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Kapitel 1

Einleitung und Aufgabenstellung

1.1 Nichtlineare Dynamik in biologischen und chemi-
schen Systemen

Oszillierende chemische Reaktionen wurden im 19. Jahrhundert entdeckt [1] und erfuhren
um die Wende des 19. zum 20. Jahrhundert eine erste Bliitezeit [2, 3, 4], bevor sie ab ca.
1920 in “Ungnade“ gefallen sind. Ab diesem Zeitpunkt verbreitete sich die Ansicht, daf3
chemische Oszillationen, die spontan eine “geordnete Dynamik, also Zusténde niedrigerer
Entropie hervorbringen, mit dem 2. Hauptsatz der Thermodynamik unvereinbar wéren.
Erst nach der Formulierung der Grundlagen der Thermodynamik irreversibler Phdnome-
ne [5] wandte sich das wissenschaftliche Augenmerk wieder den sich in Zeit und Raum
selbstorganisierenden Phénomenen, wie Oszillationen oder Musterbildung, zu. Seit etwa
vier Jahrzehnten werden oszillierende chemische Systeme ausfiihrlich untersucht [6, 7, 8],
wobei die Motivation entweder durch das Interesse an der Dynamik dieser Systeme be-
griindet ist, oder daher riihrt, dal derartige chemische Reaktionssysteme als “einfache*
Modelle fiir biologische Rhythmen angesehen werden. Wahrend chemische Oszillatoren und
rhythmisch ablaufende biologische Systeme dhnliches nichtlineares dynamisches Verhalten
aufweisen konnen, so besteht doch in der Regel zwischen diesen Systemen ein deutlicher
Unterschied in ihrer Komplexitét.

Ostzillierende chemische Reaktionen sind Systeme, die aus einer relativ kleinen Anzahl
chemischer Spezies bestehen, die an einem Satz chemischer Umsetzungen teilnehmen und
die zu nichtlinearem Verhalten fiithren. Demgegeniiber sind rhythmisch verlaufende biolo-
gische Systeme weitaus komplexer [9]; sie finden héufig auf den hierarchischen Ebenen von
metabolischen Netzwerken, Organellen, Zellen und sogar von Geweben und Organen statt.
Beispiele sind unter anderem die Glycolyse, die ein metabolisches Netzwerk von ca. 10
enzymatischen Reaktionen umfafit [9, 10]. Sie ist eine Schliisselreaktion des Stoffwechsels
fast aller Zellen. IThre Aufgabe ist es, die Zellen mit Energie zu versorgen. Oszillationen der
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KAPITEL 1. EINLEITUNG UND AUFGABENSTELLUNG

Atmungsaktivitdt und des Volumens von Mitochondrien aus Rattenleber [11] erfolgen auf
der Ebene von Organellen. Dahingegen sind Ostzillationen der Konzentration von cytosoli-
schem Ca*" in Oocyten des Krallenfroschs Xenopus laevis [12], wie auch die Oszillationen
der Konzentrationen von NAD(P)H, HyO, und H* in weiBlen Blutkérperchen [13, 14], so-
wie die Ausschiittung von Insulin aus (3-Zellen der Bauchspeicheldriise [15, 16] Phéanomene,
die in der Zelle ablaufen. Als Beispiele fiir nichtlineare Dynamik in Geweben und Organen
seien die Oszillationen von Crasulazeen-Pflanzen [17, 18] erwéhnt.

Die Mechanismen, die in biologischen Systemen Rhythmen erzeugen, beruhen in der
Regel auf einer Reihe von hochspezialisierten und -spezifischen Agenten, die einfache Mo-
lekiile aber auch komplexere Gebilde wie Rezeptoren, lonenkanéle oder kompartmentierte
Systeme sein konnen. Der hohe Grad an Komplexitdt ermoglicht sowohl eine hohe Spezi-
fitdt als auch eine genaue Feinabstimmung der physiologischen Prozesse. Auf der anderen
Seite wirkt diese hohe Komplexitdt dem Verstdndnis der systemischen Grundlagen die-
ser biologischen Prozesse dadurch entgegen, dafl die Fiille an Details die grundlegenden
Mechanismen und deren Nichtlinearitéaten iiberdecken.

Wir stehen also vor der Situation, dafl die Dynamik von hochkomplexen biologischen
Systemen durch komplexe, auf einem hoheren hierarchischen Niveau befindlichen Agenten
(z. B. Zellen, Gewebe oder Organe) hervorgerufen wird, wiahrend oszillierende chemische
Reaktionen, die hierarchisch auf der relativ “einfachen® Stufe der Molekiile stehen, als
“geeignete“ Modelle fiir biologische Rhythmen angesehen werden. Nichtsdestotrotz hélt
diese Analogie, da physikalisch betrachtet sowohl die chemischen Oszillatoren als auch die
rhythmisch ablaufenden biologischen Systeme offene Systeme sind. Offene Systeme stehen
mit ihrer Umgebung in Energie- und Massenaustausch, und sie dissipieren die zugefiihrte
Energie, indem sie diese verbrauchen. Die dissipierte Energie wird unter anderem verwen-
det, um selbstorganisierte, nichtlineare Prozesse auszufiithren. Damit erfolgt die spontane
Rhythmenbildung unter Bedingungen, die fern vom thermodynamischen Gleichgewicht lie-
gen.

Es ist daher nicht iiberraschend, daf§ zwischen der Dynamik von chemischen Oszil-
latoren und von Systemen, die biologische Rhythmen hervorbringen, eine weitreichende
Ubereinstimmung besteht. Die Frage bleibt jedoch offen, ob oszillierende oder rhythmische
Dynamik in biologischen oder biochemischen Systemen auch auf der hierarchischen Ebene
von Molekiilen hervorgerufen wird. Zu diesem Zweck wird in der vorliegenden Habilitati-
onsschrift {iber Untersuchungen von nichtlinearer Dynamik in enzymatischen Reaktionssy-
stemen berichtet. Untersucht wurden moglichst einfache oder gar minimale Enzymsysteme,
die aus jeweils einem einzigen Enzym und dessen Substraten bestehen. Bei den Agenten
in diesen Reaktionssystemen handelt es sich (fast) ausschlieBlich um Molekiile, so daf die
Liicke zwischen den verschiedenen Organisationshierarchien von biologischen rhythmischen
Systemen und chemischen Reaktionen geschlossen wird.

Numerische Studien von Enzymreaktionen unter offenen Bedingungen (z. B. bei Zu-
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Abb. 1.1: Typischer Datensatz, dessen Dynamik als rhythmisches Verhalten von Enzymen
interpretiert wird. Haufig werden nur eine oder zwei Oszillationen gezeigt. Hier am Beispiel
des zeitlichen Verlaufs der Pyruvat-Konzentration wihrend der Reaktion mit Pyruvatde-
carboxylase (Kurve 1; Kurve 2 zeigt das Verhalten mit irreversibel verindertem Enzym)
[21].

und Abflufl von Substraten bzw. Produkten und Reaktionsteilnehmern), bei denen die En-
zymkinetik entweder durch den Michaelis-Menten-Formalismus oder durch explizitere kine-
tische Ansétze wiedergegeben wird, deuten darauf hin, dafl oszillierende oder rhythmische
Dynamik eine hiufig zu erwartende Dynamik von Enzymreaktionen darstellt [19, 20, 21].
Tatséchlich findet man in der Literatur eine Reihe von experimentellen Arbeiten, die iiber
rhythmisches Verhalten in einfachen Enzymsystemen berichten [21, 22, 23, 24, 25]. Leider
werden aber in den meisten Veroffentlichungen entweder nur sehr kurze Zeitserien abge-
bildet, die nur eine oder zwei, hiaufig geddmpfte, Oszillationen zeigen (Abb. 1.1), oder die
prasentierten Daten sind mit einer erheblichen Drift bzw. Rauschen iiberlagert, so dafl es
kaum moglich ist zu unterscheiden, ob es sich dabei um generisches dynamisches Verhalten
oder um Fluktuationen handelt.

Eine andere Komplikation tritt in Arbeiten auf, in denen der zeitliche Verlauf einer
Kenngrofle verfolgt wird, deren Bestimmung durch Probenentnahme und anschlieSende -
analyse erfolgt. Eine solche typische Kenngrofe ist die Enzymaktivitéit, die mittels invasiver
und zeitintensiver Verfahren bestimmt werden muf}. Dadurch hat man es mit Zeitserien zu
tun, die aus wenigen Mefipunkten bestehen, die oszillatorische Dynamik zeigen oder darauf
hindeuten (Abb. 1.2). Allerdings ist es meist schwierig, die Fehlergrenzen der Analysever-
fahren abzuschétzen und somit zu beurteilen, inwieweit die gemessenen Daten tatséchlich
oszillatorisches Verhalten zeigen, oder eher die Wunschvorstellung der Autoren widerspie-
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KAPITEL 1. EINLEITUNG UND AUFGABENSTELLUNG

RESIDUAL CATALASE ACTIVITY (%)

T AT

2 Mal LneadaR T A

O 20 0 60 8 10 @0 10
TIME (minutes)

Abb. 1.2: Daten zur Dynamik von Enzymen, die mittels diskreten und invasiven Methoden

gewonnen werden. In beiden Féllen wird die Enzymaktivitéit bestimmt. Links: Spaltung von

Harnstoff durch Urease aus Sojabohnen [22]; rechts: Durch Catalase katalysierte Oxidation

von Ascorbat durch Sauerstoff [25].

geln.

Die einzige “rithmliche“ Ausnahme bildet die Peroxidase-Oxidase-Reaktion, deren
Dynamik ausfiihrlich untersucht worden ist. Dabei werden die experimentellen Daten
nichtinvasiv gemessen, so dafl auch langanhaltende Zeitreihen erhalten wurden. Die Daten
zeigen eindeutig, dafl in diesem Reaktionssystem unter geeigneten Reaktionsbedingungen
zweifelsfrei oszillierende Dynamik auftritt [26, 27, 28, 29].

1.2 Aufgabenstellung

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Erforschung des nichtlinearen dynamischen Ver-
haltens in moglichst einfachen enzymatischen Reaktionssystemen. Ziel der Untersuchungen
ist es, zum einen zu ermitteln, ob ein oszillatorischer Reaktionsverlauf zu den typischen Dy-
namiken von Enzymreaktionen gehort. Dazu ist es notig, mehrere einfache Enzymsysteme
oder Enzymmodell-Systeme zu finden, die Oszillationen oder andersartiges nichtlineares
dynamisches Verhalten zeigen. Wahrend Studien an Enzymsystemen ”echte” biologische
Systeme als Untersuchgungsobjekt haben, mufl den untersuchten Enzymmodell-Systemen
biomimetischer oder zumindest ”bioinspirierter” Charakter zukommen.

Unter biomimetischen Systemen versteht man supramolekulare Systeme, die
vollstéandig aus mafgeschneiderten, synthetischen Komponenten aufgebaut sind. Diese
Komponenten ahmen gezielt die charakteristischen strukturellen und reaktiven Eigenschaf-

4



1.2. AUFGABENSTELLUNG

ten des natiirlichen, biologischen Vorbilds nach. Damit sind sorgfiltig geplante und her-
gestellte biomimetische Systeme ausgezeichnete Analoga zu den biologischen Vorbildern.
Dagegen sind bioinspirierte Systeme kiinstliche Modellsysteme, die nur gewisse systemische
Eigenschaften eines biologischen Vorbilds wiedergeben, wobei Analogien struktureller Art
in der Regel nicht vorhanden sind. Somit sind bioinspierierte Systeme am weitesten vom
biologischen System entfernt, denn sie dienen der Untersuchung einer speziell ausgewéahlten
Eigenschaft des biologischen Vorbilds; die anderen Eigenschaften kénnen durchaus stark
abweichen.

Fande man neben der Peroxidase-Oxidase-Reaktion weitere eindeutig oszillierende
Enzym- bzw. Enzymmodell-Systeme, so wére der Nachweis erbracht, dafl Enzymsysteme
generell komplexe Dynamik hervorbringen koénnen. Ist dies der Fall, so gilt es, die Reakti-
onsmechanismen dieser Enzymsysteme aufzustellen, zu verfeinern, zu reduzieren und vor
allem zu untersuchen. Dabei wird ein besonderes Augenmerk auf die Erforschung der Quel-
len von nichtlinearem Verhalten gelegt. Eine wichtige Frage ist in diesem Zusammenhang,
ob alle oszillierenden Reaktionssysteme ihr nichtlineares dynamisches Verhalten auf Grund
eines einheitlichen mechanistischen Schemas hervorbringen oder ob es eine Vielzahl von
Quellen nichtlinearen Verhaltens in Enzymsystemen gibt.

Enzymatische Reaktionen fiihren wichtige physiologische Funktionen aus bzw. sie sind
an diesen beteiligt. Aus diesem Grund gilt es zu erforschen, inwieweit die in wvitro beob-
achteten Oszillationen, auch unter in vivo Bedingungen auftreten oder auftreten konnten.
Schliefllich wird der Frage nachgegangen, ob der komplexen Reaktionsdynamik von ein-
fachen, minimalen Enzymsystemen bereits biologische Funktion zukommt, oder ob diese
Dynamik nur als “zufélliges Nebenprodukt“ der hochspezifischen Enzyme aufzufassen ist.

Im Folgenden werden drei minimale Enzym- bzw. Enzymmodell-Systeme studiert, die
aus moglichst einem einzigen Enzym und dessen Substraten bestehen. Um den Gegenstand
der Untersuchungen {ibersichtlicher zu gestalten, beschréankt sich die vorliegende Arbeit auf
Reaktionssysteme, deren Enzyme oder Enzym-Modellverbindungen eine Metallporphyrin-
Gruppe als aktives Zentrum aufweisen. Beim ersten untersuchten System handelt es sich
um ein echtes biologisches System, der Peroxidase-Oxidase-Reaktion (Kapitel 2). Die in
Kapitel 3 besprochene Hemin — H,O, —Sulfit-Reaktion stellt ein bioinspiriertes System
dar, wihrend das in Kapitel 4 untersuchte Cytochrom P450-Modellsystem ein typisches
biomimetisches System ist. Damit werden in der vorliegenden Habilitationsarbeit sowohl
Studien am biologischen Objekt, sowie Untersuchungen an biomimetischen und bioinspi-
rierten Systemen durchgefiihrt.
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Kapitel 2

Die Peroxidase — Oxidase — Reaktion

2.1 Einfiihrung

Peroxidasen sind ubiquitire Enzyme, die die Oxidation einer groflen Anzahl von Susbtra-
ten durch Wasserstoffperoxid (H2O5) katalysieren. Diese Enzyme konnen statt HoOo auch
molekularen Sauerstoff (O2) als Oxidationsmittel verwenden. In diesem Fall besitzen sie
die Wirkung von Oxidasen. Typischerweise werden in diesen Umsetzungen elektronen-
reiche Substrate, wie Indol-3-essigsidure oder NADH oxidiert. In dieser Arbeit soll unter
Peroxidase-Oxidase-(PO)-Reaktion die durch Peroxidase katalysierte Oxidation von NADH
durch Os verstanden werden, deren Gesamtreaktion nach

INADH + 2H* + 0y T4 9N AD+ 1+ 2H,0 (2.1)

erfolgt.

