanten und die Anzahl von Bin-
dungsplitzen fiir die Indikatormolekiile an der Mem-
branoberfliche ftir 7'« T, und 7°>7, zusammenge-
stellt. Diese Werte wurden durch Titration von Lipid-
Dispersionen mit Indikatormolekiilen bestimmt.

Tabelle 2. Kenngréfien zuv Bindung von Bromthymolblaw und
ANS an Dipalmitoylphosphatidylcholin-Strukiuren in wafBriger
Lisung

Bindungskonstante Bindungsplitze
[Mol1] pro 100
Lipid-Molekiile
25°C 45°C 25°C  45°C
BTB (pH 7} 3% 10% 1,78x 10 7,7 20
ANS 0,6 10* 0,5x 10* 2,5 6,7

Eine weitere Moglichkeit, die Phasenumwandlung op-
tisch nachzuweisen, bieten Lichtstrenungsmessungen
(vgl. Fig. 3). Dieses Verfahren arbeitet indikatorfrei
und ist daher wichtig fiir den Nachweis, daB die
Indikatormolekel keine wesentlichen Anderungen der
Lipid-Struktur bewirken. Wie Fig. 3 zeigt, beobachtet
man im Umwandlungsgebiet eine starke Abnahme der
Lichtstreuung mit steigender Temperatur.

Verlauf der Umwandlungskurven

Die beschriebenen optischen Verfahren bieten die
Mbglichkeit, Umwandlungskurven bequem und genau
zu studieren und die Kinetik der Umwandlung zu
verfolgen. Umwandlungskurven wurden z. B. in Gegen-
wart von Chloridsalzen ein-, zwei- und dreiwertiger
Kationen gemessen. Der Verlauf der Umwandlungs-
kurven wird durch die Anwesenheit zwei- und drei-
wertiger Kationen und durch pH-Erniedrigung wesent-
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lich beeinfluBt, wihrend einwertige Kationen praktisch
ohne EinfluBl sind. Bei Anwesenheit zwei- und drei-
wertiger Kationen wird als zusitzlicher Effekt eine
kleine irreversible Vorumwandlung beobachtet. AuBer-
dem kdnnen Hysterese-Erscheinungen auftreten (s.u.).
Die Umwandlungstemperatur 7, kann durch Salze
tnd durch die Gegenwart bestimmter Molekiile in der
Losung um einige Grad verschoben werden. Diese
Beobachtungen sind im einzelnen noch nicht ver-
standen. Sie zeigen jedoch, daB es grundsitzlich
méglich ist, die Umwandlung auBer durch Temperatur-
dnderung auch durch andere Parameter zu beein-
flussen bzw. auszuldsen.

Auftreten von Hysterese und mogliche Bedeutung
von Lipid-Strukturen als Informationsspeicher

Es gibt mehrere Hinweise dafiir, daB die Umwandlung
ein hochkooperativer Prozef ist. Dafiir spricht z. B. der
Befund, daB beim Durchlaufen von Temperaturzyklen
unter bestimmten Bedingungen Hysterese auftritt
(vgl. Fig. 5). Diese Erscheinungen sind reproduzierbar,
d.h. sie werden in aufeinanderfolgenden Temperatur-
zyklen in gleicher Weise beobachtet, und hingen so
gut wie nicht von der Geschwindigkeit der Temperatur-
dnderung ab (Normalbedingungen: A7/A¢ =1 °C/min).

=20

R

w

215

N

S

N

10

"g 5 J i

%% 0 0 °c 5o
Temperatur

Fig. 5. Umwandlung mit Hysterese. Dipalmitoylphosphatidyl-
cholin/Wasser-System in Anwesenheit von 10~%m Acetyl-
cholin. MeBparameter: ANS-Fluoreszenz bei A = 480 my. Tem-
peraturdnderung: 1 °C/min

Es werden also echte metastabile Zustinde durch-
laufen. Das Ausmafi der Hysterese hingt von ver-
schiedenen Parametern ab, z.B. von der Reinheit der
verwendeten Substanzen, von der Anwesenheit anderer
Molekiile in den Lipid-Strukturen (z.B. Fettsiuren,
Cholesterol} und von der Gegenwart bestimmter Ionen
und -Molekiile in der Wasserphase. Hysterese wird z. B.
durch zwei- und dreiwertige Ionen, aber auch durch
Acetylcholin hervorgerufen. Der Einbau von Fett-
sduren in die Lipid-Struktur erhoht die Hysterese,
wihrend Cholesterol den gegenteiligen Effckt hat. Die
in Fig. 5 wiedergegebene Hysterese-Kurve wurde in
Gegenwart von 10-¢m Acetylcholin gemessen.

