Untersuchungen zur Frage der Temperaturadaptation
an einem chemischen Zellmodell

FriepricH W. BeEamanN und Hans D. MEISSNER

W. G. Kerckboff-Institut der Max-Plance-Gesellschafl, Bad Nauheim

ABSTRACT: Studies concerning the problem of temperature adaptation performed on a
chemical model cell. Numerous results suggest that certain adaptive responses to temper-
ature are caused by the tissue metabolism itself. In order to examine how such a deviation
from the Arrhenius equation may be interpreted, oxygen consumption of a metabolic model
was measured under conditions of rapidly changing temperatures. A similar adaptive be-
havior was found as in biological experiments. Kinetic considerations suggest that the con-
centration of the rate-determing component within the reaction volume increases relatively
due to temperature drop and vice versa. Calculations using biological data show furthermore
that the duration of such physical transient effect is relatively short. Therefore, it may be
concluded that most of the biological results reported in literature represent cases of slow
adaptive processes caused by changes in the metabolic system itself. According to the theory
presented however, these unknown changes can be assessed by deriving the adaptation of
biological metabolic rates from changes of fundamental parameters of an equivalent model cell.

EINLEITUNG

Bereits 1937 wurde von THauer & PerErs beobachtet, dafl die Fihigkeit des
Warmbliiters, seine Korpertemperatur konstant zu halten, auch nach Ausschaltung der
nervdsen Zentren teilweise erhalten bleibt. Seitdem sind zahlreiche Untersuchungen
verdffentlicht worden (Literatur bei Bermann & Memssner 1962), welche eindeutig
zeigen, dafl bereits der Zellstoffwechsel als solcher Gber ein thermisches Anpassungs-
vermbgen verfiigt. Bei dem Bemithen, den Mechanismus dieser Vorginge aufzukliren,
wurden bis heute zahlreiche Verdnderungen, etwa der Fermentaktivitit, des Wasser-
gehales, der Membrandurchlissigkeit, der Zellstruktur und anderer Parameter nach-
gewiesen (PreCHT 1955), doch erhebt sich erstens die Frage, welche Bedeutung diesen
Verdnderungen fiir die Anpassung zukommt, und zweitens wie sie von der Tempera-
tur ursichlich ausgeldst werden.

Betrachten wir nur den Zellstoffwechsel als solchen, vernachlissigen also alle
nervosen und hormonellen Regulationen, so kénnen grundsitzlich zwei Gruppen
unterschieden werden, nimlich 1. langsame Adaptationsvorginge, welche mit
irgendeinem Umbau des Reaktionssystems, z. B. mit einer Fermentsynthese, einher-
gehen. Sie beanspruchen meist mehrere Tage, erfolgen bei konstanter Zelltemperatur
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und konnen daher nur durch eine Divergenz nichtthermischer Zustandsgrofien kon-
trolliert werden. Eine solche Divergenz ist aber 2. nur als Folge der schnellen
Einstellvorginge denkbar, die physikalisch aus der Temperaturabhingigkeit der
Systemkonstanten, z. B. der Reaktionsgeschwindigkeit, resultieren und die mit einer
Verschiebung des Fliefigleichgewichtes einhergehen. Eine Analyse der Adaptations-
erscheinungen mufl daher von den physikalischen Vorgingen ausgehen. Diese wurden
bereits durch von BErTaLANFFY (1940), BurTon (1939), DensicH et al. (1948) u. a.
theoretisch eingehend untersucht und auch die Existenz eines adaptiven Verhaltens an
Hand der allgemeinen Systemgleichungen nachgewiesen. Bei der Vielzahl unbekannter
Parameter ist es aber im allgemeinen nicht mdglich, einen biologischen Befund durch
kontrollierbare Grioflen des mathematischen Ansatzes zu erkliren. Wir versuchten
daher, den Komplex der thermischen Adaptationsvorginge zunidchst auf prinzipielle
Grundformen zuriickzufithren und diese an Hand dquivalenter Bilanzgrofien einer
quantitativen Bestimmung zuginglich zu machen.
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Abb. 1: Gemessener Sauerstoffiverbrauch der Modellzelle bei schnellen Temperaturinderungen.
Beispiel fiir 49 = 20° C. (Nach Benumann & Meissner 1962)

MODELLVERSUCHE

Zu diesem Zwedk gingen wir von Untersuchungen an cinem chemischen Zellmodell
aus. Als Modellreaktion diente die Oxydation von Cystin an einem mit Eisen akti-
vierten stickstoffhaltigen Kohlepulver. Dieses wurde nach Angaben von WARBURG
& BrereLD (1924) hergestellt und in einer kleinen durchldcherten Plastikkapsel
untergebracht. Die Modellzelle wurde dann in eine gesittigte Cystinldsung eingelegt
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und ihr Sauverstoffverbrauch bei schnellen Temperaturinderungen im Warburg-Appa-
rat bestimmt.