Die Peroxidase-Oxidase-Reaktion wurde wahrend der letzten vier Jahrzehnte austiihr-
lich untersucht. Sie stellt das am besten erforschte Enzymsystem dar, welches nichtlineares
Verhalten zeigt. Weitaus am héaufigsten wird in den Studien das Enzym aus Meerrettich-
wurzeln verwendet, obwohl Enzyme aus anderen Organismen (Kuhmilch [27, 30], Sojaboh-
nen [30], dem Pilz Copriunus cinereus [30]) ebenfalls reichhaltiges dynamisches Verhalten
hervorrufen. Da etwa 80% der Peroxidase in den Zellen der Meerrettichwurzeln cytoso-
lisch, d. h. im Zellplasma gelost, vorliegt [31], werden die Untersuchungen zur Dynamik
der Peroxidase-Oxidase-Reaktion in homogenem, fliissigem Medium durchgefiihrt.

Thematisch befassen sich die aktuellen Forschungsaktivitdten vor allem mit der Dy-
namik der Peroxidase-Oxidase-Reaktion und mit der Aufklarung der Details ihres Reakti-
onsmechanismus.



KAPITEL 2. DIE PEROXIDASE — OXIDASE — REAKTION

2.2 Dynamik

Nichtlineares dynamisches Verhalten in Form von geddmpften Oszillationen wurde in der
Peroxidase-Oxidase-Reaktion erstmals 1965 beobachtet [26]; seitdem wird die Dynamik
des PO-Systems ausfiihrlich untersucht. So wurde bald gezeigt, dafl diese Enzymreaktion in
Durchflufirithrreaktoren, in denen offene Bedingungen realisiert werden kénnen, auch auto-
nome, ungeddmpfte Oszillationen hervorbringt [27, 29]. Die Oszillationen kénnen entweder
einfach periodisch sein, oder aber komplexere Periodizidt aufweisen. Dieses Reaktionssy-
stem kann ferner deterministisch chaotische Zeitserien hervorbringen. In der Tat wurde
in Untersuchungen der PO-Reaktion erstmalig chaotische Dynamik in einem chemischen
bzw. biochemischen Reaktionssystem nachgewiesen [32]. Unter etwas anderen Reaktions-
bedingungen wurde quasiperiodisches Verhalten beobachtet [33, 34]. Ferner kennt man
Reaktionsbedingungen, bei denen das PO-System bistabil ist [28, 35]. Dieses reichhaltige
dynamische Verhalten ist in den Ubersichtsartikeln [36] und [37] zusammengefaBt, welche
die Arbeiten zur Reaktionsdynamik beriicksichtigen, die bis ca. 1991 bzw. 1999 verdcffent-
licht worden sind.

Die im Rahmen des Habilitationsvorhabens durchgefithrten Studien zur Reaktions-
dynamik sollten ermitteln, welche Dynamik das PO-System im pH-Bereich von 5,2 < pH
< 6,3 zeigt [P1, P2, P4, P5]. Dazu wurden Experimente durchgefiihrt, bei denen die
ZufluBrate des Substrats NADH in den Reaktor variiert und der pH-Wert des Mediums
mittels eines geeigneten Puffers konstant gehalten wurde. Das sich ergebende dynamische
Verhalten wurde beobachtet, wobei die Zufluirate von NADH als Bifurkationsparameter
diente.

Im gesamten untersuchten pH-Bereich zwischen pH 5,2 und 6,3 konnte reichhalti-
ges dynamisches Verhalten gefunden werden, das sowohl periodische als auch chaotische
Zustande umfafit [P1, P2]. Die Routen ins Chaos, d.h. die Abfolge von dynamischen
Zustinden, die bei Anderung des Bifurkationsparameters (hier: die Erhchung der Zufluf-
rate an NADH) von stationdrem iiber periodisches zu chaotischem Verhalten fiihren, wur-
den bei verschiedenen pH-Werten ermittelt. Fiir “niedrige* pH-Werte, d.h. fiir pH-Werte
zwischen 5,2 und 5,4 konnte die fiir diesen Parameterbereich bereits bekannte Dynamik
[38] reproduziert werden [P1, P2], ndmlich die Perioden-Verdopplungs-Route ins Chaos.
Hingegen zeigen die experimentellen Daten, daf§ fiir hohere pH-Werte, d. h. pH > 54,
die Dynamik einer anderen Route ins Chaos folgt. Hier beobachtet man eine sogenannte
Perioden-Additions-Sequenz [P1, P2]. Diese Sequenz zeichnet sich dadurch aus, da§ mit
zunehmendem Wert des Bifurkationsparameters die “Einheitszelle® der Oszillationen, die
aus einer Schwingung grofler Amplitude L (=1) und S Schwingungen kleiner Amplitu-
de besteht, so gedndert wird, dafl in zwei aufeinanderfolgenden periodischen Zustédnden
die Anzahl von Oszillationen kleiner Amplitude sich um 1 unterscheidet. Das heifit, die
periodischen Zustinde L° gehen in die Zustinde L5+ iiber.
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2.2. DYNAMIK

Die Perioden-Additions-Sequenz entspricht der obersten Ebene eines sog. Farey-
Baums. Das Konzept der Farey-Sequenzen stammt aus der Zahlentheorie und besagt, dafl
zwischen zwei rationalen Briichen % und Z’—i ein Bruch f]’—;’ existiert, der nach dem Bildungs-
gesetz

Ps _P1 P2 _ D1 + P2
B G G2 Gt

erzeugt wird. Setzt man die sog. Windungszahl % gleich dem Verhéltnis zwischen der

(2.2)

Anzahl an Oszillationen grofier und kleiner Amplitude

pi L

L 2.3

w5 (2.3)
so kann die Perioden-Additions-Route dadurch erzeugt werden, dafl man mit % = % und
2—; = % (d.h. den Zustinden 0' bzw. 1° in L°-Notation) beginnt und die Sequenz dann
“einseitig“ fortsetzt. Jede Tochtersequenz ];f—i wird aus dem Glied % und dem Grundglied

Z—i gebildet.

Die Abfolge der Zusténde in der Perioden-Additions-Route ins Chaos bei pH = 6,3
wurde einer genaueren Untersuchung unterzogen [P1]. Zum einen wurde ermittelt, daf
ein periodischer Zustand L° mit zunehmendem Wert des Bifurkationsparameters seine
Stabilitit iiber eine Kaskade von Periodenverdopplungen verliert und in eine enge chaoti-
sche Doméne miindet. In diesen engen chaotischen Fenstern zwischen zwei benachbarten
Mixed-Mode-Zustéinden L° und L°*! konnten wiederum engere Doménen von periodischer
Dynamik nachgewiesen werden. Bei weiterer Erhohung des Bifurkationsparameters verliert
das chaotische Verhalten seinerseits seine Stabilitdt und es entstehen Oszillationen der Pe-
riodizitdt L. Dies gilt fiir die Abfolge von periodischen Zustinden bis L = 15mee (wobei
Smaz = 4, wenn 2,4-Dichlorophenol [P1, P2], S, = 2, wenn 4-Hydroxybenzoesiaure [P4]
und S,,.; = 3, wenn Vanillin [P5] als aromatische Kofaktoren eingesetzt werden). Wird
die Flufirate (der Bifurkationsparameter) iiber den Existenzbereich der 15me=-QOszillationen
erhoht, so geht das System in ein relativ breites Fenster chaotischer Dynamik iiber, das
bei noch héheren Werten des Bifurkationsparameters periodischen Zusténden weicht, die
nur noch aus Oszillationen kleiner Amplitude bestehen (L° = 0%).

Zur Klassifizierung der Zeitserien des breiten Fensters zwischen den 1979~ und dem
0%-Zustand als deterministisch chaotisch wurden Methoden der Zeitserienanalytik ange-
wandt [P1, P5]. Die rekonstruierten Attraktoren wurden durch Poincaré-Schnittebenen
so geschnitten, dafl diese Ebenen genau senkrecht zu den Trajektorien der Attraktoren
liegen. Die aus den Durchstof-Punkten der Trajektorien durch die Poincaré-Schnittebenen
ermittelten eindimensionalen Abbildungen (x;,; gegen z;) sind verzweigt. Die einzelnen
Zweige werden von Trajektorienpaaren gebildet, die durch eine Anzahl von n Oszilla-
tionen kleiner Amplitude getrennt sind, deren Amplitude nicht ausreicht, um die Poin-
caré-Ebene zu schneiden. Dieses Verhalten ist charakteristisch fiir homokline chaotische
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Dynamik [39, 40, 41]. Weitere Unterstiitzung erfihrt dies durch das Vorhandensein ei-
nes Sattel-Fokus, der durch den Verlauf eines einzelnen Umlaufs des Attraktors recht gut
gezeigt werden kann [P1].

Der Ubergang zwischen der Perioden-Verdoppelungs-Route bei pH 5,2 und der
Perioden-Additions-Route ins Chaos bei pH 6,3 wurde untersucht, indem die Dynamik
der PO-Reaktion in ApH-Intervallen von 0,1 bzw. 0,2 pH-Einheiten experimentell ermit-
telt wurde [P2]. Fiir pH-Werte unterhalb 5,4 bilden sich Perioden-Verdopplungs-Sequenzen
aus, wahrend im Intervall 5,5 < pH < 6, 3 Perioden-Additions-Sequenzen beobachtet wer-
den. Je weiter der pH-Wert von 5,4 entfernt ist, umso ausgeprégter sind die jeweiligen
Sequenzen: zum einen weisen sie eine grofiere Anzahl von komplex-periodischen Zusténden
auf, zum anderen ist der Parameterbereich, in dem die einzelnen Zustéande existieren, brei-
ter. Nahert man sich pH = 5,4 an, so beobachtet man, dafl sukzessive die periodischen Os-
zillationen héchster Komplexitat verschwinden. Bei pH = 5,4 treten nur noch Oszillationen
der Periode-1 und Periode-2, bzw. der chaotische Zustand auf, so dafi eine Klassifizierung
nach Sequenz nicht mehr moglich ist, da die hoheren Glieder fehlen. Der Ubergang zwi-
schen den beiden Routen ins Chaos erfolgt also kontinuierlich und geht mit dem Verlust
von periodischen Oszillationen hoherer Komplexitét einher.

Numerische Simulationsrechnungen wurden unter Verwendung eines detaillierten me-
chanistischen Modells durchgefiihrt, das von Bronnikova, Fed’kina, Schaffer und Olsen vor-
geschlagen wurde, und als BFSO-Modell bekannt ist [42]. Es umfafit insgesamt 10 chemi-
sche Spezies (Variable) und 14 Reaktionsschritte, deren Geschwindigkeitskonstanten mit
einer Ausnahme experimentell bestimmt worden sind. Das BFSO-Modell liefert realisti-
sche Beschreibungen der Dynamik bei pH ~ 5. Obwohl die Geschwindigkeitskonstanten
von praktisch allen Teilreaktionen des BFSO-Modells pH-abhéngig sind, ist der genaue
Zusammenhang experimentell nicht bestimmt worden. Daher haben wir zur Modellierung
des pH-Effekts nur die Geschwindigkeitskonstante einer einzigen Reaktion variiert, um die
Dynamik der PO-Reaktion bei verschiedenen pH-Werten zu simulieren, ndmlich die der
Dimerisation der O, in [P1] bzw. die der Dimerisation der NAD-Radikale in [P2, P3].
Die Empfindlichkeit der Dimerisation der NAD-Radikale gegeniiber dem pH-Wert wird
den Protonierungsgleichgewichten ihrer Phosphatgruppen und den, je nach Protonierungs-
grad unterschiedlichen, Coulomb’schen Kréften zwischen den geladenen NAD-Radikalen
zugeschrieben [P2]. In einer kiirzlich erschienenen Arbeit wurde die Empfindlichkeit der
einzelnen Reaktionsschritte des BESO-Schemas auf die pH-Wert-analogen Anderungen der
Geschwindigkeitskonstanten systematisch iiberpriift, wobei festgestellt wurde, dafl nur drei
der Reaktionen sehr empfindlich auf den pH-Wert reagieren, darunter auch die Dimerisa-
tion der NAD-Radikale [43].

Die Simulationsrechnungen der PO-Reaktion fiir verschiedene Werte der Geschwin-
digkeitskonstanten der Dimerisation von NAD-Radikalen zeigen sowohl die Existenz von
Perioden-Verdoppelungs- als auch von Perioden-Additions-Sequenzen [P2]. Auch der Uber-

10



2.3. BEITRAGE ZUM REAKTIONSMECHANISMUS

gang zwischen diesen Routen ins Chaos wird durch die Simulationsrechnungen gut wieder-
gegeben: wie im Experiment, beobachtet man auch hier das graduelle Verschwinden der
periodischen Oszillationen hochster Komplexitat, je weiter man sich dem pH-Wert des
Ubergangs zwischen beiden Szenarien annihert. Am Ubergang selbst ist die Dynamik so
“verarmt “, daf3 selbst fiir die numerischen Daten eine Klassifizierung der Art der Sequenz
nicht moglich ist.

Ein weiterer Aspekt, der durch Simulationen genauer beleuchtet wurde, sind die
Ubergéinge zwischen zwei benachbarten periodischen Zustéinden 1° und 19*! innerhalb
einer Perioden-Additions-Sequenz [P3]. Untersucht wurde, wie der Zustand 19 seine Sta-
bilitat verliert und welche dynamischen Zustdnde im engen Intervall auftreten, bevor der
neue Zustand 157! erreicht wird. Dazu wurde der Ubergang 1° — 1! im Detail betrachtet,
und die Analogien mit den Ubergingen zwischen komplexeren dynamischen Zusténden
(1' — 12 und 12 — 13) ausgearbeitet. Es zeigt sich in den Simulationen, daf in ei-
ner Perioden-Additions-Sequenz zwei benachbarte periodische Zustdnde durch eine enge
Domiine komplexer Dynamik getrennt sind. Dabei verliert der Zustand 1° seine Stabilitét
zunéchst durch Periodenverdopplung, bevor dieser periodenverdoppelte Zustand wiederum
einer quasiperiodischen Dynamik weicht. Aus diesem quasiperiodischen Zustand entsteht
dann letztendlich der neue Zustand 19+1.