Ahnliche Hysterese-Erscheinungen treten bei koopera-
tiven Umwandlungen in der Physik z.B. im Ferro-
magnetismus und in der Supraleitung auf. Die Er-
fahrungen auf diesen Gebieten zeigen, dafl Hysterese,
die durch Verunreinigungen und durch Zusitze her-
vorgerufen bzw. verstdrkt wird, durch Hemmung der
Umwandlungsprozesse (Wachstum) zustande kommt
(32]. Die Alternative hierzu wiren Hemmungen im
Keimbildungsmechanismus. Ein wichtiges Charakte-
ristikum von Hysterese-Erscheinungen ist die Ab-
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hingigkeit des System-Zustandes von der Vorgeschich-
te. Solche Systeme sind zur Informationsspeicherung
geeignet. Bekanntlich werden die Hysterese-Erschei-
nungen in ferromagnetischen Materialien groBtechnisch
bei der Konstruktion von Speicherelementen fiir
Rechenmaschinen ausgeniitzt.

Katchalsky [33—35] hat in einer Serie von Arbeiten
die Bedeutung von Hysterese-Erscheinungen in bio-
logischen Systemen [36—38] fur die Informations-
speicherung und fiir die Entwicklung schwingungs-
fahiger Systeme behandelt. Danach ist die Annahme
naheliegend, daB Membranen mit hysteretischen Pha-
senumwandlungen als Informationsspeicher in biologi-
schen Systemen Verwendung finden. Teile von Nerven-
membranen kénnten hierbei direkt als Speicherelemente
dienen. Wegen der Moglichkeit, die gespeicherte Informa-
tion durch Fortsetzung des Hysterese-Zyklus wieder zu
I6schen und damit den Speicher zu regenerieren, er-
scheinen Membranen besonders als Kurzzeitspeicher-
elemente geeignet. Hinsichtlich der Langzeitspeiche-
rung miiBte man annehmen, dalb die (kurzzeitig) in
den Membranspeichern enthaltene Information durch
einen noch unbekannten Mechanismus in stabilere
Strukturen tibertragen wird?.

Zur thermodynamischen Beschreibung der Umwandlung

Der einfachste Versuch, die beobachtete Phasenum-
wandlung im reversiblen Fall thermodynamisch zu be-
schreiben, besteht in der Annahme eines Alles-oder-
Nichts-Uberganges zwischen zwei Zustinden 4 (7T T,)
und B (I>T,) gemal
k‘l

4 k:_’i B, (1)
wo K =k |k, die Gleichgewichts-,,Konstante'* dieses
Prozesses darstellt.
Aus den optisch gemessenen Umwandlungskurven
1468t sich ein Umwandlungsgrad 6 gemil

°B
0= o (2)
als Funktion der Temperatur entnehmen (0 =0 fir
T« T,und 0 =1 fur T>>T,). Hierbei bedeuten ¢z den
Bruchteil der Molekiile im Zustand B und ¢z =c¢4 +¢p
die Gesamtzahl der an der Umwandlung beteiligten
Molekiile.
Die Umwandlungstemperatur 7, ist durch I,=T
{6 =1/2) definiert. Die in Tabelle 1 angegebenen Werte
wurden auf Grund dieser Definition aus den §(7)-
Kurven bestimmt.
Die scheinbare Gleichgewichtskonstante K fiir den
Ubergang A <> B schreibt sich dann in der Form
7
K=klky= —5- (3)
Der Zusammenhang mit der scheinbaren Reaktions-
enthalpie A Hapt gorr der Umwandlung ergibt sich aus
der van’t Hoff-Beziehung

ﬁd InK . A Hyan’t Hott 1 a6

ar = e Toea—g ar ¥

3 Man vergleiche hierzu den Beitrag von G. F. Domagk und
H. P. Zippel: Biochemie der Geddchtnisspeicherung, in Natur-
wissenschaften 57, 152 (1970).
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Insbesondere gilt in der Mitte der Umwandlung bei
T=T,06=1/2)

dln K AHvan’ 0.
=R = 40T )
oder
AH oyt =4 R T (d0/dT)q,, (6)

wo A H a0t vos die scheinbare molare Reaktionsenthal-
pie bedeutet.