Die Ergebnisse werden durch Abbildung 1 erliutert. Wie man sieht, fillt der
Qs-Verbrauch der Modellzelle bei einer plétzlichen Temperatursenkung zunichst steil
ab, stellt sich aber nach Durchlaufen eines Minimums wieder auf einen grofieren Wert
ein. Bei ErhShung der Badtemperatur steigt der Og-Verbrauch zunichst an, fillt aber
nach Durchlaufen eines Maximums wieder ab. Der Sauerstoffverbrauch der Modell-
zelle zeigt also das gleiche iiberschiefende Verhalten, wie es in zahlreichen biologischen
Versuchen gefunden wurde, und entspricht — nach der von PrecuT (1955) gegebenen
Einteilung — dem weitaus hiufigsten Adaptationstyp 3. Demgegeniiber zeigte der
Sauerstoffverbrauch des dispergierten Kohlepulvers kein iiberschiefendes Verhalten.
Er folgte den Temperaturinderungen unmittelbar, war stirker von der Umgebungs-
temperatur abhingig und annihernd dem Sauerstoffdruck proportional (~ p%¢). Eine
Temperaturadaptation wurde also erst dann beobachtet, wenn der Katalysator in einer
Zelle untergebracht war, wenn also die Reaktion durch Diffusion und Wirmeleitung
beeinfluflt wurde.

THEORIE

Um diese Vorginge theoretisch zu fassen, betrachten wir als einfachsten Fall einen
homogenen plattenférmigen Reaktionsraum, in den von beiden Seiten Stoffwechsel-
substanzen hineindiffundieren. Da ein iiberschiefendes Verhalten nur dann zu erwar-
ten ist, wenn die Reaktion von der Konzentration mindestens einer Komponente
abhingig ist (BermanN & Messner 1962, unpubl.), sei ferner ein monomolekularer
Ablauf vorausgesetzt. Der Partialdruck p und die Temperatur & werden dann durch
folgende Differentialgleichungen bestimmt:

d d?
fz D dfz —pk(®) 1)
do 48

dc = a "&g“? 3th(8) 2

(D Diffusionskoeffizient, a Temperaturleitzahl, k (#) effektive Reaktionsgeschwindig-
keit; h = aw/Ap,, wobei a Bunsenscher Absorptionskoeffizient, w kalorisches Aqui-
valent, 1 Wirmeleitzahl, p, Normaldruck.) Dabei kann fiir kleine @, gezihlt von einer
willkiirlich gewihlten absoluten Bezugstemperatur T,, die effektive Reaktionsgeschwin-
digkeit niherungsweise durch einen linearen Ausdruck ersetzt werden:

~ T 3)
kM =k _c  (1+9)

(v = w/RT2, u Aktivierungsenergie, R Gaskonstante, ky, von der Konzentration und
geometrischen Struktur des Katalysators abhingiger Maximalwert der Reaktionsge-
schwindigkeit.)
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Eine Losung dieser Gleichungen ist fiir den stationiren Zustand mit guter
Niherung moglich und ergibt fiir den auf das Zellvolumen reduzierten Substratver-
brauch (Ableitung in BErmann & MEissNER unpubl.):

[he] - oo —_— 7
P, OV 2n (s A4y (9s-hDPy)]
q=2AD | 148 - ST 2
Pn[ } I i (2n)! Cos s}/ A [1-+v (s-hDPs)] )
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n==1
(ps Partialdruck am Zufleren Zellrand, & Temperatur am dufleren Zellrand, s halbe
Zelldicke, A = (ku/D) exp (—u/RT,)). Fiir den instationdren Zustand kann da-
gegen nur eine Niherungslosung fiir kleine s und ¥ = 95 mitgeteilt werden. Beschrin-
ken wir uns auf den Fall, daf die Umgebungstemperatur nach einer Exponential-
funktion (1—exp (—vt)) um den Betrag A9 gedndert wird, so ergibt sich fiir den redu-
zierten Substratverbrauch folgender Ausdruck (Ableitung in Bermann & MEISSNER

unpubl.):
()
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Gleichung 4 und 5 ist zunichst allgemein zu entnehmen, dafl der Substratver-
brauch bei endlicher Zellgrofe nicht mehr exakt durch die chemischen Reaktionskon-
stanten beschrieben wird. Fr ist vielmehr gegeniiber der Arrheniusschen Gleichung
(erste Klammer) mehr oder weniger herabgesetzt, wobei die Grofle dieser Reduktion
in erster Naherung dem Produkt As? proportional ist.

