Einige Aspekte des aktiven Aminosiuretransportes!**

Von Klaus Ring (*)

Unter aktivem Transport versteht man die Erscheinung, daff Substanzen entgegen dem
Aktivititsgradienten transportiert werden. In der Zelle liefern Stoffwechselvorginge die
Energie fiir den aktiven Transport durch die Membran. Aminosduren werden dabei an
ein Trdgersystem in der Membran gekoppelt. Aus E. coli konnten jetzt einige Proteine
isoliert werden, die Bestandteile von Tragersystemen fiir Aminosduren sind.

1. Einleitung

Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel, einige Aspekte
des Aminosduretransportes durch biologische Mem-
branen zu schildern (s. hierzu (1)), Aminosduren sind
aufgrund vielfiltiger Beteiligungen am Zellstoffwechsel
sehr wichtige Metabolite. Ihre Permeationseigenschaf-
ten durch Membranen werden durch ihren iiberwie-
gend hydrophilen Charakter bestimmt, so daB fiir ihren
Transport Kopplungen mit Trigersystemen angenom-
men werden miissen. Ein weiteres Merkmal ist die
strukturelle Variabilitit ihrer Seitenketten, die viele
spezifische Trigersysteme erfordetlich macht, da
Transportvorginge hiufig mit ahnlicher Spezifitit ab-
laufen wie enzymatische Reaktionen.

Der groBe Bedarf teilungsfihiger Zellen an Amino-
sauren fir Proteinsynthese und Intermediirstoff-
wechsel bedingt einen engen Zusammenhang zwischen
Transport und Stoffwechsel, der in der hiufig beacht-
lichen Leistungsfihigkeit der Transportsysteme sowie
in ihrer vielfiltigen Regulierbarkeit zum Ausdruck
kommt.

Der Schwerpunkt der Untersuchungen des aktiven
Transportes hat sich in den letzten Jahren von einer
durch die Physiologie geprigten Fragestellung in den
biochemischen Bereich verschoben. Durch die Kom-
bination enzymologischer, physikochemischer und ge-
netischer Arbeitstechniken 148t sich die Chemie des
aktiven Transports bereits etwas besser verstehen.
Skou(2) entdeckte das erste Enzym, welches als Be-
standteil eines aktiven Transportsystems angesehen
werden konnte; Kaback und Stadtman(3} gelang die
Priparation reiner Membranen aus E. coli, welche
Aminosduren und Zucker aktiv transportieten kon-
nen; schlieBlich wurden in mehreren Laboratorien aus
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Mikroorganismen Proteine isoliert, die als Bestand-
teile von Transportsystemen anzusehen sind.

Beim gegenwiirtigen Stand der ,,Transportforschung*
ist es nicht mehr méglich, auch nur iiber ein Teilgebiet,
wie den aktiven Aminosduretransport, in einem kur-
zen Aufsatz einen vollstindigen Uberblick zu geben.
Daher soll der Stoff, zwangslaufig etwas willkiirlich,
auf die biochemisch interessanten neueren Aspekte be-
schrankt werden. Dazu gehdren neben enzymologi-
schen und priparativen Gesichtspunkten auch Fragen
der Regulation, die wegen des hohen Energieaufwandes
beim Aminosduretransport fiir die Okonomie der Zelle
wichtig sein kénnen (Gesamtiibersichten s. (4-197),

2. Vorginge bei der Permeation

Die Beschreibung der Permeationsvorginge soll hier
auf das fiir ein Verstindnis der folgenden Abschnitte
Notwendigste beschrinkt werden. (Eingehende Dar-
stellungen s. 11,6,7,10,12,13,19)) Fiir die Permeation
von Metaboliten durch biologische Membranen gibt
es drei Moglichkeiten, denen physiologisch jedoch
sehr unterschiedliche Bedeutungen zukommen.
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2.1. Freie Diffusion

Die freie Diffusion ist nur fiir wenige niedermolekulare
Metabolite wie Aminosduren annihernd realisiert (s.
jedoch (191, S, 106, fiir Nichtelektrolyte). Aufgrund
ihres hydrophilen Charakters als Elektrolyte sind sie
auf wassergefiillte Kanile in der Membran angewie-
sen, deren GroBe nach oben jedoch limitiert ist. Fiir
den Taurintransport in Ehrlich-Ascites-Tumorzellen
(EMAT-Ze¢llen) hat Kromphardt die Beteiligung einer
derartigen Diffusionskomponente eindeutig feststellen
kénnen [201,