Die gemdB Gl (6) aus den optischen Umwandlungs-
kurven bestimmten scheinbaren Reaktionsenthalpien
liegen rund eine Groflenordnung tiber den kalori-
metrisch ermittelten (wahren) Werten (vgl. Tabelle1).
Dies bestétigt die bereits oben aus dem Auftreten von
Hysterese gezogene SchluBfolgerung, daf3 die Wechsel-
wirkung zwischen den Lipid-Molekillen eine ent-
scheidende Rolle bei der Phasenumwandlung spielt
und daher nur ein kooperatives Modell der Phasen-
umwandlung dem wirklichen Sachverhalt gerecht
wird. Eine solche Theorie hitte vom zweidimensionalen
Ising-Modell [39] auszugehen. Die exakte Losung dieses
Falles stobt auf extreme mathematische Schwierig-
keiten.

Handliche Niherungslésungen wurden von Zimm und Bragg
[40] fur das wesentlich einfachere Problem der kooperativen
Umwandlung linearer Biopolymere aus dem Ising-Modell
abgeleitet. Diese Theorie wurde in der Zwischenzeit weiter-
entwickelt und mit Erfolg auf Phasenumwandlungen von
linearen Biopolymeren angewendet [41—44]. Aus diesen Ar-
beiten ergibt sich, daBl im Grenzfall langer Ketten die Bezie-
hung (5) durch den Ausdruck

dln K 1 4dH,

( aT )Tu— Yo RL} 7)
zu ersetzen ist, wo AH, die molare Umwandlungsenthalpie
fiir den elementaren Wachstumsproze3 bedeutet und o ein
MaB fur die Kooperativitit der Umwandlung darstellt. Der
Parameter ¢ wurde in die Theorie eingefithrt als Gleichge-
wichtskonstante ftir das ,,Umklappen’ eines Einzelelements
innerhalb einer Sequenz gleichartiger Elemente durch einen
Proze3, bei dem die Anzahl gleichartiger Bindungen konstant
gehalten wird. Fiir o<1 besteht positive Kooperativitit:
Die Einzelelemente des Systems haben die Tendenz, den
Zustand der Nachbarelemente anzunehmen (je kleiner ¢, um so
groBer die Kooperativitdt). 0 =1 kennzeichnet den Grenzfall
verschwindender Kooperativitit. Mit steigender Kooperativi-
tit, d.h. mit abnehmendem ¢, wird die Umwandlung schirfer,
und die aus den 6(T)-Kurven bestimmte scheinbare Um-
wandlungsenthalpie AHyap% moss Wird groBer.

Ein Vergleich der Beziehungen (5) und (7) ergibt:

AH,

o= (ﬁ ﬂ*ﬂg)zl (8)

AHyag't Hott

Hiernach 148t sich bei Kenntnis der gemdf Gl. (6) zu bestim-
menden scheinbaren Umwandlungsenthalpie 4 Hap't gogr und
der aus kalorimetrischen Messungen bestimmten (wahren)
Umwandlungsenthalpie AH, der Wert von ¢ berechnen.