VERGLEICH VON THEORIE UND EXPERIMENT

Zur weiteren Auswertung miissen die Konstanten quantitativ bekannt sein. Da bei
unserem Modell der Sauerstoff limitierend ist, kann ¢~=0,02 und D =210~ cm?/sec
eingesetzt werden. y wurde aus dem Og-Verbrauch des dispergierten Kohlepulvers zu
~= 17 kcal/mol bestimmt, wihrend die zu ky, proportionale Rechengrofie A als einzige
nicht unabhiingig mefbare Konstante aus dem Og-Verbrauch der Zelle zu ~ 20 cm—?
ermittelt wurde.

Berechnet man mit diesen Werten den Sauverstoffverbrauch der Modellzelle, so
zeigt dieser in Abbildung 2 das gleiche charakteristische Verhalten, wie es auch experi-
mentell gefunden wurde. Nur die Zeitdauer der berechneten Einstellvorginge ist
kleiner als bei den gemessenen Werten. Diese Abweichung kann aber auf die aus
mathematischen Griinden vernachlissigte Temperaturtrigheit zuriickgefiihre werden,
so dafl die gemessenen und berechneten Werte hinreichend ibereinstimmen. Die Ein-
stellvorginge werden mithin durch die abgeleiteten Gleichungen beschrieben. Sie resul-
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Abb. 2: Berechneter Sauerstoffverbrauch der Modellzelle bei schnellen Temperaturinderungen.
Beispiel fiir A# = 5°C, v = 3 - 103 sec—1,5 = 0,3 cm

tieren — 1n Ubereinstimmung mit den theoretischen Betrachtungen anderer Autoren
(v. BErTALANFFY 1940, BurTON 1939, DENBIGH et al. 1948) allein aus dem Vorliegen
eines Flieflgleichgewichts und setzen weder die Existenz komplizierter Reaktionsketten,
definierter Membranen oder verinderlicher u-Werte voraus.

DISKUSSION

Auf Grund der mathematischen Darstellung konnen die beobachteten Einstell-
vorginge nunmehr auch anschaulich erklirt werden: Nehmen wir an, die Temperatur
innerhalb der Zelle wird plétzlich gesenkt, so wird auch die Reaktionsgeschwindigkeit
plotzlich erniedrigt. Die in diesem Augenblick an irgendeiner Stelle zustrémende
Substratmenge wird daher nur noch teilweise umgesetzt, so daf ihr Partialdruck an-
steigt und einerseits die Reaktionsgeschwindigkeit wieder vergrofert, andererseits die
Substratzufuhr drosselt, bis sich ein neues Gleichgewicht eingestellt hat. Ebenso wird
bei einer plétzlichen TemperaturerhShung die Zunahme der Reaktionsgeschwindigkeit
durch eine relative Senkung des Partialdruckes teilweise ausgeglichen.

Die Rechnung zeigt jedoch, dafl diese Vorginge in starkem Mafe von den
Systemkonstanten abhingig sind. Ihr Einfluff soll daher an Hand von zwei Beispielen
erldutert werden. Betrachten wir in Abbildung 3 zunichst den stationiren Os-
Verbrauch, so wird dieser gegeniiber der Arrheniusschen Gleichung (didk ausgezogene
Linie) herabgesetzt, und zwar um so mehr, je grofier der Reaktionsraum und je hoher



376 F. W. Beamann and H. D. MEIssNER

die Temperatur gewihlt werden. Bel den gleichen chemischen Reaktionskonstanten
kann daher eine verschiedene Temperaturabhingigkeit resultieren, wobei diese um so
geringer ist, je groflere Werte As? annimmt. Diese zunehmende Unabhingigkeit ist
aber an einen erniedrigten Umsatz pro Volumeneinheit gebunden und wird durch eine
schlechtere Versorgung der inneren Zellregionen erkauft.
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Abb. 3: Stationdrer Og-Verbrauch der Modellzelle als Funktion der Temperatur und der Zell-
grofe s. (A = 20 ecm—2,» = 0,1 grd—1)