Die Dynamik in den Ubergangsbereichen zwischen den 1° und 1%+'-Oszillationen
wurde fiir verschiedene pH-Werte (d.h. Werte der Geschwindigkeitskonstante der Dimeri-
sation von NAD-Radikalen) berechnet, so dafl die Bedingungen den gesamten pH-Bereich
vom Einsetzen der Perioden-Additions-Route bis zur ausgeprigten Sequenz abdecken [P3].
Die Simulationen zeigen, dafi im Ubergangsgebiet 1° — 15%1 der quasiperiodische Torus
umso aufgeweiteter und ausgeprégter ist, je alkalischer das Medium ist.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dafl die Simulationsrechnungen sowohl
die Details der Dynamik des Ubergangs zwischen den einzelnen Routen ins Chaos als auch
die Abfolge der dynamischen Zusténde innerhalb der Perioden-Additions-Sequenz iiberra-
schend gut wiedergeben, obwohl auch kleinere Unterschiede zwischen den experimentellen
und den numerischen Ergebnissen bestehen. Diese betreffen vor allem den Ubergang zwi-
schen dem 1°- und dem 1'-Zustand. Hier sagen die Simulationsrechnungen einen engen
Bereich komplexer Dynamik voraus [P2, P3], der in den Experimenten nicht beobachtet
wurde [P1, P2].

2.3 Beitrage zum Reaktionsmechanismus

Der Reaktionsmechanismus, der der Peroxidase-Oxidase-Reaktion zugrunde liegt, wurde
ausgiebig untersucht, wobei von enzymologischer Seite die Reaktionen besonders ausfiihr-
lich erforscht wurden, an denen das Enzym direkt beteiligt ist. Im Ubersichtsartikel [44]
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werden die Arbeiten zum Reaktionsmechanismus sowie die Studien zu den Reaktionen, die
wihrend der PO-Reaktion stattfinden bzw. stattfinden kénnen, detailliert zusammenge-
faf3t.

Wiéhrend der Reaktion durchlauft die Peroxidase einen Reaktionszyklus, in dem sie in
5 verschiedenen Oxidationsstufen (+2, +3, +4, +5 und +6) auftritt [45, 46]. Das erste de-
taillierte Reaktionsmodell, in dem dies beriicksichtigt ist, wurde von Yakota und Yamazaki
vorgeschlagen [47]. Der in diesem Modell bestimmte enzymatische Reaktionszyklus wird
in allen seither vorgeschlagenen Reaktionsmechanismen fiir die PO-Reaktion mehr oder
weniger streng iibernommen. Im Gegensatz zum enzymatischen Teil der PO-Reaktion be-
steht noch einiger Forschungsbedarf, um einerseits die Bedeutung der nicht-enzymatischen
Reaktionsschritte genauer zu verstehen [48, 49], und andererseits die mechanistische Rolle
von zwei Substanzen aufzuklédren, die als Effektoren der Enzymaktivitat wirken.

In den Experimenten werden der Reaktionslosung neben dem Enzym Peroxidase und
seinen zwei Substraten NADH und O,, auch zwei weitere Substanzen in mikromolekularen
Konzentrationen zugesetzt, die die Aktivitdt der Peroxidase beeinflussen. Es handelt sich
dabei um Methylenblau einerseits und eine phenolische Verbindung, in der Regel um 2,4-
Dichlorphenol. Diese Effektoren oder Cofaktoren modulieren die Aktivitéit der Peroxidase,
wobei 2,4-Dichlorphenol die Enzymaktivitit steigert [50, 51], wihrend Methylenblau als
deaktivierend beschrieben wird [27, 51]. Ferner kommt Methylenblau die Aufgabe zu, das
Enzym vor Zerstorung durch Radikale zu schiitzen [51]. Die genaue Wirkungsweise der zwei
Effektoren und deren Beteiligung an Reaktionen des PO-Sytems ist weitgehend unbekannt.
Aus diesem Grund und eingedenk der niedrigen Konzentrationen der Effektoren in der
PO-Reaktion werden diese in den Reaktionsmechanismen des PO-Systems bisher nicht
beriicksichtigt.

2.3.1 Der phenolische Effektor

Werden Experimente in Abwesenheit eines geeigneten phenolischen Effektors durchgefiihrt,
so ist die Dynamik des PO-Systems auf stationére Zustinde (bei pH 6,3) und gedampfte
Oszillationen (bei pH 5,1) beschriankt. Der Effektor 2,4-Dichlorphenol ist also notwen-
dig, um komplexeres Verhalten zu induzieren. Um die mechanistische Rolle zu erforschen,
die 2,4-Dichlorphenol in der Peroxidase-Oxidase-Reaktion spielt, wurden Versuchsserien
durchgefiihrt, in denen 2,4-Dichlorphenol durch eine Reihe von phenolischen Verbindun-
gen [P4, P5, P6] sowie durch zwei primére aromatische Amine [P4] ersetzt wurde. Ziel ist
es, erstens, sowohl bei pH 5,1 als auch bei pH 6,3 zu ermitteln, ob 2,4-Dichlorphenol durch
andere Phenole ersetzt werden kann; zweitens welche Phenole oder aromatische Amine
zu komplex-periodischen oder gar chaotischen Oszillationen fithren kénnen [P4, P6]; und
drittens welche physikalische Eigenschaft der Phenole fiir das Auftreten der verschiedenen
Arten der Dynamik in der PO-Reaktion verantwortlich ist [P6]. Aus diesen Informatio-
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nen lassen sich dann Schliisse beziiglich der mechanistischen Rolle dieser aromatischen
Verbindungen ziehen.

Eine Reihe der als mogliche Effektoren getesteten Phenole, sowie Anilin, modulie-
ren die Aktivitat der Peroxidase so, dafl autonome Oszillationen induziert werden kénnen
[P4, P5, P6]. Interessanterweise sind all diese phenolischen Verbindungen Substrate der
klassischen Peroxidase-Reaktion, d.h. der enzymkatalysierten Reduktion von HoOy nach

Perozidase

H,0, + 2V H "25% 9y . 42,0 (2.4)

wobei YH fiir das elektronenliefernde Substrat (in unserem Fall die phenolischen Verbin-
dungen) steht.

Um den Zusammenhang zwischen den molekularen Eigenschaften der Phenole und
ihrer Wirkung auf die Dynamik der PO-Reaktion zu ermitteln, wurde eine Studie mit
einer Reihe natiirlich vorkommender Phenole durchgefiihrt [P6]. Die eingesetzten Phenole
wurden nach Strukturmerkmalen (Substitutionsmuster am Phenylring) ausgewihlt. Diese
Kriterien wurden dann verglichen mit der Art des komplexesten dynamischen Verhaltens,
das diese Verbindungen in der PO-Reaktion hervorrufen konnten. Derartige Vergleiche
zeigen, dafl die Art der induzierten Dynamik weder mit den Substitutionsmustern am
aromatischen Ring, noch mit der Oxidationsstufe des zur phenolischen OH-Gruppe para-
stdndigen Substituenten korreliert. Das einzige strukturelle Merkmal, das erfiillt sein mu#f,
ist das Vorhandensein einer Hydroxylgruppe am aromatischen Ring.

Die molekulare Eigenschaft der Phenole, die hervorragend mit der induzierten Dy-
namik korreliert, ist das elektrochemische Potential der Oxidation der Phenole zu den
jeweiligen Phenyl-Radikalen [P6] nach

PhOH — PhO - +H" + e (2.5)

Phenole, deren Halbwellen-Potentiale £/ zwischen 890 und 960 mV gegen die Normal-
wasserstoffelektrode betragen, sind in der Lage, im PO-System komplexe oder chaotische
Dynamik hervorzubringen. Je weiter das Halbwellen-Potential der Phenole von diesen Wer-
ten entfernt liegt, desto einfacher wird die Dynamik, die das jeweilige Phenol induzieren
kann. Diese Feststellungen weisen darauf hin, daf§ im Mechanismus Reaktionen von sehr
grofer Bedeutung sind, bei denen jeweils ein Elektron iibertragen wird.

Um die etwaigen Reaktionsprodukte der Umsetzungen, an denen der phenolische
Effektor teilnimmt, zu ermitteln, wurden verschiedene dynamische Zustdnde der PO-
Reaktion mittels Membran-Inlet-Massenspektroskopie verfolgt [P6]. Die Massenspektren
zeigen keinerlei Intensitdt bei Massenzahlen m/z, die den etwaigen Dimerisations- oder
Radikaladditions-Produkten entsprechen wiirden. Stattdessen bleibt die Intensitdt des
Massenpeaks wihrend der gesamten Reaktion im Rahmen der Megenauigkeit konstant
bei 100% des eingesetzten Phenols. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, daf}, sobald
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3 a

' = per2t
(NAD), NADH - PhOH -~
NAD* < PhO*
4+ PSS 6+
Per R . Per

0,

Abb. 2.1: Das urspriingliche Reaktionsschema der PO-Reaktion nach Bronnikova, Fed’kina,
Schaffer und Olsen (BFSO) [42] wird durch durchgezogene Linien wiedergegeben. Die in
[P6] postulierten Reaktionen der phenolischen Effektoren sind als gestrichelte Linien ein-
getragen. Die verschiedenen Oxidationsstufen der Peroxidase werden mit Per?*, Per3*,
Per*™, Per®* und PerS* bezeichnet. Abbildung entnommen aus [P7].

Phenyl-Radikale gebildet werden, diese sofort wieder zum Phenol reduziert werden. Wir
postulieren daher, dafl die Phenole als Elektroneniibertrager fungieren und wéhrend der
PO-Reaktion nicht verbraucht werden.

Schlieflich wird aus den experimentellen Ergebnissen ein Reaktionsmechanismus po-
stuliert, der die Wirkungsweise der phenolischen Effektoren im PO-System wiedergibt
[P6]. Ein Vergleich der Halbwellen-Potentiale E; /2 der Phenole mit den Ein-Elektronen-
Redoxpotentialen Ej) der verschiedenen Enzymformen zeigt, dafi sowohl Per® als auch
Per'™ (d.h. Enzym in den Oxidationsstufen +5 und +4) das Phenol nach Reaktion (2.5)
zum Radikal oxidieren konnen. Die Reduktion der gebildeten Phenyl-Radikale erfolgt durch
das in grofem UberschuB vorhandene NADH. Abbildung 2.1 fat das gesamte Reaktions-
schema der PO-Reaktion zusammen, das aus dem BFSO-Mechanismus [42] besteht sowie
aus den in [P6] hergeleiteten Erweiterungen durch die Reaktionen, an denen die phenoli-
schen Effektoren beteiligt sind.
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2.3.2 Methylenblau

Methylenblau ist ein Effektor, der die Aktivitdt der Peroxidase verringert [27, 51]. Diese
Substanz wurde in das Reaktionssystem eingefiihrt, um die Oszillationen zu stabilisieren
(27, 47, 51].

In [P7] wird der Einflul der Konzentration an Methylenblau auf die Dynamik der
PO-Reaktion untersucht, wobei ungeddampfte Dynamik beobachtet werden kann, wenn die
Reaktionslésung zwischen 5 nmol 17! und 250 nmol 171 Methylenblau enthiilt. Ohne Methy-
lenblau zeigt die PO-Reaktion ausschlieBlich geddmpfte Oszillationen. Zugleich wird Enzym
durch irreversible Zerfalls- oder Inaktivierungsreaktionen aus dem PO-Reaktionssystem
entzogen. Bei Konzentrationen [MB]y > 250 nmol 17! beobachtet man wieder nur geddmpf-
te Ostzillationen, wobei gezeigt wurde, dafl das gesamte Enzym im Reaktionszyklus verbleibt
und nicht durch Zefallsreaktionen abgebaut wird [P7]. Bei Methylenblau-Uberschu wird
also der inhibierende Effekt von Methylenblau dominierend.

Ungedédmpfte Oszillationen treten bei Anwesenheit von geringen bis mittleren Kon-
zentrationen an Methylenblau auf. Dabei nehmen die Amplituden der Oszillationen mit
zunehmender Methylenblau-Konzentration ab. Besonders ausgepragt ist der EinfluB von
Methylenblau auf die Amplituden der Oszillationen der reduzierten Form des Enzyms
(Per?"), die ebenfalls stark abnehmen und fiir [MB], > 100 nmol 17! im Rahmen der
MeBgenauigkeit verschwinden [P7]. Interessanterweise geht mit der Abnahme der Oszilla-
tionsamplituden kein Verlust an Komplexitit der Dynamik einher.

Der ausgeprigte Einflul der Methylenblau-Konzentration auf die Oszillationsampli-
tuden der Enzymspezies, insbesondere auf die reduzierte Enzymform Per?*, legt nahe, dafl
Methylenblau entweder die Bildung oder die Anreicherung von Per?* wihrend der Reakti-
on verhindert. Letztendlich bewirken diese beiden Moglichkeiten, dafl weniger Enzym zur
oxidierten Form Per®" umgesetzt wird, so daf§ die Oszillationsamplituden mit zunehmender
Methylenblau-Konzentraion kleiner werden [P7].

Ein prinzipiell wichtiges Ergebnis aus der Untersuchung der Rolle von Methylenblau
in der PO-Reaktion stellt der erstmalige experimentelle Nachweis dar, dafl die reduzierte
Form der Meerrettich-Peroxidase (Per?") an den Oszillationen beteiligt ist. Die Feststellung
ist vor allem von Bedeutung, da die Beteiligung von Per?* an der PO-Reaktion in einigen
Reaktionsmechanismen postuliert worden ist [42, 52, 53]. Dabei zeigen jene Reaktionsme-
chanismen, die Reaktionen der Oxidationsstufe 42 der Peroxidase (Per?") miteinbeziehen,
unter gewissen Bedingungen chaotisches Verhalten [42, 52, 53|, wiahrend solche, die diese
Oxidationsstufe nicht beriicksichtigen [47, 54, 55|, nur zu stationdrem und periodischem
Verhalten fiahig sind.

Neueste Arbeiten haben nachgewiesen, daf§ das PO-System lichtempfindlich ist [56].
Diese Photosensitivitit wird durch Methylenblau hervorgerufen, das photochemische Um-
setzungen mit NADH (und deren Abkommlingen) eingeht. Als Folge dieser Lichtempfind-
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lichkeit kann die Dynamik der Peroxidase-Oxidase-Reaktion durch geeignete Beleuchtung
gesteuert und manipuliert werden.