Wendet man dieses Verfahren analog auf den vorliegenden
Fall an, so ergeben sich o-Werte zwischen 102 und 10~3 (zum
Vergleich wurde far die Umwandlung von Polyglutaminsiure
0= 3x107% bestimmt [45, 46]). Die in Tabelle 1 angegebenen
o-Werte erscheinen insofern verntinftig, als die Kooperativitit
mit steigender Lange der CH,-Ketten zunimmt. Eine besonders
starke Zunahme wird beim Ubergang von Dimyristoyl(Cy,)- zu
Dipalmitoyl(C,¢)-phosphatidylcholin beobachtet, wahrend der
weitere Ubergang zu Distearoyl(C,,) nur noch einen geringen
Anstieg der Kooperativitit bringt. Die modellméBige Inter-
pretation des Parameters ¢ fiir den hier vorliegenden Fall der
Umwandlung einer zweidimensionalen Struktur mufl Aufgabe
weiterer Untersuchungen sein.



282

Kinetik dev Umwandlung

Die Kinetik der Umwandlung wurde mit Hilfe der
von Eigen [47] entwickelten Temperatursprung-
Relaxationstechnik untersucht. Im AnschluB an kleine,
sehr schnelle Temperaturspriinge von A7 ~ 0,5 °C
wurde die zeitliche Relaxation der ANS-Fluoreszenz
oder der BTB-Absorption bei A=0615mu verfolgt.
Der gréBte Teil der Amplitudeninderung 1Bt sich
durch eine Relaxationszeit 7 beschreiben. Wie aus
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Fig. 6. Relaxationszeit v der Phasenumwandlung als Funktion
des Umwandlungsgrades 0. Der gesamte Umwandlungsbereich
(0 =0 =<1) erstreckt sich iiber etwa 7 °C. Dipalmitoylphos-
phatidylcholin, T,a40°C. GroBe der Temperaturspriinge
AT = 0,5 °C. Cholesterol-Zusatz bewirkt einen starken Anstieg
der Umwandlungsgeschwindigkeit. Man beachte die unter-
schiedlichen Ordinatenmafstibe fiir die gestrichelten und die
durchgezogenen Kurven. ©— — — O Dipalmitoylphosphatidyl-
cholin (DPC), rein; A———a DPC -+ 5 Mol-9, Cholesterol;
o 1 DPC + 25 Mol-% Cholesterol; & O DPC -+
5 Mol-%, Cholesterol 4+ 102 Mol CaCl,. Absorptionsmessungen
mit BTB als Indikator, A= 615 my, pH 7.

Fig. 6 hervorgeht, durchlduft v innerhalb des Um-
wandlungsbereiches (0 < 8§ < 1) ein scharfes Maximum.
Ein ahnliches Verhalten wurde von Schwarz [43] fiir
die mittlere Relaxationszeit bei der kooperativen Um-
wandlung von linearen Biopolymeren theoretisch vor-
ausgesagt. Bei reinem Dipalmitoylphosphatidylcholin
liegen die Werte von 7 zwischen 100 und 1200 msec.
Uberraschenderweise wird die Umwandlung rund
hundertmal schneller, wenn Cholesterol in die Lipid-
Strukturen eingebaut wird (die Umwandlung ver-
schwindet allerdings, wenn der Cholesterol-Gehalt
50 Mol-% {ibersteigt). Auch die Anwesenheit von Cal-
cium beschleunigt die Umwandlung. Entsprechend
Fig. 6 liegen die v-Werte im System Dipalmitoylphos-
phatidylcholin -5 Mol-% Cholesterol in Anwesenheit
von 4072 Mol CaCl, zwischen 1 und 12 msec. Die Ge-
schwindigkeit der Phasenumwandlung kommt damit
in den Bereich der Dauer eines Nervenimpulses. Der
Anstieg der Umwandlungsgeschwindigkeit durch den
Einbau von Cholesterol deutet auf eine Reduktion
der kooperativen Wechselwirkung zwischen den Lipid-
Molekiilen hin. Eine genauere Analyse dieser Messun-
gen muf einer Einzelversffentlichung vorbehalten
bleiben.