Als zweites Beispiel ist in Abbildung 4 der Substratverbrauch fiir den Fall wieder-
gegeben, dafl die Umgebungstemperatur mit verschiedener Geschwindigkeit um
den gleichen Betrag gesenkt wird. Wie man sicht, wird zunichst ein deutliches Mini-
mum durchlaufen. Dieses ist aber um so weniger ausgeprilge, je langsamer die Tempe-
ratur geindert wird, bis schliefllich eine asymptotische Einstellung der neuen Gleich-
gewichislage erfolgt. Diese ist aber in allen Fillen die gleiche, so dafl die Stirke der
iiberschiefenden Reaktion — und zwar im Gegensatz zu den langsamen Einstellvor-
gingen — kein MaR fiir eine Temperaturanpassung darstellt. Der Extremwert wird
ferner kurz vor Erreichen einer konstanten Zelltemperatur durchlaufen, so dafl hier-
durch eine Unterscheidung zwischen schnellen und langsamen Einstellvorgingen er-
méglicht wird.

Damit diirfte das Verhalten der Modellzelle hinreichend erklirt sein, und es er-
hebt sich die Frage, wie weit die angestellten Betrachtungen auf biologische Verhilt-
nisse iibertragbar sind. Uber die Natur der geschwindigkeitsbestimmenden Kompo-
nente ist im aligemeinen keine Aussage mdglich, doch ist theoretisch nur die Annahme
ciner Reaktion von hoherer als nullter Ordnung erforderlich, die mit grofier Wahr-
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scheinlichkeit immer vorliegen diirfte. Die Bedeutung einer intrazelluliren Diffusion
ist umstritten, doch wird der Stofftransport stets durch irgendwelche Widerstands-
glieder beeinfluflt werden. Die Grofle des durch Diffusion versorgten Gebietes, also
etwa der Radius eines Einzellers oder eines Kroghschen Gewebszylinders, ist jedoch
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Abb. 4: Instationdrer Og-Verbrauch der Modellzelle bei Senkung der Umgebungstemperatur
mit verschiedener Geschwindigkeit. A% = 59C, vi == 5. 10-3, v = 2 - 103, vg = 1 - 103
sec—i; A = 20 cm~2, » = 0,1 grd—!

2-3 Zehnerpotenzen kleiner, so dafl bei dem langsamen Ablauf der Cystinoxydation
kein Finschwingvorgang zu erwarten wire. Da aber die Konstante A, also der Quoti-
ent aus Reaktionsgeschwindigkeit und wirksamer Diffusionszahl, bei biologischen
Zellen wesentlich grdfler ist und z. B. beim Pferd und beim Paramaecium eine Gréfien-
ordnung von 103, bei Sarcina lutea sogar von 107 pro cm? erreicht, kann auch im bio-
logischen Bereich grundsitzlich mit passiven Einschwingvorgingen gerechnet werden.
Die Zeitdauer dieser Vorginge ist jedoch relativ klein und ergibt rechnerisch Werte in
der Grofenordnung von Sekunden. Die meisten der bisher beobachteten Einstellvor-
ginge diirften daher — vielleicht mit Ausnahme der iiberschieRenden Impulsfrequenz
nerviser Organe — als langsame Adaptationsvorginge zu deuten sein, die zwar durch
eine Verschiebung des Fliefgleichgewichtes ausgeldst werden, die aber in ihrem zeit-
lichen Ablauf durch einen Umbau des Reaktionssystems bestimmt werden.

Aber auch bei diesen langsamen Adaprationsvorgiingen werden die stationiren
Werte im einfachsten Fall durch die gleichen Gesetze wie bei der Modellzelle be-
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schrieben, nur mit dem Unterschied, daf} sich die Systemparameter im Verlauf der An-
passung verdndern. Betrachten wir nun noch einmal den stationiren Substratverbrauch,
der bei kleinen Zellen bei einem Temperaturwechsel A9 nach Ablauf der physikalischen
Einstellvorginge auftreten wiirden,