Fiir den FluB3 durch sehr enge Poren wird ein Spezial-
fall freier Diffusion angenommen, bei dem sich die Teil-
chen nacheinander in einer linearen Kette bewegen
(,,Gédnsemarsch*‘) und ihre Plitze in dieser Kette nicht
vertauschen koénnen (21-231, Diese ,,single-file**-Diffu-
sion ist kinetisch von der iiblichen freien Diffusion
unterscheidbar. Eines ihrer Merkmale ist die Sdttigung
des Flusses mit steigender Teilchenkonzentration. Wie
weit die ,,single-file*-Diffusion Bedeutung fiir die Per-
meation von Aminosduren durch biologische Mem-
branen hat, ist unbekannt.

2.2. Erleichterte Diffusion

Auch die erleichterte Diffusion (,,faciliated diffusion*)
ist ein ,,passiver** FluB, dessen Triebkraft allein aus
dem Konzentrationsgefille (oder elektrochemischen
Potentialgefille) der Teilchen zwischen beiden Mem-
branseiten ableitbar ist. Anders als die freie Diffusion
zeichnet sich die erleichterte Diffusion durch hohe Spe-
zifitiat aus. Der TeilchenfluB ist mit steigender Teilchen-
konzentration vor der Membran zu sittigen. Ein Teil-
phinomen erleichterter Diffusion ist der Gegenstrom-
effekt (,,counterflow*’ [6]): Manche Substanzen kon-
nen ihre Fliisse gegenseitig beschleunigen, wenn sie
sich auf den entgegengesetzten Seiten der Membran
befinden.

Die Abweichungen von der als freie Diffusion zu kenn-
zeichnenden passiven Permeation lieBen sich sehr gut
durch die angenommene Mitwirkung eines Trigers
(,,carrier*) erkliren. Danach bildet an oder in der
Membran ein spezifisches, méglicherweise impermea-
bles Trigermolekiill mit seinem Transportsubstrat
einen Komplex. Der Komplex 16st sich in der Mem-
bran und vermag durch Diffusion, Rotation, Pendeln,
Kontraktion und Expansion oder dergleichen die
Membran zu durchdringen und sein Substrat an der
anderen Seite abzugeben.

Wichtiges Merkmal der erleichterten Diffusion ist, daf
sie ohne erkennbare chemische Verinderung der be-
teiligten Partner ablduft. Die einzigen chemischen Re-
aktionen sind Assoziation und Dissoziation zwischen
Trager und Substrat. Die erleichterte Diffusion kann
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diskontinuierlich oder kontinuierlich ablaufen: im er-
sten Fall finden Assoziation und Dissoziation nur an
den Membranauflenseiten statt, im zweiten Fall auch
wihrend des Durchtritts durch die Membran 241, Der
zweite Typ ist etwa beim O,-Transport durch Hiamo-
globin realisiert.

Die erleichterte Diffusion scheint fiir die Aufnahme
einiger Aminosiuren in Mikroorganismen eine erheb-
liche Rolle zu spielen. Brock und Moo-Penn!25) fan-
den, daB bei Streptococcus faecium extrazellulires
Serin, Glycin und Threonin — essentielle Aminosiuren
fiir diese Zellen — durch ein spezifisches System gegen
ihre Konzentrationsgradienten ins Zellinnere trans-
portiert werden, ohne daB hierfiir unmittelbar Energie
erforderlich ist. Die Ursache liegt in einer obligaten
Kopplung dieser einwirtsgerichteten Fliisse mit dem
Efflux von Alanin, welches in der Zelle in groBen Men-
gen synthetisiert wird. Das Konzentrationsgefille fiir
Alanin von innen nach auBen wird hier also dafiir ge-
nutzt, extrazellulire Aminosduren gegen ihre Konzen-
trationsgefille in die Zelle hineinzupumpen.

Kaback und Stadtman 261 zeigten, daB die Glycinakku-
mulation durch isolierte Membranpriparationen von
E. coli zwar als Bruttovorgang energieabhiingig ist, der
eigentliche Transport (Translokation) iiber die osmo-
tische Barriere jedoch durch erleichterte Diffusion, also
energieunabhingig, erfolgt.