Salzeffekte

Zur weiteren Charakterisierung der Phasenumwand-
lung wurde der Einflu von Salzen auf die Bindung
von Indikatoren an dieLipid-Strukturen bei < T, und
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T >T, untersucht. Aus diesen Messungen lassen sich
Schliisse auf die Tonenbindung an die Lipid-Strukturen
ziehen. Durch die Bindung von Kationen an die Phos-
phatidylcholin-Gruppen erhélt die vorher neutrale
Membranoberfliche eine positive Oberflichenladung.
Dies fiihrt zu einer verstirkten Adsorption der negativ
geladenen Indikatormolekiile an die Lipid-Strukturen.
Titriert man Lipid-Dispersionen bei konstanter ANS-
Konzentration mit verschiedenen Salzen, so nimmt die
Fluoreszenz-Intensitit infolgezusitzlicher Bindung von
Indikatormolekiilen zu. Ahnliche Effekte haben Vander-
koot und Martonosi [48] sowie Gomperts et al. [49] an
biologischen Systemen beobachtet. In Fig. 7 sind die Er-
gebnisse solcher Titrationen fiir das Dipalmitoylphos-
phatidylcholin-System (7, &~ 40 °C) bei T'=20 °C und
T =45 °C wiedergegeben. Die Fluoreszenz-Anderung
ist um so groBer, je hoher die Wertigkeit der Kationen
ist. Bei gleicher Salzkonzentration findet man fiir die
Fluoreszenz-Zunahme die Rangfolge Lat++>Erdal-
kalient+> Alkalien*. In der Reihe der Alkalien und
Erdalkalien geben die Ionen mit dem kleinsten Ionen-
radius bzw. der groBten Hydratationsenergie den
groBten Effekt. Wie aus Fig. 7 hervorgeht, sind die
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Fig. 7. Zunahme der ANS-Fluoreszenz (4 = 480 nm) im System
Dipalmitoylphosphatidylcholin/Wasser bei Zugabe von Chlo-
ridsalzen ein-, zwei und dreiwertiger Kationen. Messungen bei
T=20°C und T=45°C (T, ~ 40 °C). Lipid-Konzentration:
0,83 x 107 m; ANS-Konzentration: 3x107%m. Die Fluo-
reszenz-Intensitit der salzfreien Losung bei 20 °C wurde gleich
100 gesetzt; dieser Wert entspricht 0,6 x 1078 Mol ANS ge-
bunden

Salzeffekte oberhalb der Phasenumwandlung we-
sentlich stdrker als unterhalb. Eine Auftragung der
Messungen in einem 1/47 gegen 1/cjg-Diagramm
(A I =Fluoreszenz-Anderung, ¢ = Gesamtkonzentra-
tion der Kationen) erlaubt es, die scheinbaren Bindungs-
konstanten* und die relative Anzahl von Bindungs-
pldtzen fiir die verschiedenen Kationen zu bestimmen.

4 Die Bezeichnung ,,scheinbare Bindungskonstante’ soll zum
Ausdruck bringen, dafl bei der beobachteten Fluoreszenz-
Anderung auBer der Iomenbindung auch noch elektrische
Doppelschichteffekte eine Rolle spielen kénnen. Wie in einer
weiteren Arbeit gezeigt werden soll, kann man diese beiden
Anteile auf Grund ihrer unterschiedlichen Abhingigkeit von
der Salzkonzentration voneinander trennen.
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Die so ermittelten Bindungskonstanten sind fiir
Erdalkalien rund zehnmal groBer als fiir Alkalien.
So findet man oberhalb der Umwandlung fiir Calcium
Ky =10° Mol-! und fiir Lithium Kp=35 Mol-!, Ahn-
lich wie bei der Bindung der Indikatormolekiile ist
die Zahl der Bindungsplédtze oberhalb der Umwandlung
etwa zwei- bis dreimal gréBer als unterhalb. Dies ist
die wesentliche Ursache fiir die stirkeren Salzeffekte
oberhalb der Umwandlung. Interessanterweise sind die
Unterschiede zwischen Ionen gleicher Ladung oberhalb
der Umwandlung wesentlich gréfer.