2.4 Oszillationen unter n vivo-Bedingungen?

Die Peroxidase-Oxidase-Reaktion wird von Pflanzen auch in wvivo durchgefiihrt, wobei
NADH umgesetzt wird, das aus der Oxidation von Malat im Zitronenséure-Zyklus stammt
[57, 58, 59]. Ob in den lebenden Zellen diese Reaktion auch oszillatorisch verlauft, ist nicht
bekannt. In diesem Abschnitt werden Ergebnisse von Versuchen zusammengefafit, in denen
einige der kiinstlichen Bedingungen der in vitro-Versuche an jene Bedingungen angenédhert
wurden, die in natiirlichen in vivo Systemen vorherrschen.

Bisher wurden in wvitro Oszillationen im PO-System untersucht, die typischerweise
2,4-Dichlorphenol als phenolischen Effektor enthalten. Dieser Aktivator stellt eine nicht-
physiologische Verbindung dar, die erhebliche Toxizitdt aufweist. Daher bedeutet die in
Abschnitt 2.3.1 berichtete Tatsache, dafl auch natiirlich vorkommende Phenole komplexe
oszillatorische Dynamik hervorbringen kénnen, einen ersten Schritt, der darauf hinweist,
daf die Peroxidase-Oxidase-Reaktion tatséchlich auch in lebenden Organismen in oszillato-
rischer Form vorkommen kénnte. So ermoglichen der in Meerrettichwurzeln vorkommende
[60] Effektor 4-Hydroxybenzoesdure [P4, P6], das in Pflanzen héufige [61] Vanillin [P5,
P6], und das in tierischen Zellen vorkommenden Umbelliferon [P6] dieselbe reichhaltige
Dynamik, die man von der PO-Reaktion mit dem klassischen Effektor 2,4-Dichlorphenol
kennt.

Als néchstes wurde ermittelt, welche dynamische Antwort Zellextrakte zeigen, die aus
Meerrettichwurzeln gewonnen wurden, wenn einer Suspension dieser Extrakte das Substrat
NADH zugefiigt wird [P5]. Dazu wurden wildwachsende Meerrettichwurzeln ausgegraben
und daraus nach einem modifizierten Verfahren nach Elstner und Heupel [57] Zellextrakte
hergestellt [P5]. In den Versuchen wird die Zell- und Membran-freie Fraktion des Zellex-
trakts verwendet, da diese turbide Suspension hauptséchlich die cytosolischen Komponen-
ten enthalt.

Verfolgt wird der Ubergang zwischen dem stationdren Zustand, der unter anaero-
ben Bedingungen eingenommen wird (No-Atmosphére), zu einem neuen Zustand, den das
System einnimmt, sobald die Zusammensetzung der Gasphase Sauerstoff enthélt. In An-
wesenheit der Effektoren Methylenblau und 2,4-Dichlorphenol beobachtet man, daf3 dieser
Ubergang erfolgt, indem Sauerstoff sich iiberschuBartig im Zellextrakt kurzzeitig anrei-
chert, bevor sich die Sauerstoffkonzentration iiber sehr stark gedampfte Oszillationen dem
sauerstoff-“reichen” stationédren Zustand annéhert.

Zellfreie Zellextrakte enthalten einen reichhaltigen und in seiner Zusammensetzung
undefinierten “Cocktail“ von Enzymen, der neben der Peroxidase auch andere Oxidasen
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enthélt, die mit der Peroxidase um Substrate konkurrieren konnen. Eines der Enzyme, das
in den Extrakten vorkommt ist die Superoxid-Dismutase, welche O -Radikale hocheffek-
tiv abfingt. Da aber dieses Radikal ein wichtiges Intermediat der PO-Reaktion ist (siche
Abb. 2.1), wirkt die Superoxid-Dismutase der Enstehung von Oszillationen der Peroxidase-
Oxidase-Reaktion entgegen. Es ist also nicht selbstversténdlich, dal Oszillationen der PO-
Reaktion in den Zellextrakten auftreten konnen. Umso bemerkenswerter ist, dafl es in
den Zellextrakten aus Meerrettichwurzeln zu gedampften Oszillationen des PO-Systems
kommt. Umso mehr deuten die stark gedampften Oszillationen darauf hin, dafl in einem
intakten biolgischen System Oszillationen der PO-Reaktion auftreten konnen.

Unterstiitzt wird die obige Annahme durch die empirische Beobachtung, dafi die
Induktion von (stark geddmpften) PO-Oszillationen nur in Extrakten beobachtet wurde,
deren Wurzeln im Spétherbst geerntet werden. Diese jahreszeitliche Abhéngigkeit der Dy-
namik korreliert gut mit den Expressionsraten des Enzyms, das im Spéatherbst besonders
stark exprimiert wird, da Peroxidase am Aufbau von Zellwénden beteiligt ist [62].

Ostzillierendes Verhalten in der Aktivitdat von Peroxidase konnte vor kurzem erstmals
in Blattern von Reispflanzen nachgewiesen werden, die mit dem Pilz Pyricularia oryzae,
dem Erreger des Blattbrandes, infiziert wurden [63]. Die Oszillationen der Peroxidase-
Aktivitdt bestétigen frithere Hinweise, dafl derart geschéidigte Reispflanzen Peroxidase-
kontrollierte Oszillationen der O, -Konzentration hervorbringen, die ein Teil der frithen
Immunantwort der Pflanze auf Infektionen sind [64].

2.5 Mogliche biologische Bedeutung der Oszillationen

Ostzillationen in biochemischen Systemen in wvivo dienen verschiedenen physiologischen
Funktionen. Oszillationen und Wellen von sekundéren Botenstoffen, wie Ca?*, wirken als
Informationsiibertréiger in der zelluldren Kommunikation [12, 65], wobei der Informations-
gehalt in der Form der Oszillationen codiert ist [65]. Ferner wirken Oszillationen als Takt-
geber fiir physiologische Vorgénge [9]. Im Falle der Peroxidase-Oxidase-Reaktion ermogli-
chen Ostzillationen eine erhohte thermodynamische Effektivitat des Reaktionssystems im
Vergleich zu einer entsprechenden stationéren Reaktionsfithrung [66].

In den Aufsdtzen [P8, P9] wird eine weitere mogliche Funktion der Oszillationen
nachgewiesen: Die oszillierende Dynamik schiitzt das Enzym vor irreversibler Desaktivie-
rung durch schidliche Substanzen, die wihrend des enzymatischen Reaktionszyklus oder
durch andere metabolische Reaktionen erzeugt werden. Im Verlauf der PO-Reaktion wer-
den die reaktiven sauerstoffhaltigen Verbindungen O; und H5O, gebildet und umgesetzt
(Abb. 2.1). Diese Spezies, die auch als sekundére Botenstoffe wirken [14], sind einerseits
integraler Bestandteil der PO-Reaktion, andererseits besitzen sie die Fahigkeit, die Peroxi-
dase irreversibel zu deaktivieren.
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Untersucht wird das Verhalten der PO-Reaktion in einem bistabilen Parameterbereich
einer subkritischen Hopf-Bifurkation, in dem ein stationérer Zustand und ein Grenzzyklus
koexistieren [P8, P9|. Der Umsatz an NADH ist in beiden Féllen gleich grof, so daf§ ein
direkter Vergleich moglich ist. In beiden Fiéllen treten nur drei der fiinf Oxidationsstufen
des Enzyms in mefibaren Konzentrationen auf, so da die Summe 3 = [Per?*] + [Per3*|
+ [Per®"] mit der Gesamtkonzentration des Enzyms zu jedem Zeitpunkt der Reaktion
gleichgesetzt werden kann, vorausgesetzt, ein Zerfall des Enzyms findet wihrend der PO-
Reaktion nicht statt.

Aus den Experimenten geht hervor, dal 3(t) weder in oszillierenden noch in stati-
ondren Zeitserien der PO-Reaktion konstant ist, was auf eine irreversible Inaktivierung des
Enzyms hindeutet [P8, P9]. Spektroskopische Daten legen nahe, dafi das Proteingeriist
des Enzyms und nicht dessen Porphyrin-Einheit durch Radikale angegriffen wird [P8]. Ver-
gleicht man die Rate, mit der die Peroxidase inaktiviert wird, so stellt man fest, dafl die
Inaktivierung wéhrend nicht-oszillierender Reaktionsfithrung stets deutlich schneller vor-
anschreitet als im oszillierenden Regime [P8, P9]: so sind im oszillierenden Zustand nach
12000 s etwa 15% des Enzyms inaktiviert, wiahrend bei stationdrer Reaktionsfiihrung der
“Verlust” fast die Hélfte des eingesetzten Enzyms betriagt [P8].

Die Rate an Enzym-Inaktivierung héngt auch von der Konzentration des phenoli-
schen Effektors ab, wobei bei diesem funktionellen Zusammenhang ebenfalls unterschie-
den werden muBl zwischen oszillatorischer und stationdrer Dynamik [P9]. Wihrend eine
Erhohung der Konzentration des phenolischen Effektors die Inaktivierung des Enzyms in
oszillatorischen Versuchen deutlich verlangsamte, zeigen analoge Anderungen der Reakti-
onsbedingungen kaum einen Einflufl bei entsprechenden nicht-oszillierenden Zeitserien.

Die Inaktivierung der Peroxidase wird Reaktionen von reaktiven Intermediaten wie
O, HyO4 oder Hydroxylradikalen mit dem Enzym zugeschrieben [P8, P9]. Um diesem
Verhalten in den Simulationen Rechnung zu tragen, wird dem Reaktionsmechanismus [42]
(Abb. 2.1) eine weitere Reaktion zugefiigt,

02_ + P€T6+ - Perinakiv (26)

die die Inaktivierung des Enzyms beschreibt. Dabei ist fiir die Modellierung unwichtig,
welche der reaktiven Spezies (O, , Hy Oy, OH-) in Reaktion (2.6) nun tatséchlich die Bildung
der inaktivierten Form des Enzyms, Per;, k0, hervorruft, da die Wahl der reaktiven Spezies
fiir die Ergebnisse nicht kritisch ist. Die O;-Radikale bieten sich an, da diese bereits im
Mechanismus der PO-Reaktion vorkommen.

Auch in den Simulationsrechnungen wird das Enzym langsamer inaktiviert, wenn die
Dynamik oszillatorisch ist. Ein wichtiger Vorteil der Simulationen ist, daf§ die Konzentratio-
nen aller Reaktionsteilnehmer zugénglich sind. Vergleicht man nun die O -Konzentration
des stationédren Zustandes (die laut Annahme, nach Reaktion (2.6) ausschliefllich fiir die
Inaktivierung verantwortlich ist) mit der iiber eine Oszillationsperiode gemittelte O -
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Konzentration einer entsprechenden oszillatorischen Zeitserie, so stellt man fest, daf3 die
gemittelte O -Konzentration der oszillatorischen Zeitserien um das fiinf- bis achtfache
niedriger ist als die bei stationdrer Reaktionsdynamik [P8, P9]. Die grofiere Stabilitét des
Enzyms im oszillatorischen Zustand 1é3t sich leicht damit erkldren, dafl der potentiell en-
zymschidigende Metabolit O; in deutlich niedrigerer mittlerer Konzentration vorliegt. Ein
weiterer Vorteil der oszillatorischen Dynamik ist, daf§ die O, -Konzentration kurzzeitig am
Maximum der Oszillationen sehr hohe Werte erreicht, was eine Informationsiibertragung
mittels dieses sekundéren Botenstoffs erlaubt.

Weitere Simulationsrechnungen wurden mit einer Variante des BFSO-Mechanismus
durchgefiihrt, der explizit die Umsetzungen des phenolischen Effektors beriicksichtigt [P9)].
Die Modellrechnungen zeigen, dafl eine Erhchung der Konzentration des phenolischen Ef-
fektors zunéchst ein Absinken der O;-Konzentration bewirkt, die dann ab einer Effektor-
konzentration von ca. 100 mmol 17! einen S#ttigungswert erreicht. Dieser Zusammenhang
ist fiir oszillatorische Zeitserien ausgeprigter als fiir eine stationér verlaufende Reaktion.
Fiir oszillierende Zeitserien fiihrt die Erhéhung der Effektorkonzentration zu einer scheinbar
widerspriichlichen Beobachtung, ndmlich einem Absinken der mittleren O;-Konzentration
bei gleichzeitig hoheren Maximalwerten dieser Konzentration. Dies liegt darin begriindet,
daB auch die Form der Oszillationen sich mit der Effektorkonzentration éndert.

Betrachtet man die berechneten Konzentrationen aller Intermediate fiir die beiden
stabilen Zustdnde des bistabilen Systems, so stellt man fest, dafl sich die Konzentrationen
von drei Spezies um etwa zwei Groflenordnungen unterscheiden. Da aber der Gesamtum-
satz an NADH in der bistabilen Doméne des PO-Systems annéhernd unabhéngig von dem
jeweiligen dynamischen Zustand ist, ist es durchaus denkbar, daff dem Ubergang zwischen
oszillatorischer und stationdrer Dynamik eine weitere physiologische Funktion zugeschrie-
ben werden kann. Solch instantane Ubergiinge, die eine drastische Anderung der Konzentra-
tion eines Nebenproduktes bei gleichzeitig konstanter Produktionsrate des Hauptprodukts
hervorrufen, entsprechen einem Schalten zwischen zwei Reaktionspfaden. Diese Fahigkeit
ermdoglicht es biologischen Systemen, extrem rasch auf Anderung ihrer Umweltbedingungen
zu reagieren. Eine deratige Rolle kann auch dem PO-System als Bestandteil des Immun-
systems [63] zugeschrieben werden [P9].
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Kapitel 3

Die Hemin — Wasserstoffperoxid —
Sulfit — Reaktion

3.1 Einfiihrung

Das Hemin - Wasserstoffperoxid - Sulfit-Reaktionssystem wurde entwickelt [P10, P11,
P12|, um die Anzahl jener Enzym- bzw. Enzymmodell-Systeme zu erweitern, die nichtli-
neares dynamisches Verhalten zeigen. Es handelt sich in zweifacher Hinsicht um ein mi-
nimales Modellsystem. Zum Einen kommt es mit einer kleinstmoéglichen Anzahl an Reak-
tanden aus, nimlich den beiden Substraten Sulfit (SO3~) und Wasserstoffperoxid (H,O3)
und dem Hemin als Katalysator. Die zweite Ebene der Abstraktion stellt die Verwendung
von Hemin als Enzym-Modellverbindung dar.