v w
qA% = ckme RTO(H—VAB) {1- 1;’%7 e RT°(1+VA8)]
(cs Konzentration am dufleren Zellrand), so erkennt man, daf im Prinzip nur 4 Mog-
lichkeiten bestehen, den Stoffwechsel in der Phase der langsamen Anpassung zu beein-
flussen, ndmlich die dquivalenten Werte der Aktivierungsenergie yu, der Diffusions-
zahl D, der Zellgréfle s und der maximalen Umsatzgeschwindigkeit ky, zu verindern.
In der Literatur (Zusammenstellung bei PrecaT 1955) sind nun tatsichlich zahlreiche
Beispiele bekannt, in denen die Anpassung der Stoffwechselgréfie durch eine entspre-
chende Verinderung dieser Parameter erklirt werden kann. In vielen Fillen zeigen
diese aber auch ein entgegengesetztes Verhalten, was aber zunichst wenig besagt, da
meist nur Einzelkomponenten untersucht werden kénnen und von vornherein nicht zu
entscheiden ist, ob diese die beobachtete Anpassung tatsichlich dominierend beein-
flussen. Eine solche Entscheidung kénnte aber getroffen werden, wenn es gelingt, den
bilanzmifligen Anteil der vier Grundmechanismen quantitativ abzuschitzen.

Durch geschickte Wahl der Versuchsbedingungen ist es nun prinzipiell moglich,
aus der am biologischen Objekt ermittelten Stoffwechselgrofie die gesuchten System-
parameter zu bestimmen. Zu diesem Zweck messen wir den Substratverbrauch, und
zwar 1. fiir das homogenisierte Gewebe (s = O), und zwar a) im adaptierten Zustand
(quo), und b) nach einer schnellen Temperaturinderung (qm 48), 2. fiir einen adaptier-

(6)

ten Gewebeschnitt (qgo, Dicke s; < ‘/2—- D—CST(;QH ), und 3. fiir das intakte adaptierte

Gewebe (qgo). Dann stehen vier Meflwerte zur Verfiigung, aus denen die gesuchten
Griflen nach Gleichung 6 wie folgt bestimmt werden kinnen:

RTo? { quas )
= 29 -1 @)
® AB ( gHo
__ quo ﬁ%
km - -«(lc-—v;—~ [+ (8)
( JHO Ss )2
_ \gHOSs ) 9
3¢ (quo - qso) @)
s—g, |/ o900 (10)

gHo -~ gso
Werden nun diese Parameter vor Beginn und nach Ablauf eines langsamen Adap-
tationsvorganges ermittelt, so lassen sie die wihrend der Anpassung erfolgten effek-
tiven Systemverinderungen unmittelbar erkennen. Wie weit sich allerdings dieses
zundchst rein theoretische Verfahren praktisch bewihrt, kann zundchst nicht ent-
schieden werden. Die mathematischen Vernachlissigungen erfordern, dafl nicht zu
grofle, nur gleichsinnige und nach Méglichkeit nur positive Temperaturspriinge zur
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Anwendung kommen. Das Hauptproblem wird jedoch darin bestehen, das Gewebe
derart zu homogenisieren, dal nur die Temperaturabhingigkeit der chemischen Reak-
tionen erfaflt wird. Wenn dieses aber gelingt, ist es auf einfache Weise moglich, einen
Adaptationsvorgang zuerst bilanzmiflig auf seine Grundmechanismen zuriidezufiihren
und diese sodann mit gezielten Methoden weiter zu analysieren.

ZUSAMMENFASSUNG

1. Der Sauerstoffverbrauch einer chemischen Modellzelle zeigt bei schnellen Tempe-
raturinderungen das gleiche {iberschiefende Verhalten, wie es in zahlreichen biolo-
gischen Versuchen beobachtet wurde.

2. Auf Grund kinetischer Betrachtungen kann dieses dadurch erkldrt werden, dafl der
Partialdruck der geschwindigkeitsbestimmenden Komponente in der Warme relativ
stirker als in der Kilte gesenkt wird.

3. Dieser physikalische Einstellvorgang erfolgt jedoch relativ schnell, so daf} die mei-
sten der bisher beobachteten Adaptationsvorginge offenbar auf einer zusitzlichen
langsamen Verinderung der Systemparameter beruhen.

4. Mit Hilfe der abgeleiteten Gleichungen ist es aber méglich, auch diese Jangsamen
Adaptationsvorginge auf prinzipielle Grundformen zuriickzufithren und diese an
Hand iquivalenter Bilanzgréflen quantitativ zu erfassen.
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Diskussion im Anschluff an den Vortrag BEuMANN & MEISSNER

GraiNGER: The remarkable feature of Dr. BEuMann’s simple model is the long duration of
the overshoot. T was not able in my simple catalase model (1960; Z. wiss. Zool.) to produce
an overshoot which lasted more than a few minutes. Did you observe “false start” in any of
your experiments?

Beamann: No. I have never seen this. It should be possible to produce this curve in my model
theoretically.