Sind verschiedene Kationen gleichzeitig anwesend und
dndert man die Konzentration einer Spezies, so kommt
es zu einem Ionenaustausch an den Lipid-Strukturen.
Diese Ionenaustauschereigenschaften werden durch die
Phasenumwandlung gleichfalls beeinflut. Beispiels-
weise wird bei T >T, das zweiwertige Calcium gegen-
iiber einwertigen Kationen stirker bevorzugt als bei
T<T,. Dies bedeutet, daB3 die Phasenumwandlung
von einem Ionenaustausch begleitet ist; d.h., man
kann eine Lipid-Membran als einen durch die Phasen-
umwandlung schnell umschaltbaren Ionenaustauscher
auffassen. Das System zeigt damit im Prinzip ein
Verhalten, wie es von Adam [7] in seiner Theorie der
Nervenerregung angenommen wurde (Adam [7]:
Theorie der Nervenerregung als kooperativer Kationen-
austausch in einem zweidimensionalen Gitter).

Wie erwihnt, wirkt sich die Anwesenheit von Salzen
und die Erniedrigung des pH auf den Verlauf der
Umwandlungskurve, auf die Hysterese und in geringem
MaB auch auf die Umwandlungstemperatur aus. Damit
besteht grundsitzlich die Moglichkeit, die Phasenum-
wandlung auBer durch Temperaturdnderung auch
durch Anderung der Salzkonzentration und des pH
auszulésen bzw. zu beeinflussen. Der Einflu hoher
elektrischer Felder auf die Umwandlung wird derzeit
untersucht.

Strukturelle Anderungen wikvend der Umwandlung,
Folgerungen

Beziiglich der molekularen Vorgdnge bei der Phasen-
umwandlung folgt aus den vorliegenden Untersuchun-
gen, daB nicht nur der Kohlenwasserstofiteil der
Lipid-Strukturen betroffen ist® (im Sinne steigender
Fluiditdt mit steigender Temperatur), sondern dal3
auch die Anordnung der polaren Gruppen geindert
wird, und zwar im Sinne einer Auflockerung mit
steigender Temperatur® (vgl. die schematische Zeich-
nung in Fig. 4).

5 Die Phasenumwandlung von Lipiden hat in verschiedener
Hinsicht Ahnlichkeit mit entsprechenden Umwandlungen in
Paraffinen, z.B. beziiglich der Kettenldngenabhdngigkeit der
Umwandlungstemperaturen und der Umwandlungsenthalpien
[24]. Man hat daher Grund zu der Annahme, daB sich die
molekularen Veranderungen im Kohlenwasserstoffteil der
Lipid-Strukturen wahrend der Umwandlung durch das von
Pechhold u. Mitarb. [51] fiir Paraffine und lineare Hochpoly-
mere entwickelte Konzept der Bewegung und Umlagerung von
sog. Kink-Isomeren in den CH,-Ketten beschreiben 1483t. Als
zusétzliches Element mufl jedoch die Kopplung zwischen den
CH,-Ketten und den Phosphatidylcholin-Gruppen beriick-
sichtigt werden.

6 Die ,,Auflockerung’’ der Phosphatidylcholin-Gruppen stellt
méoglicherweise einen Ubergang von der an der Phosphatgruppe
abgewinkelten, sog. ,,gauche’-Form in die gestreckte Zick-
Zack-Struktur dar (vgl. Fig. 1) [23, 52—54].
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Wie in einer vorhergehenden Arbeit [50] gezeigt wurde,
ist zu erwarten, daB Strukturinderungen im CH,-
Teil sich auf die Permeabilitit von Lipid-Membranen
auswirken. Andert sich gleichzeitig die Anordnung der
polaren Gruppen, so sind erhdhte Effekte in dieser
Richtung zu erwarten. Durch die Auflockerung der
polaren Gruppen werden auch die Assoziationsprozesse
an der Membranoberfliche beeinflult. AuBer der schon
besprochenen Ionenbindung wird also vermutlich auch
die Wechselwirkung zwischen Lipiden und Proteinen
gedndert. Auf diese Weise bietet sich die Mdéglichkeit,
die Phasenumwandlung in den Lipid-Strukturen
zwanglos an chemische Prozesse in den angrenzenden
Medien anzukoppeln.