Hemin wird in diesem Reaktionssystem als Modell fiir die Him-Gruppe verwendet,
die in sehr vielen Enzymen das aktive Reaktionszentrum bildet, also den Teil des Enzyms,
an dem die chemische (enzymatische) Umsetzung stattfindet. Der einzige Unterschied zwi-
schen Hemin und Hém ist die Oxidationsstufe des zentralen Eisenatoms, die im Ham +2
und im Hemin +3 betriagt. Die Verwendung von Hemin als Enzym-Modellverbindung fiir
hdamhaltige aktive Zentren riickt die Reaktivitat der Him-Gruppe in den Mittelpunkt und
vernachléssigt die Funktionen der Proteingeriiste von Enzymen. Diese Betonung der Ham-
Funktion wird durch die Tatsache motiviert, dal die Reaktivitdt des Enzyms stark von
der Chemie des reaktiven Zentrums abhéngt. Die genaue Reaktivitéit eines hdmhaltigen
Enzyms wird jedoch vom Proteingeriist des Enzyms moduliert, so dafl die eigentliche Wir-
kungsweise des Enzyms erst durch die Wechselwirkung zwischen der Ham-Gruppe und
dem Proteingeriist definiert wird. Das Proteingeriist entscheidet also mit, welche Reakti-
on ein bestimmtes Ham-haltiges Enzym katalysiert, d.h. ob es als Katalase, Oxidase oder
Peroxidase, usw., wirkt.

Gegeniiber HyO5 und einem geeigneten elektronendonierenden Reaktionspartner be-
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sitzt Hemin Peroxidase- [67, 68] und/oder Katalase-Aktivitét [68]. Hemin wird aus diesem
Grund in vielen Studien als Modell-Verbindung eingesetzt, die die Rolle dieser Enzyme
tibernimmt [67, 68].

In diesem Kapitel wird die Hemin-mediierte Oxidation von Hydrogensulfit (bzw. Sul-
fit) durch Wasserstoffperoxid zu Sulfat nach

Hy05 + HSO; ™" H,0 + SO* + H* (3.1)

untersucht. Als Reaktionsprodukte werden neben Sulfat und Wasser auch Protonen gebil-
det, so dal der pH-Wert des Reaktionsmediums durch die Reaktion beeinfluft wird. Eine
herausragende Eigenschaft des HyO5 - Sulfit - Hemin-Systems ist die Fahigkeit, Oszilla-
tionen im pH-Wert des Reaktionsmediums hervorzurufen [P10]. Dies ist von biologischer
Relevanz, da viele physiologische Prozesse, wie die Aktivitdt von Enzymen oder die Per-
meabilitdt von Membranen, pH-abhéingig bzw. pH-Wert-gesteuert sind. So konnten pH-
Oszillationen in biologischen Signaltransduktionskaskaden, in der Glycolyse [69, 70] oder
in lebenden Neutrophilen (eine der Arten von weiflen Blutkorperchen) [13] nachgewiesen
werden.

3.2 Dynamik

Die Dynamik des Hemin - HyO5 - Sulfit-Systems wurde unter offenen Reaktionsbedingun-
gen als Funktion der Flufirate ky der Materiezu- und -abfuhr in den, bzw. aus dem Reaktor
untersucht [P10, P11]. Fiir niedrige Flufiraten bildet sich ein stationdrer Zustand niedri-
gen pH-Werts aus. Erhoht man die Flufirate iiber einen kritischen Wert, so treten zunéchst
einfach-periodische pH-Oszillationen auf. Bei hoheren Flufiraten beobachtet man in der
sauren Doméne des Oszillationszyklus die Entstehung einer zweiten, kleinen Oszillation,
die als "Burst” bezeichnet wird [71]; damit besteht der Oszillationszyklus aus einer pH-
Ostzillation von groflier Amplitude und einer Oszillation von kleiner Amplitude. Bei einer
stetigen Erhohung der Flufirate nimmt die Anzahl der Oszillationen kleiner Amplitude,
die pro Oszillationszyklus auftreten, um jeweils ein weiteres pH-Minimum (um einen wei-
teren "Burst”) zu. Bei hohen Flufiraten beobachtet man dynamische Zusténde, die viele
Bursts aufweisen, wobei innerhalb einer Zeitserie sowohl die Anzahl als auch die Amplitude
der Bursts in den einzelnen Oszillationszyklen scheinbar unregelméssig variiert. Bei noch
hoheren Flufiraten geht das Reaktionssystem in einen stationédren Zustand iiber, der einen
hohen pH-Wert besitzt [P10].

Die Amplituden der pH-Oszillationen kénnen bis zu 2 pH-Einheiten erreichen; das
oszillierende System verbleibt aber stets innerhalb des physiologischen pH-Bereichs (5.5
< pH < 8.0). Aus der Entwicklung der Oszillationsamplituden in der Ndhe der unteren
kritischen Flufirate kg ¢, die den Ubergang vom stationdren Zustand in den Grenzzyklus
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markiert, kann man auf die Art der zugrundeliegenden Bifurkation schliefen: Die Oszilla-
tionen beginnen mit Amplitude A = 0 (fiir kg = ko eri); mit zunehmender Entfernung von
ko.crit (ko > kocrie) wachsen die Amplituden A nach einem Wurzelgesetz geméafl

A= A(kO,m‘it)(kO - kO,crit)l/Q (32)

an [P10]. Dieses Verhalten ist charakteristisch fiir superkritische Hopf-Bifurkationen [72].

Im Gegensatz zu den Amplituden der experimentell gemessenen Oszillationen
dndern sich deren Perioden nur unwesentlich [P10, P11]. Um periodische und bursting-
Ostzillationen vergleichen zu kénnen, wird eine “Periode“ definiert als das zeitliche Intervall
zwischen zwei aufeinanderfolgenden Ubergéingen des Reaktionsmediums vom Alkalischen
ins Saure, gemessen am Minimum des pH-Werts [P11]. Unter Verwendung dieser Arbeits-
definition betragen die “Perioden“ der oszillatorischen Zeitserien stets etwa 20 min.

Das interessanteste dynamische Verhalten stellt der Ubergang zwischen einfach-
periodischen und bursting-Oszillationen dar. Der Typ der Bifurkation, die diesem Ubergang
zugrundeliegt, konnte aus den experimentellen Daten nicht bestimmt werden [P10, P11].
Die Komplexitét innerhalb der Doméne der bursting-Oszillationen nimmt mit der Flufira-
te iiber eine Perioden-Additions-Sequenz zu. Die Perioden-Additions-Sequenz des Hemin-
Oszillators unterscheidet sich etwas von der, die in der Peroxidase-Oxidase-Reaktion bei
pH > 5.5 (Abschnitt 2.2) gefunden wurde: wihrend diese Route in der PO-Reaktion chao-
tische Fenster aufweist, wurde solches Verhalten im Hemin - HyO5 - Sulfit-System bisher
nicht gefunden. Es ist aber durchaus moglich, daf§ die unregelméssigen Burst-Oszillationen
bei hohen Flufiraten chaotisch sein kénnen, jedoch ist es wegen der langsamen Dynamik
des Hemin-Oszillators kaum moglich, ausreichend lange Zeitserien zu erzeugen, um diese
auf deterministisches Chaos hin zu analysieren.

Stichprobenhaft wurde die Dynamik des Hemin-Oszillators auch unter einer Argon-
Schutzgasatmosphére untersucht, um zu iiberpriifen, ob und inwieweit das Verhalten des
Hemin-Systems durch die in der Luft vorhandenen Gase CO4 und O4 beeinfluit wird [P10].
So konnten CO, und das daraus nach COy + HoO = HCOj3 enstehende HCOj in der Re-
aktion das HT abfangen oder erzeugen [73, 74], wihrend O5 Sulfit zu Sulfat oxidieren kann.
Einfach-periodische und bursting-Oszillationen treten sowohl unter atmosphérischen Be-
dingungen als auch unter Schutzgas auf. Allerdings sind die Perioden der Oszillationen
unter Schutzgas etwa doppelt so lang wie jene, die bei ansonsten entsprechender Parame-
terwahl unter atmosphérischen Bedingungen gemessen werden. Daraus wird geschlossen,
daBl CO; und Oy die Dynamik zwar beeinflussen, aber keine essentielle Spezies fiir die
Entstehung von nichtlinearer Dynamik im Hemin - HyO, - Sulfit-System sind [P10].
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3.3 Beitriage zum Reaktionsmechanismus

3.3.1 Erstellung des Reaktionsmechanismus

Der Hemin-Oszillator ist ein Mitglied der Familie von pH-Oszillatoren, die auf der Oxidati-
on von Sulfit durch HyO5 basieren. Sie unterscheiden sich jedoch hinsichtlich der Reaktan-
den und Reaktionen, die einer unbegrenzten katalytischen Produktion von H™ entgegen-
wirken [73, 74, 75, 76]. Bisher wurden zu diesem Zweck aussschliellich unphysiologische,
anorganische Verbindungen verwendet.

Die unkatalysierte Oxidation von Sulfit bzw. Hydrogensulfit durch Wasserstoffperoxid
ist pH-abhingig, wobei im Neutralen und im Sauren die Bildung von HT autokatalytisch
verlduft [73, 74, 75]. Damit wird eine der grundlegenden Voraussetzungen fiir das Auftreten
von nichtlinearem dynamischem Verhalten erfiillt. Die bereits gut untersuchten Reaktions-
schritte (3.3 — 3.6) der direkten Reaktion zwischen HoOo und Wasserstoffperoxid

HyO, + SO;~ — SOi + H,O (3.3)

HyOy + HSO; — SO} + H" + H,0 (3.4)

HyOy + HSO; + HT — SO?” +2H" + H,0 (3.5)
SO +H" = HSO; (3.6)

werden daher im Mechanismus fiir den Hemin-Oszillator iibernommen [P11, P12]. Damit
es zu Oszillationen kommen kann, sind Reaktionen notwendig, die einer ungebremsten
Produktion von H entgegenwirken (sog. "feed back”-Schritte) [6].

Fiir das Hemin - HyOy - Sulfit-Systems bestand die Aufgabe darin, die geeigneten
“feed back “-Reaktionen zu ermitteln [P11, P12]. Diese Reaktionen sollen einerseits unter
Einbeziehung von Hemin H* verbrauchen, andererseits die chemischen Umsetzungen des
Hemins selbst beschreiben. Als mogliche Kandidaten wurden in der Literatur untersuchte
Reaktionen betrachtet. Als HT-verbrauchende und erzeugende Umsetzungen kommen zwei
pH-abhingige Gleichgewichte zwischen verschiedene Hemin-Spezies in Frage, und zwar die
Protonierung/Deprotonierung eines axialen Aquo- bzw. Hydroxoliganden (Reaktion 3.7),
sowie die pH-abhéngige Dimerisierung des Hemins (Reaktion 3.8):

AT = A+ HT (3.7)
wobei A, A" und A, fiir die verschiedenen Formen des Hemins stehen, wie in Abb. 3.1
dargestellt [P12]. Ferner mufl der Tatsache Rechnung getragen werden, dafl Hemin durch
hochkonzentrierte HyOo-Losungen irreversibel abgebaut wird. Da aber nicht genau bekannt

ist, ob HyOg selbst oder eines seiner Reaktionsprodukte Hemin angreift [77], wird der Abbau
von Hemin in der allgemeinen Form

A — Produkte (3.9)
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R, :CH =CH,
Ry : CH,CH,COOH
OH,

A,

Abb. 3.1: pH-Abhéngige Formen von Hemin. Sie unterscheiden sich hinsichtlich ihrer axialen

Liganden. Wahrend AT zwei axiale Aquo-Liganden trigt, sind an A je ein Aquo- und ein

Hydroxyl-Gruppe koordiniert. Ay stellt das p-oxo-Dimer dar. Abbildung aus [P12].

in den mechanistischen Studien beriichsichtigt [P12], wobei angenommen wird, daf die

Abbauprodukte nicht weiter an der Reaktion teilnehmen.

3.3.2 Numerische Simulationen

Der Reaktionsmechanismus, der durch Reaktionen (3.3) — (3.9) festgelegt wird, beriick-

sichtigt 7 chemische Spezies. Damit bestehen die Entwicklungsgleichungen des Hemin-

Oszillators aus einem gekoppelten Differentialgleichungssystem (3.10), das 7 Variablen

enthilt, die stark iiber die Konzentration von Protonen miteinander gekoppelt sind:

T
Ty
T3

Ty

s
Tg

T7

—k121209 + kyxs — ksri24 + ko(ﬂﬂ(f — 1)

—k1 om0 — koToTs — kabawary + ko2 — 29)

—kowoxs — k3wowaxy — kaws + ksx114 — ko3 (3.10)
koxoxs + kzxoxsxy + kaxs — ksxix4 + kere — krrazs + kgxg — kox4x7
+ho(z] — 24)

kexo + korazr — 2kswz — kyxaxs — kioxs + ko(z2 — 15)

krxaxs — (ko + ke) g

k’gl‘g — k?9174ZL‘7 — k0$7
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Im DGL-System (3.10) enstprechen SO3~ « a1, HyOy > 19, HSO5 « x5, HY < x4, A
— T5, AT < x5 und Ay < z7. Die Konzentration der Spezies in den Vorratsbehiltern wird
mit 20 und die FluBrate mit ko bezeichnet.

Ergebnisse der numerischen Untersuchungen des Reaktionsmechanismus (3.10) wer-
den im Aufsatz [P12] berichtet und sollen im Folgenden zusammengefafit werden.
Veroffentlichung [P12] ist gleichzeitig eine Erweiterung der vorangehenden Arbeit [P11]
und auch eine Richtigstellung, da in [P11] ein fehlerhaftes Differentialgleichungssystem fiir
die numerische Simulation verwendet wurde.

Um die Art der Bifurkationen zu ermitteln, die fiir die Anderungen in der Dynamik
des pH-Oszillators verantwortlich sind, wurden Kontinuationsrechnungen durchgefiihrt.
Parallel dazu wurden Zeitserien fiir verschiedene Parameterwerte durch Integration des
DGL-Systems (3.10) berechnet. Letztere Methode liefert neben Informationen zur Dyna-
mik auch die Linienform der Oszillationen. Die Information zur simulierten Dynamik des
PO-Modells basiert also auf Ergebnissen, die mit diesen zwei Verfahren erhalten wurden
[P12].