Bemerkungen zur unterschiedlichen
Lipid-Zusammensetzung von Biomembranen

Nach dem Vorhergehenden hidngt offenbar eine Reihe
von Membran-Eigenschaften, wie z.B. die Permeabili-
tidt gegeniiber verschiedenen Substanzen, die Wechsel-
wirkung mit Ionen, Proteinen und anderen Makro-
molekiilen, von der Beweglichkeit und Struktur der
Kohlenwasserstoffketten und der polaren Gruppen der
Lipide ab. Diese strukturellen Parameter werden durch
den Zustand der Membranlipide beziiglich der Phasen-
umwandlung bestimmt, insbesondere ergeben sich
erhebliche Unterschiede, je nachdem, ob sich die Lipide
oberhalb oder unterhalb der Phasenumwandlung be-
finden. Umgekehrt wird die Lage des Umwandlungs-
punktes empfindlich durch die Zusammensetzung und
die chemische Struktur der Lipide beeinfluB3t. Damit
gewinnt die Aussage, daB die ,,richtige’ Lipid-Zusam-
mensetzung eine wesentliche Voraussetzung fiir das
richtige Funktionieren einer biologischen Membran
ist, eine konkrete Bedeutung. Besonders wichtig ist
die richtige Lipid-Zusammensetzung offenbar bei
,,Jabilen Membranen, deren Funktion mit einer Struk-
turdnderung verbunden ist.

Auch die Bedeutung von Cholesterol kann unter einem
neuen Gesichtspunkt betrachtet werden?. Wéhrend
bislang die Rolle von Cholesterol hauptsichlich in der
mechanischen Stabilisierung von Biomembranen ge-
sehen wurde, zeigen die kinetischen Untersuchungen,
daB Cholesterol eine wichtige Rolle bei Struktur-
anderungen spielt, indem es die Geschwindigkeit der
Umwandlung erhéht.

Mein Dank gilt Herrn Prof. Dr. M. Eigen fiir sein anspornen-
des Interesse und Frl. B. Voigt fiir tatkriftige Hilfe bei den
Experimenten. Herrn Prof. Dr. M. Delbriick sowie den Herren
Dr. D. Haynes und Dr. E. Neumann danke ich fiir wertvolle
Kritik.
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The literature on $X DNA replication is reviewed. The main emphasis is put on
double-stranded $X-DNA replication. The theory of ¢$X “replication sites” in the
bacterial host cell is discussed in detail. Experimental evidence for the importance of
distinct “replication sites’’ is summarized. More recent experiments on the mechanism
of $X double-stranded DNA replication are described; contrary to earlier results,
they suggest that the ¢X double strand is synthesized in a discontinuous manner.
The significance of this finding for DNA replication in general is discussed.

Um die Aufklirung der molekularen Mechanismen der
DNS-Replikation bemiihen sich Forschergruppen in
zahlreichen Laboratorien. Trotz dieser Bemiithungen
ist unser Wissen {iber die Biochemie der DNS-Repli-
kation gering, geringer jedenfalls als iiber die Bio-
synthese der anderen biologisch interessanten Makro-
molekiile, etwa der RNS oder der Proteine. Einer der
Griinde fir die Schwierigkeiten bei der Erforschung
der DNS-Replikation mag darin liegen, daB} die Ver-
mehrung der genetischen Substanz weitgehend von
einer funktionellen und morphologischen Intaktheit
der Zelle abhingig zu sein scheint, wie im folgenden
angedeutet werden soll. Jede klassische biochemische
Arbeitsweise setzt jedoch ein Zerreien von Zell-
strukturen voraus.

Semikonservative Replikation

Uber einen Aspekt der DN S-Replikation scheinen sich
die Molekularbiologen einig zu sein: Nachkommen-
DNS-Molekiile sind die Produkte eines semikonser-
vativen Replikationsprozesses [1]. Wihrend dieses Vor-
gangs trennen sich die beiden Polynucleotid-Strange
der ,,parentalen DNS. Jeder der beiden entstehenden
Einzelstringe dient als Matrize fiir die Synthese eines
neuen komplementiren Polynucleotid-Stranges. Am
Ende des Replikationszyklus liegen zwei,, Tochter-
DNS-Molekiile”“ vor, die aus je einem parentalen
Strang und einem neusynthetisierten Polynucleotid-
Strang bestehen [2] (Fig. §). ,,Semikonservativ’ [3]
in diesem ProzeB sind die parentalen DNS-Stringe,