Die experimentell beobachtete Dynamik des Hemin - Hy O, - Sulfit-Systems wird weit-
gehend durch das Differentialgleichungssystem (3.10) modelliert [P12]. Das Einsetzen von
Oszillationen bei niedrigen Flufiraten erfolgt, in Analogie zu den experimentellen Beob-
achtungen, iiber eine superkritische Hopf-Bifurkation. Erhoht man den Wert der Flufirate
geringfiigig, so steigen die Amplituden der periodischen Oszillationen in einem engen Fluf3-
ratenintervall (in unmittelbarer Nihe der Hopf-Bifurkation) zunéchst rasch an. Anschlie-
Bend vergréBert sich die Amplitude dieser periodischen Oszillationen nur noch geringfiigig.
Die Linienformen sowie die Entwicklung der Amplituden der periodischen Oszillationen
entsprechen weitgehend der in den Experimenten beobachteten Dynamik.

Bei einer gewissen Flufirate verlieren die periodischen Oszillationen auch in den
Simulationsrechnungen ihre Stabilitit. Bei hoheren Flufiraten beobachtet man bursting-
Ostzillationen, die wiederum stark den experimentellen Oszillationen dhneln. Je hoher die
Flufirate ist, desto schwicher ausgeprigt ist die Amplitude der bursts [P12]. In guter
Ubereinstimmung mit den Experimenten sind auch in den Simulationen die Anzahl und
Amplitude der bursts unregelmaéssig [P11].

Probleme bereitet jedoch die Klassifizierung des Ubergangs zwischen den periodi-
schen und den burst-Oszillationen [P12]. Hier liefern Kontinuationsrechnungen und di-
rekte numerische Integrationen unterschiedliche Ergebnisse. Laut Kontinuation sollen die
periodischen Oszillationen ihre Stabilitédt iiber Perioden-Verdoppelungs-Kaskaden verlie-
ren. Demgegeniiber liefert die direkte Integration ein anderes Bild: hier tritt zwischen n
periodischen Oszillationen eine Oszillation auf, die bursts aufweist. Die Zahl n von periodi-
schen Oszillationen zwischen zwei Oszillationen mit bursts nimmt mit hoherer Flufirate ab,
bis nur noch bursting-Oszillationen vorhanden sind [P12]. Beide Verhalten unterscheiden
sich von der experimentell beobachteten Dynamik. In Experimenten wurden keine alter-
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nierenden Folgen von periodischen und bursting-Oszillationen (wie in direkt integrierten
Zeitserien) beobachtet, sondern eine Art von Perioden-Addition der Anzahl von kleinen
Bursts bei Erhohung der Flufrate. Damit stellt der Ubergang zwischen periodischen und
bursting-Oszillationen eine noch offene Frage dar, die gegenwértig — in einem Rahmen, der
iiber diese Habilitationsschrift hinausgeht — weiter untersucht wird.

Wiederum gute Ubereinstimmung herrscht zwischen beiden Simulationsmethoden
(den Kontinuationsrechnungen und der direkten Integration) bei der Beschreibung des
Ubergangs zwischen bursting-Oszillationen und dem stationéiren Zustand bei hohen Fluf-
raten. Dieser Ubergang erfolgt iiber eine homokline Bifurkation [P12], was sich ebenfalls in
der rasch ansteigenden, gegen Unendlich strebenden ”Periode” der bursting-Oszillationen
bei hohen Flufiraten [P11] widerspiegelt. Das FluBratenintervall, in dem es zu dem drama-
tischen Anstieg der Oszillationsperioden kommt, ist sehr eng [P11], so dafl es experimentell
noch nicht untersucht wurde.

3.3.3 Vereinfachung des Reaktionsmechanismus

Die Zielsetzung der Studien zum Reaktionsmechanismus des Hemin-haltigen pH-Oszillators
ist es, unter Beibehaltung der charakteristischen Dynamik des Hemin-Systems, die Anzahl
der am Reaktionsmechanismus beteiligten Variablen so weit wie mdoglich zu verringern. Es
wird angestrebt, ein mdglichst einfaches Reaktionsmodell zu erhalten, mit dessen Hilfe die
Bifurkationen untersucht werden kénnen, die zu bursting-Oszillationen fiihren.

In einem ersten Schritt wurden die Beitrige der drei HT-verbrauchenden ” feed back”-
Reaktionen zur Dynamik des Gesamtsystems untersucht [P11, P12]. Dabei zeigt sich,
dafl Reaktion (3.7) unerldBlich ist, damit iiberhaupt oszillatorische Dynamik erhalten wird
[P11, P12]. Dagegen bewirkt der irreversible Abbau von Hemin (Reaktion 3.9) das Auf-
treten von bursting-Oszillationen: Bei Vernachléssigung dieser Abbaureaktion ist die Dy-
namik auf stationdre und einfach periodische Zusténde beschrénkt [P12]. Simuliert man
dagegen das Hemin-System unter Vernachlédssigung des Dimerisationsgleichgewichts von
Hemin (Reaktion 3.8), so erhélt man Bifurkationsdiagramme und Zeitserien, die sich kaum
merklich von denen unterscheiden, die unter Verwendung des vollsténdigen 7-Variablen-
Systems (Gleichung 3.10) berechnet wurden [P12]. Durch Elimination der Dimerisierung
von Hemin (Reaktion 3.8) 148t sich das Reaktionsmodell also von 7 auf 6 Variablen redu-
zieren. Der Informationsverlust durch die Vereinfachung ist so niedrig, dafl das 7- und das
6-Variablen-System nahezu identische Bifurkationsdiagramme liefern [P12].

Als néchster Schritt wird der 6-Variablen-Mechanismus (Gleichungssystem (3.10) mit
ks = kg = 0) in Vektornotation umgeschrieben

x = C - R(ki,x) + ko(x® — x) (3.11)
wobei x den Konzentrations-Vektor der beteiligten Spezies, C die Matrix der stochiome-
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trischen Koeffizienten, R(k;, x) den Vektor der Reaktionsgeschwindigkeiten und ko (x° — x)
den Vektor der Fluiterme bezeichnet. Die Berechnung des Rangs der stéchiometrischen
Matrix C liefert die Zahl linear unabhéngiger Komponenten. Da Rang(C) = 4 kleiner ist
als die Anzahl der Variablen (ndmlich 6), bestehen lineare Abhingigkeiten zwischen den
Variablen, die in der Form

T3 = Ty — 2+ 20 — 29 (3.12)

Ty = ZEl—l’Q—(L’G—ZE?‘i‘J]g—'—ZEZ (313)

beriicksichtigt werden kénnen.

Die Gleichungen (3.12) und (3.13) stellen Massenerhaltungsbedingungen fiir die S-
Atome und H*' dar. Dies 148t sich anschaulich am Fall der im Reaktionssystem beteiligten
Schwefel-Atome zeigen. Die Quelle der S-Atome ist die SO3 -Stammlésung, wihrend die
Umwandlungen in HSO3 und SO}~ als Senken wirken. Wegen der Massenerhaltung gilt

[SO3 )0 =[SO + [HSO;] + [SOT ] (3.14)

Da aber Sulfat (SO7") nur durch die Umsetzung von den anderen schwefelhaltigen
Spezies mit HyOy entsteht, kann man die SOZ‘—Konzentration als Funktion der HyO5-
Konzentration ausdriicken. Dies ist umso einfacher, da HoOs im Gleichungssystem (3.3) —
(3.9) nur zur Produktion von SO%~ verbraucht wird. Damit gilt:

[H205]0 = [Hy0] + [SOF7] (3.15)

Setzt man nun den Ausdruck fiir [SO3~] aus Gleichung (3.15) in die Massenerhaltungsglei-
chung (3.14) fiir die Schwefel-Atome ein, so erhilt man Gleichung (3.16)

[HSO5] = [SO57] — [H202] — [SO5™|o + [H20x]o (3.16)

welche mit der Beziehung (3.12) identisch ist. In analoger Weise 1&8t sich Gleichung (3.13)
herleiten.

Ersetzt man also x3 und x4 durch die rechten Seiten der Gleichungen (3.12) bzw.
(3.13), so ergibt sich fiir das Hemin-System das Differentialgleichungssystem (3.17) [78],

t1 = —kiw1wy + ky(ze — 21 + 29 — 29) — ksay (28 + 25 — 20 — 26 — 20 + 71)
+ko(2V — 21)

Ty = —ki@1my — o[ko + k3(2 4+ 29 — 29 — 26 — 29 4+ 1)) (22 — 21 + 20 — 1)
+ho(2) — x2)

i5 = kewg+ ko(x] + 25 — 2 — 26 — 20 + 1) 17 — 2ksTE — kywaT5 — k1075
+ko(22 — 5)

i = kr(2l+2) — 20 — 26 — 20 + 21)75 — (Ko + K6 )76 (3.17)
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Abb. 3.2: Oben: das Verhiltnis I;5 der Reaktionsraten Ry(kys,x) und Rs(ks,x) konver-
giert, bis auf einige numerische Ausreifler, gegen einen konstanten Wert. Unten: Beispiel
fiir voneinander unabhéngige Reaktionsterme. Rg(kg, x) und R;(k7,x) sind voneinenader
unabhéngig, da das Verhiltnis g7 nicht konvergiert [78].

das nur noch 4 Variable enthélt.

Um das reduzierte System (3.17) weiter zu vereinfachen, wurde iiberpriift, ob es
Reaktionsraten Ry gibt, die auf einer schnellen Zeitskala mit anderen Reaktionsraten R,
equilibrieren. Dazu wurden Verhéaltnisse [;; der Form

. Rk(k}“ X)
- Ry(ki,x)
berechnet, wobei nur solche Reaktionsraten beriicksichtigt wurden, die mit entgegenge-
setztem Vorzeichen in den Ratengleichungen einer Spezies x; auftreten. Die Trajektorien
fiir I; wurden fiir die Parameterwerte berechnet, bei denen Oszillationen auftreten. Da-
bei wurden die in [P12] angegebenen Geschwindigkeitskonstanten k; verwendet. Mit einer
Ausnahme konvergiert keiner der Quotienten I; gegen einen konstanten Wert, was daher
rithrt, daf die Reaktionsterme Ry und R; voneinander unabhéngig sind (Abb. 3.2). Im
Gegensatz dazu konvergiert der Quotient Iy

I (3.18)

Ry(ky,x) ka(xg — o1 4 29 — 29)

= =
4 R5(k’5, X) ]{5.%1(33'2 + l’g — .fL'(l) — T — T2 + 33'1)

~1 (3.19)
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Aus diesem in erster Nédherung konstanten Verhéltnis (Abb. 3.2) kann man nun eine weitere
Variable durch eine Funktion der verbliebenen drei Variablen ausdriicken.

Eliminiert man die Variable z;, indem man die in Ndherung (3.19) nach z; auflost,
so erhélt man fiir das Hemin-System das Differentialgleichungssystem (3.20)

Ty = —kim1my — Tolky + k32 4+ 25 — 29 — 26 — 29 + 21)] (22 — 21 + 20 — )
+ko(29 — 1)
.%.'5 = kJGZEG -+ k’g(l‘g + l’g - l'(l) — Xg — To + $1)[E7 - 2]{/’81‘; (320)

—kr (2 + 25 — 2V — 16 — o + 1) 25 — Koz + ko(2 — 25)

jf@ = k7(£132 + Qfg — 33(1) — Xg — T2 + .2171)335 — (]{0 + kﬁ)ﬂZG

in dem x; in den rechten Seiten der Gleichungen durch

1 k ka\? |k
sr== (a2l —a)— a0+t ao+ag— — /(20— 2l — 2+ ao+ a6 — — | 44— (29 — zg)
2 ]{35 kS k5

(3.21)

ersetzt werden mufl (da z9 stets groBer als zg und xy ; 0, kommt nur der positiven Wurzel
physikalische Bedeutung zu). Das Gleichungssystem (3.20) enthélt nur noch 3 Variable.

Damit konnte in Rahmen des Habilitationsvorhabens der Reaktionsmechanismus des
Hemin-Systems nicht nur aufgestellt, sondern auch auf eine minimale Anzahl von Variablen
reduziert werden. Wéahrend der Reduktion wurde darauf geachtet, daf§ moglichst wenig In-
formationsverlust im Verlaufe des Vereinfachungsvorgangs auftrat. Es ist in der Tat so,
dafl das durch Kontinuationsrechnungen erhaltene Bifurkationsdiagramm des 3-Variablen-
Modells (Gleichungen 3.20) mit dem des urspriinglichen 7-Variablen-Modells (Gleichungen
3.10) qualitativ (und nahezu quantitativ) identisch ist. Mit dem Gleichungssystem (3.20)
steht nun ein dreidimensionales Modell zur Verfiigung, das in numerischen Untersuchungen
verwendet werden wird. Ein Hauptaugenmerk dieser Studien wird sein, das Bifurkations-
szenario des Hemin-Systems am Ubergang zwischen einfach periodischen und bursting-
Ostzillationen zu bestimmen.
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Kapitel 4

Das biomimetische Cytochrom
P450-Modellsystem

4.1 Einfiihrung

Das biomimetische Cytochrom P450-Modellsystem stellt in dreierlei Hinsicht eine thema-
tische Erweiterung des Untersuchungsgegenstands dieser Habilitationsarbeit dar. Erstens
finden die Reaktionen in diesem System nicht ldnger in einem homogenen fliissigen Medi-
um statt. Die wichtigen enzymatischen Komponenten sind membrangebunden, wobei das
aktive Zentrum des Cytochrom P450 in der lipophilen Umgebung der Membran einge-
bettet ist. Da die Substrate dagegen wasserltslich sind, kommt der Kompartmentierung
des Reaktionsraumes in eine hydrophile und eine lipophile Doméne eine wichtige Rolle
zu. Damit verbunden ist zweitens die Tatsache, dafl Substrate bzw. Elektronen zwischen
der wafirigen und der lipiden Pseudo-Phase des Systems transportiert werden miissen. Die
Art des Transports trigt daher wesentlich zur Wirkungsweise des biomimetischen Systems
bei. Der dritte neue Aspekt im biomimetischen Cytochrom P450-Modellsystem ergibt sich
wiederum aus dessen Komplexitdt: man hat es hier mit einem System zu tun, das den
Ubergang zwischen einem minimalen Enzymsystem und einem minimalen Reaktionsnetz-
werk darstellt. Dies ist insofern der Fall, als das sowohl am natiirlichen als auch am bio-
mimetischen Cytochrom P450-Reaktionssystem zwei Enzyme beteiligt sind, ndmlich das
eigentliche Cytochrom P450 und die NADPH-Cytochrom P450-Reductase. Damit bildet
das biomimetische System einen ”Briickenkopf”, der von den minimalen Enzymsystemen
ausgehend in Richtung minimaler metabolischer Netzwerke weist.

Auch aus biologischer bzw. enzymologischer Sicht sind die eben erwdhnten Aspekte
von Bedeutung. Enzyme sind in der Regel an Membranen gebunden, so daf§ das biomimeti-
sche System einen Prototypen darstellt, an dem untersucht werden kann, welche Arten von
nichtlinearem Verhalten in membrangebundenen Enzymsystemen auftreten kénnen. Ferner
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liefert das biomimetische System einen experimentellen Zugang zur Erforschung des Ein-
flusses der Kompartmentierung auf die Reaktionsdynamik von enzymatischen Systemen.

4.2 Das natiirliche und das biomimetische Cytochrom
P450-System

Das Cytochrom P450-System nimmt zwei wichtige physiologische Aufgaben wahr. Es ist
erstens an der Biosynthese von steroiden Hormonen mafigeblich beteiligt [79]. Zweitens
spielt es eine herausragende Rolle im Stoffwechsel wasserunléslicher Xenobiotika, also von
Substanzen, die dem normalen Metabolismus fremd sind und dort nicht vorkommen. Das
Cytochrom P450-System sorgt dafiir, dafl die wasserunloslichen Fremdstoffe durch oxidati-
ve Hydroxylierung bzw. Epoxidierung in wasserlosliche Metaboliten umgewandelt werden.
Diese werden dann in das Blut abgegeben, in den Nieren ausgefiltert und schliefflich aus
dem Organismus ausgeschieden [79, 80].

Die beiden Enzyme des natiirlichen Systems, das Cytochrom P450 und die NADPH-
Cytochrom P450-Reductase, sind in der Membran eingebunden. Die Reductase nimmt
Elektronen vom hydrophilen Substrat NADPH auf, transportiert sie an das lipophile Ende
des Enzyms und iibertragt sie auf das Cytochrom P450. Dieses zweite Enzym reagiert dann
mit dem innerhalb der Membran vorliegenden, wasserunlslichen Fremdstoff, indem es die
Elektronen sowie ein Sauerstoff-Atom auf den Fremdstoff iibertragt [80, 81].

Bei dem biomimetischen Cytochrom P450-Modellsystem handelt es sich um ein véllig
synthetisches, supramolekulares Analogon des natiirlichen Cytochrom P450-Systems. Das
biomimetische System imitiert nicht nur die Reaktivitit sondern auch die charakteristi-
schen Struktureigenschaften des natiirlichen Vorbilds. Im hier untersuchten biomimeti-
schen System [82, 83] (Abb. 4.1) spielt das hydrophobe Mangan(I1I)-(5,10,15,20-tetrakis-
[2,6-dichlorphenyl|porphyrin) 1 (MnTDDCP) die Rolle des natiirlichen Cytochrom P450.
Analog zum natiirlichen Vorbild wird das "Modell-Enzym” in die lipide Doméne der
Phospholipid-Doppelschicht von Vesikeln eingebettet, die aus L-a-Diphosphatidylcholin
(DPPC) hergestellt werden. Zusétzlich zu diesen Phospholipiden sind in die Vesikel geringe
Mengen des amphiphilen Rhodium-Komplexes 2 (Abb. 4.1) eingebaut, der die phasenka-
talytische Funktion der NADPH-Cytochrom P450-Reductase iibernimmt. Die Aufgabe des
Komplexes 2 besteht darin, Elektronen von dem Substrat Formiat, das in der wafirigen
Phase vorliegt, aufzunehmen und diese an das Mn-Porphyrin 1 zu iibertragen.

Das supramolekulare Modellsystem wurde mit dem Ziel optimiert, die typischen
Monooxigenase-Figenschaften des natiirlichen Cytochrom P450-Systems nachzuempfinden
[84]. So katalysiert das biomimetische System die Epoxidierung von Alkenen
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Abb. 4.1: Oben: Schematische Darstellung des biomimetischen Cytochrom P450-
Modellsystems. Mitte: Reaktionszyklus des biomimetischen Systems. Unten: Struktur der
"Modellenzyme”, dem Manganporphyrin 1 und dem Rhodium-Komplex 2 [82].

in einer dhnlich effizienten Weise wie das natiirliche System. Die Wechselzahlen beider Sy-
steme sind vergleichbar [84]. In Abwesenheit geeigneter wasserunloslicher Substrate, schla-
gen sowohl das natiirliche als auch das biomimetische Sytsem den so genannten "nicht-
produktiven” Reaktionspfad

Oy + 2HCOO™ + 2H* — 200, + 2H,0 (4.2)

ein, in dem Wasser als Reaktionsprodukt gebildet wird [84, 85].
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Abb. 4.2: Oszillationen im biomimetischen Cytochrom P450-Modellsystem. Die Absorption
bei 435 nm stammt vom Magan(II)porphyrin 1, das in der lipophilen Schicht der DPPC-
Vesikel eingebettet ist [82].

4.3 Dynamik

Das dynamische Verhalten des "nicht-produktiven” Reaktionspfades (4.2) des biomimeti-
schen Cytochrom P450-Modellsystems ist fiir weite Parameterbereiche stationér. Bei sehr
niedrigen Sauerstoffkonzentrationen kénnen jedoch Oszillationen in der Konzentration des
Mn-Porphyrins 1 beobachtet werden. Diese in der lipiden Doméne der Vesikel eingebaute
Enzymmodell-Verbindung oszilliert periodisch zwischen ihrer oxidierten und der reduzier-
ten Form [82] (Abb. 4.2). Bisher wurden nur Oszillationen der Periode 1 beobachtet. Das
transiente Verhalten im Intervall ¢ ~ 46 - 48 min der in Abb. 4.2 dargestellten Zeitserie
deutet jedoch an, dafl im biomimetischen System Oszillationen der Periode 2 oder noch
komplexere Arten der Dynamik moglich sein konnen.

Vom natiirlichen Cytochrom P450-System wurde bisher noch kein oszillatorisches
oder anderweitig nichtlineares dynamisches Verhalten berichtet. Wichtige Hinweise, dafl
eine derartige Dynamik dennoch stattfindet, ergeben sich aus Studien, in denen eine Popu-
lation von natiirlichen Cytochrom P450-Systemen durch wiederholte Laserpulse auf einen
einheitlichen Anfangszustand im enzymatischen Reaktionszyklus gebracht werden [86, 87].
Wird anschlieend die enzymatische Reaktion gestartet, so reichert sich das Reaktions-
produkt, das selbst nicht an der Reaktion teilnimmt, in stufenférmigen Schiiben an. Mit
zunehmender Zeit wird die Hohe der Akkumulationsstufen geringer, was mit einem Verlust
der Phasenkohérenz zwischen den Cytochrom P450-haltigen Zellen erklirt wird [86, 87].
Die etappenweise Produktion des Produktes ist ein starkes Indiz, dafl dem enzymatischen
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Prozef} eine oszillatorische Dynamik zugrunde liegt.

4.4 Lokalisation der wichtigsten Komponenten

Die Lokalisation des Manganporphyrins 1 im biomimetischen System wurde aus NMR-
spektroskopischen und Fluoreszenzloschungsstudien bestimmt. Es wurde gefolgert, daf§ 1
tief im lipiden Bereich der Vesikel eingebaut ist [84, 88]. Die Rh-Funktionalitéit des Rh-
Komplexes 2 dagegen befindet sich in der wéfirigen Phase [89]. Die aus diesen Studien
resultierende Lokalisation der Komponenten ist in Abb. 4.1 dargestellt.

Molekulardynamische Simulationen einer Phospholipid-Doppelschicht aus reinem
DPPC bei 48 °C, also der Temperatur, bei der auch die Experimente zur Reaktionsdy-
namik durchgefithrt werden (Abb. 4.2), zeigen, daf polare und geladene Molekiile nur in
den Bereich der Kopfgruppen und ihrer benachbarten CHy-Gruppen eindringen kénnen
[90]. Da das Susbtrat der biomimetischen Reaktion (HCOO™) eine hohe Ladungsdichte
aufweist, kann es nicht direkt bis zum vermeintlich tief in der Lipiddoppelschicht inkor-
porierten Mn-Prophyrin 1 gelangen. Ein iiber den Rh-Komplex 2 vermittelter Elektro-
nentransport zwischen dem wasserloslichen Substrat und dem Mn-Porphyrin 1 erscheint
auf Grund der molekularen Struktur des Rh-Komplexes 2 ebensowenig realisierbar: die
”Briicke” zwischen der reaktiven Funktionalitdt von 2 und dem lipophilen Anker (d.h. den
langen Alkyl-”Schwénzen”) betrigt ca. 5 CHy-Gruppen (Abb. 4.1) und ist deutlich kiirzer
als der Abstand zwischen den Kopfgruppen und dem apolaren Bereich des Phospholipids:
Der apolare Bereich von DPPC-Vesikeln beginnt erst zwischen der 6. und 9. CHy-Gruppe
der Aklylkette und erstreckt sich bis an das Kettenende [91]. Daher stellt sich die Frage, wie
die Elektronen vom wasserloslichen Substrat auf das Mn-Prophyrin 1 iibertragen werden
konnen.

Um diese Frage aufklaren zu kénnen, wurde die Lokalisation der Komponenten, insbe-
sondere die des Mn-Prophyrins 1 nochmals untersucht. Zunéchst haben wir die Verteilung
von 1 und der Rh-Funktionalitdt von 2 zwischen der wéflirigen Losung und der Vesikel
spektrophotometrisch bestimmt. Die Absorption A einer Substanz enthélt Beitrige, die
von deren Absorption in wafirigem Medium (A,,) und in der Vesikel (A4,) herriihren, nach

Ay — Ag)KpC

(
A=
A+ KpC

+ Ay (4.3)
wobel Kp = ci“c die Dissoziationskonstante, ¢,, und ¢, die Konzentration der Substanz in
der Wasser- bzw. Vesikelphase und C' die Konzentration der DPPC-Monomeren ist [92]. C'
ist zugleich ein Maf fiir die verfiighare Membranfléche.

Unsere Experimente zeigen, daf bei 48,0 °C das Mn-Prophyrin 1 mit Kp = 2,2-10*
mol~! 1 fast vollstindig vesikelgebunden vorliegt, wihrend das Rh-Zentrum von Komplex
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Abb. 4.3: Links: Bestimmung der Verteilung des Mn-Porphyrins 1 (durgestrichene Linie)
und des Rh-Komplexes 2 (gestrichelte Linie) zwischen der wéfirigen Phase und der DPPC-
Vesikel (T = 48 °C). Rechts: Verteilungskoeffizient des Mn-Prophyrins 1 im Temperatu-
rintervall 28 < T' < 50 °C. Die Phaseniibergangstemperatur von DPPC-Vesikeln betrigt
T, ~ 41,3 °C.

2 ausschliellich in der wéfirigen Phase vorkommt (Abb. 4.3). Wiederholt man diese Be-
stimmung im Temperaturintervall 28 < T < 50 °C, so stellt man fest, daf§ die Verteilung
des Mn-Prophyrins 1 von der Temperatur unabhéngig ist (Abb 4.3). Dies ist bemerkens-
wert, denn der Phaseniibergang zwischen der Gel- und der fliissig-kristallinen Phase von
reinen DPPC-Vesikeln erfolgt bei T}, ~ 41,3 °C [93]. Die Temperaturunabhéngigkeit der
Verteilung des Mn-Prophyrins ist schwer mit der in Referenzen [84, 88| postulierten Lage
von 1 vereinbar. Der Ubergang zwischen Gel- und fliissig-kristalliner Phase wird durch
eine drastische Anderung im Ordnungsgrad der Alkylketten des Phospholipids verursacht.
Dieser Effekt ist mit zunehmender Tiefe des lipiden Bereichs stérker ausgepréigt. Von Mo-
lekiilen, die in diese Doméne eingebaut werden, ist zu erwarten, daf} sie gegeniiber der
Starrheit bzw. Beweglichkeit der Alkylketten in der Lipiddoméne empfindlich sind, d. h.
daB sie dort schwerer oder leichter eingebaut werden. Porphyrine gelten zudem als sensitive
Sonden fiir ihre Mikroumgebung und werden daher in Studien zu Phaseniibergéngen von
Phospholipiden verwendet [94].

Da die Einlagerung des Mn-Porphyrins 1 in die Membran temperaturunabhingig
erfolgt und sich daher als unempfindlich gegeniiber dem Orientierungsgrad der Alkylketten
in den beiden Phasen erweist, folgern wir, dafl das Mn-Prorphyrin 1 zwar in der lipiden
Domaéne der Doppelschicht vorliegt, sich jedoch in der Nahe der Phosphatgruppen befindet.
Dort dndert sich die Mikroumgebung als Folge des Phaseniibergangs des Phospholipids am
wenigsten.
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mosphére.

CLLICCCCCIO

porphyrin 1 —— <D

| OOOIO 0
& CO000N X000
©  CI000E X000

Abb. 4.5: Lokalisation der Bestandteile des biomimetischen Systems. Unseren Interpreta-
tionen zufolge wird das lipophile Mn-Porphyrin 1 in der Ndhe der Phosphatgruppen der
DPPC-Molekiile inkorporiert. Die Rh-Funktionalitét von 2 liegt in der wéfirigen Phase vor.

Unterstiitzt wird unsere Interpretation durch Untersuchungen zur Temperatur-
abhéngigkeit der Induktionszeit fiir die Reaktion

[HRh(Cp*)bpy]* + 2Mn(I11)TDCPP + Cl~ — (4.4)

[RRh(Cp*)(bpy)CI" + 2Mn(I1)TDCPP + H™

Die Induktionszeit wird als die Zeitspanne definiert, die zwischen den Versuchsbe-
ginn und dem Elektroneniibertrag zwischen der reduzierten Form des Rh-Komplexes,
[HRh(Cp*)bpy]™ (8), und dem Mn-Prorphyrin 1 verstreicht. Die Induktionszeiten wer-
den mit ansteigender Temperatur kiirzer (Abb. 4.4). In den Temperaturbereichen 7' < T;,,
und 7" > T, ist der funktionelle Zusammenhang linear, wobei die Steigungen der Geraden
unterschiedlich sind. Bei der Ubergangstemperatur T,,, ~ 40,4 °C der DPPC-Vesikel mit
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inkorporierten 1 und 2 (Abb. 4.4) schneiden sich diese Geraden, was darauf hindeutet, daf
das Mn-Porphyrin 1 nicht sehr tief in der Lipiddomé&ne eingebaut sein kann.

Aus unseren Untersuchungen schliefen wir, dal das Mn-Porphyrin 1 in einem Be-
reich der Vesikel eingelagert ist, der von der reduzierten Form des Rh-Komplexes 2 erreicht
werden kann (Abb. 4.5). Damit ist eine Ubertragung von Elektronen vom Rh-Komplex auf
das Mn-Prorphyrin moglich, wodurch der Transport iiber die Phasengrenze hinweg erfol-
gen kann. Eine detaillierte Untersuchung dieses Elektroneniibertragunsprozesses mittels
zeitaufgeloster Fluoreszenzspektroskopie wurde soeben begonnen.

4.5 Kinetische Untersuchungen

Studien zur Kinetik von Reaktionen, die im biomimetischen Cytochrom P450-
Modellsystem ablaufen, werden zur Zeit durchgefiihrt, um erste Einblicke in den Mechanis-
mus dieses Reaktionssystems zu gewinnen. Dazu wird die Kinetik von ausgewéhlten Teilre-
aktionen einerseits in homogener wéfiriger Phase, andererseits in Gegenwart von Vesikeln
untersucht. Unterscheidet sich die Kinetik einer Teilreaktion je nach Reaktionsmedium, so
konnen diese Unterschiede moglicherweise Aufschlufl geben iiber die Rolle der Vesikel als
Reaktionsraum, oder iiber die Art des Transports iiber die Phasengrenze hinweg.

Im Folgenden wird exemplarisch {iber unsere Untersuchungen zur Kinetik des bio-
mimetischen Cytochrom P450-Modellsystems berichtet. Die Kinetik der Reduktion des
Rh-Komplexes 2 durch das Substrat HCOO™

[Rh(Cp*)(bpy)CI|T + HCOO~™ — [HRW(Cp*)(bpy)]" + COy + Cl~ (4.5)

wird in verschiedenen Reaktionsmedien bestimmt, und zwar in einer homogenen wéfirigen
Losung, sowie in Gegenwart von Vesikeln. Reaktion (4.5) stellt den ersten Schritt der
Elektroneniibertragungssequenz des biomimetischen Systems dar, ndmlich den Ubertrag
von Elektronen vom Susbtrat zum kiinstlichen Analogon der NADPH-Cytochrom P450-
Reductase.

Fithrt man Reaktion (4.5) in wéafirigem Medium fiir verschiedene Konzentrationen
des Rh-Komplexes unter grofem Uberschuff an Formiat und unter Schutzgasatmosphére
durch, so 148t sich die Pseudo-Ordnung der Reaktion beziiglich 2 ermitteln, nach

U kerHcooy = iar (4.6)
mit k' = k[HCOO~]? = konstant. Die Geschwindigkeitskonstante wird aus den Anfangs-
steigungen der kinetischen Kurven ermittelt [95]. In homogener wafiriger Losung wird der
Rh-Komplex 2 in einer Reaktion der Ordnung 1,75 + 0,20 verbraucht. Die reduzierte
Form des Rh-Komplexes, [HRh(Cp*)(bpy)]™ (3), entsteht dagegen nach einem Zeitgesetz,
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Abb. 4.6: Bildung der reduzierten Form des Rh-Komplexes (hier als [Rh(I)] bezeichnet) in
Abwesenheit (Dreiecke) und in Gegenwart (Vierecke) von DPPC-Vesikel. Die durchgezoge-
nen Linien stellen Berechnungen dar, unter der Annahme, daf§ autokatalytisches Verhalten
geméB Reaktion (4.8) vorliegt.

das beziiglich des Produkts nach 1. Ordnung verlduft. Damit ist Reaktion (4.5) keine Ele-
mentarreaktion sondern eine Zusammenfassung mehrerer Elementarreaktionen. Verfolgt
man die Bildung der reduzierten Form des Rh-Komplexes 3 dagegen in Gegenwart von
DPPC-Vesikeln (Abb. 4.6), so stellt man fest, daf§ auch diese Umsetzung ebenfalls nach 1.
Ordnung beziiglich des Produkts 3 verlauft.

Die kinetischen Kurven in Abb. 4.6 weisen eine kurze Induktionsphase auf. Dieses
Verhalten ist typisch fiir autokatalytische Reaktionen [95]: wihrend der Induktionspha-
se mufl die katalytische Spezies erst in ausreichender Menge gebildet werden, bevor die
Autokatalyse einsetzen kann. Autokatalytisches Verhalten wurde kiirzlich fiir die durch 2
katalysierte Oxidation von Alkoholen zu Aldehyden nachgewiesen [96]. Nimmt man nun
an, dafl Reaktion (4.5) ebenfalls autokatalytisch ist, so kann sie durch den Ansatz

[Rh(Cp*)(bpy)CI™ + HCOO™ 5 [HRR(Cp*) (bpy)]T + COs + C1~ (4.7)

[Rh(Cp*)(bpy)CI|T + [HRW(Cp*)(bpy)] " + HCOO™ Ha, 2[HRh(Cp*)(bpy)]" +COy+ Cl~

(4.8)
beschrieben werden, wobei Reaktionen (4.7) und (4.8) den nicht-katalytischen bzw. den
autokatalytischen Anteil von Reaktion (4.5) darstellen. Liegt HCOO™ in groBem Uberschufl

vor, so gilt fiir die Reaktionsgeschwindigkeit r der Bildung des reduzierten Rh-Komplexes
3

r =k [2] + k5[2] [[HRA(Cp*)(bpy)]*] (4.9)
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Abb. 4.7: Geschwindigkeitskonstanten k; (durchgezogene Linie) und ko (gestrichelte Linie)
des nicht-katalytischen bzw. des autokatalytischen Schritts der Reduktion von 2, geméfl
Reaktionen (4.7) und (4.8) als Funktion der DPPC-Konzentration.

mit k] = k1 [HCOO™| und &} = ky[HCOO™|. Fittet man nun die integrierte Form des
Zeitgesetzes (4.9) an die kinetischen Daten aus Abb. 4.6 an, so stimmen die experimentellen
Daten mit der simulierten Kinetik gut tiberein [97] (Abb. 4.6).

Wiederholt man diese Experimente fiir verschiedene DPPC-Konzentrationen, so 148t
sich ermitteln, welchen Einflul die zur Verfiigung stehende Membranoberfliche auf Reak-
tion (4.5) ausiibt. Dazu werden die Geschwindigkeitskonstanten k; und ks iber Gl. (4.9)
bestimmt. Abbildung 4.7 zeigt, dal die Werte von k; und ks von der Konzentration an
DPPC abhéngen. Dies ist insbesondere bei niedrigen DPPC-Konzentrationen (im Intervall
0 < [DPPC] < 3:107* mol 171) der Fall. Fiir hohere DPPC-Konzentrationen als 3-10~*
mol 17! sind die Geschwindigkeitskonstanten k; und ks von der DPPC-Konzentration un-
abhéngig.

Aus Abb. 4.7 wird deutlich, da3 die Geschwindigkeitskonstante ks der autokataly-
tischen Bildung der reduzierten Rh-Spezies ein Maximum aufweist. Dies deutet auf eine
Affinitét der autokatalytischen Reaktion (4.8) zur DPPC-Vesikel hin. Wir interpretieren
dieses Verhalten wie folgt: Die reduzierte Form des Rh-Komplexes 3, [HRh(Cp*)(bpy)]™,
ist apolar [98] und lagert sich daher an die Vesikel an. Es kommt also zu einer Anreicherung
von 3 an der Vesikel. Die maximale Effizienz des autokatalytischen Reaktionsschritts wird
erreicht, wenn die Konzentration von 3 in der Membran ”optimal” ist. Dies ist bei einer
Membranoberfliche der Fall, die einer DPPC-Monomerenkonzentration von = 1-10~% mol
171 entspricht. Fiir kleinere DPPC-Monomerkonzentrationen steht nicht mehr ausreichend
Vesikeloberflache zur Verfiigung um die maximal mogliche Menge an 3 anzulagern, womit
die Effizienz und damit die Geschwindigkeitskonstante ks der Autokatalyse abnimmt. Fiir
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"zu grofle” Membranoberflichen kommt es zu einer ” Verdiinnung” von membranassoziier-
ten 3 und somit ebenfalls zu einer Senkung von k.

Aus den kinetischen Untersuchungen und den Studien zur Lokalisation der Kompo-
nenten (Abschnitt 4.4) des biomimetischen Cytochrom P450-Modellsystems wird ersicht-
lich, dafl der Kompartmentierung eine tragende Funktion zukommt, die die nichtlineare
Dynamik mitbestimmt. So konnte gezeigt werden, daf§ an der Vesikel (Membran) die Elek-
troneniibertragung zwischen dem hydrophilen Substrat und dem Rh-Komplex 2 autokata-
lytisch verlauft. Neben dieser Membrankatalyse kommt in Gegenwart von DPPC-Vesikeln
dem Transport von Elektronen von der wéfirigen Phase in die Lipiddoméne der Vesikel eine
wichtige, sehr wahrscheinlich ebenfalls dynamikbestimmende Rolle zu. Die Studien zur Ki-
netik und zum Transport im biomimetischen System werden forgesetzt, um alle Ursachen
fiir nichtlineares dynamisches Verhalten in diesem System zu bestimmen.
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Kapitel 5
Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde nichtlineares dynamisches Verhalten in drei minima-
len enzymatischen Reaktionssystemen gefunden und weitgehend untersucht. Neben der
Peroxidase-Oxidase-Reaktion handelt es sich um ein biomimetisches Cytochrom P450-
Modellsystem, sowie um die ”bioinspirierte” Hemin - HyOy - Sulfit-Reaktion. Damit
kann gezeigt werden, dafl Enzymreaktionen, die ein oder zwei Enzyme (oder Enzym-
Modellverbindungen) sowie deren Substrate enthalten, durchaus in der Lage sind, oszil-
lierendes Verhalten aufzuweisen. Oszillationen oder rhythmische Dynamik sind also gene-
rische Formen der Dynamik, die in einfachen enzymatischen Reaktionssystemen auftreten
konnen.

Obwohl den hier untersuchten Reaktionssystemen gemeinsam ist, daf§ die Enzyme
bzw. Enzym-Modellverbindungen eine Metallporphyrin-Gruppe als aktives Zentrum auf-
weisen, stellt sich heraus, daf§ die mechanistische Rolle der jeweiligen Enzyme je nach
Reaktionssystem unterschiedlich ist. Das Enzym kann an der Produktion der autokataly-
tischen Spezies (wie im Fall der Peroxidase-Oxidase-Reaktion) aber auch an Reaktionen
beteiligt sein, die der ungehemmten Produktion der autokatalytischen Spezies entgegen-
wirken (wie im Fall des Hemin-Systems). Gemeinsam ist diesen zwei Reaktionssystemen,
daf die Nichtlinearitéten ausschliellich aus den zugrundeliegenden kinetischen Gleichungen
stammen. Dagegen ist der Ursprung der Nichtlinearitdten im biomimetischen Cytochrom
P450-Modellsystem noch nicht vollstandig aufgeklart. Die experimentellen Ergebnisse zei-
gen, dal die Kompartmentierung am Entstehen von nichtlinearem dynamischenm Verhal-
ten mafgeblich beteiligt ist. Eine der Teilreaktionen dieses Reaktionssystems wird an der
Membran katalysiert. Damit stehen zwei mogliche Quellen fiir nichtlineares Verhalten zur
Debatte, die sich beide aus der Kompartmentierung des Systems ergeben: einerseits die
Membrankatalyse, andererseits der Transport von Elektronen vom hydrophilen Substrat
zum "Enzym”, das in der lipiden Doméne der Membran eingelagert ist.

Die Dynamik der untersuchten Enzymsysteme erweist sich als reichhaltig. So wurde
in der Peroxidase-Oxidase (PO)-Reaktion eine Perioden-Additions-Route ins Chaos beob-
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achtet. Der Ubergang zwischen dieser Route ins Chaos und der klassischen Route iiber
eine Perioden-Verdoppelungs-Sequenz wurde experimentell erforscht und durch Compu-
tersimulationen bestétigt. Im Hemin-System kommen neben periodischen auch bursting-
Oszillationen vor, die grofie Ahnlichkeit mit den Oszillationen von intra- bzw. interzel-
luldrem Calcium haben. Im biomimetischen Cytochrom P450-System wurden bisher nur
Ostzillationen der Periode 1 beobachtet, jedoch gibt es Hinweise, dafl auch komplexere dy-
namische Zustdnde auftreten kénnen.

Es wurden ausfiihrliche Studien zu den Reaktionsmechanismen der PO-Reaktion und
des Hemin-Systems durchgefiithrt. Beim biomimetischen Cytochrom P450-System dienen
erste Untersuchungen dazu, die Grundlagen zu erarbeiten, auf deren Basis in naher Zu-
kunft ein Reaktionsmechanismus aufgestellt werden kann. Fiir das Hemin-System wurde
ein Reaktionsmechanismus vorgeschlagen, der auf literaturbekannten Elementarreaktionen
beruht. Der Reaktionsmechanismus konnte von sieben auf drei Variable vereinfacht wer-
den. Durch Kontinuationsverfahren wurden die Bifurkationsdiagramme fiir beide Versionen
des Mechanismus berechnet, die qualitativ gut mit den experimentellen Ergebnissen iiber-
einstimmen. Die Bifurkationsstruktur am Ubergang zwischen periodischen und bursting-
Oszillationen bedarf jedoch noch weitergehender Analyse. Die Untersuchungen zum Re-
aktionsmechanismus des PO-Systems beschiéftigen sich mit der Rolle der Effektoren der
Enzymaktivitdt. Dabei werden die phenolischen Effektoren wihrend der Reaktion nicht
verbraucht. Es konnte gezeigt werden, dafl die Komplexitédt der Dynamik der PO-Reaktion
von dem Redoxpotential der Phenole abhéngt.

Ein weiterer Aspekt des Habilitationsvorhabens befafit sich mit der Frage nach der
biologischen Realisierung und der Bedeutung von nichtlinearem Verhalten in minimalen
Enzymsystemen. Anhand der PO-Reakion wurde untersucht, ob die in wvitro beobach-
tete Dynamik auch in vivo realisiert werden kann. In Versuchen mit Zellextrakten aus
Meerrettich-Wurzeln konnten stark geddampfte Oszillationen beobachtet werden. Dies weist
darauf hin, daf§ Peroxidase-Oxidase-basierte Oszillationen in lebenden Organismen moglich
sein konnen.

Schlieflich wurde untersucht, welche biologische Funktion der rhythmischen Dynamik
dieser Enzymsysteme zukommen kann. Es wurde erstmalig gezeigt, dafl die Oszillationen
neben der bekannten Rolle als Informationstriger in Signaltransduktionskaskaden auch
dazu dienen konnen, das Enzym gegen die Zerstérung durch toxische Zwischenprodukte
des Metabolismus zu schiitzen.
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