2.3. Aktiver Transport

Beim aktiven oder Bergauf-Transport finden sich die
gleichen kinetischen Merkmale wie bei der erleichter-
ten Diffusion: Sittigung des Flusses bei hoher Sub-
stratkonzentration, hdufig hohe Spezifitit, kompetitive
Hemmbarkeit, Austauschdiffusion und Gegenbe-
schleunigung (,,preloading effect* [27-30]), Daher wird
auch hier allgemein ein Tragermechanismus angenom-
men. Der wesentliche Unterschied zur erleichterten
Diffusion besteht darin, daB beim aktiven Transport
der TeilchenfluB mit der freien Energie einer in der
Transportregion ablaufenden chemischen Reaktion
unmittelbar gekoppelt ist. Die freiwerdende Energie
wird in Pumparbeit umgewandelt und damit die An-
reicherung des Teilchens gegen sein osmotisches oder
elektrochemisches Gefille ermdglicht.

Der aktive Transport fiihrt im allgemeinen zur Ein-
stellung eines Fliegleichgewichts (,,steady state*), in
welchem die Verteilung des Substrats zwischen Intra-
und Extrazellularraum konstant ist. Die Anreicherung
wird durch die Leistungsfihigkeit des transportieren-
den Systems, die GroBe des Effluxes (freie Diffusion
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und/oder Austauschdiffusion) sowie durch die Abbau-
geschwindigkeit des Substrates im Zellinneren be-
stimmt. Fille von mehr als tausendfacher Anreiche-
rung sind nicht selten. Johnstone und Scholefield31)
haben angegeben, daBl in EMAT-Zellen unter bestimm-
ten Bedingungen etwa 50 % des zellularen ATP fiir die
Glycinakkumulation aufgewendet werden kann. Qua-
stel 111 hat auf den auBerordentlichen Selektionsvor-
teil aufmerksam gemacht, den Zellen mit leistungsfahi-
gen aktiven Transportsystemen gegeniiber Zellen mit
geringerer Transportkapazitit bei ihrer Entwicklung
haben kénnen. Beispielsweise sind Tumorzellen, die zu
den transportaktivsten tierischen Zellen gehoren, in der
Lage, benachbarten Geweben wichtige Nahrungsstoffe
zu entziehen.

Wie zuerst Heinz27-29] fiir den Glycintransport bei
EMAT-Zellen feststellte, enthilt der GesamtfluB dieser
Aminosiure einen erheblichen Anteil an Austausch-
diffusion. Im stationidren Zustand werden mehr als
90 ¢ des intrazelluliren Glycins innerhalb von fiinf
Minuten gegen extrazellulidres Glycin ausgetauscht (28],
Die Austauschfliisse sind etwa fiinfmal schneller als
der Nettotransport [32]; das bedeutet, daBl etwa 80 %
des Bruttoflusses auf die Austauschdiffusion entfallen.
Die Ursache wird darin gesehen, daB der beladene
Trager in der Membran beweglicher (16slicher) ist als
der unbeladene [16,29,30], Die Austauschdiffusion als
Bestandteil eines aktiven Trigersystems ist wie die er-
leichterte Diffusion energieunabhingig; beide lassen
sich auf den gleichen Reaktionstyp zuriickfiihren.

Zur Veranschaulichung der beim Aminosduretransport
zu erwartenden Einzelreaktionen soll zunichst das
Triagermodell von Heinz und Walsh (29 dienen (Abb.1).
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Abb. 1. Modell fir den Aminoséuretransport in Ehrlich-Ascites-
Tumorzellen, nach Heinz und Walsh [29). ag und a.: extra- bzw. intra-
zelluldres Transportsubstrat; x: aktiver, y: inaktiver Triger; ax: Kom-
plex zwischen Tréger und Substrat; ~P und —P: Substrat bzw. Produkt
einer mit dem Transport gekoppelten exergonischen Reaktion. Erldu-
terungen s. Text.

[31] R. M. Johnstone u. P. G. Scholefield, Advances Cancer
Res. 9, (1965), zit. nach [11].

(32] E. Heinz u. H. A. Mariani, J. biol. Chemistry 228, 97
(1957).
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Die Aminosdure a verbindet sich voriibergehend mit
dem fiir sie spezifischen Triger x zu ax (formal einem
Enzym-Substrat-Komplex vergleichbar), der sie durch
die Membran schleust. Auf der Innenseite der Mem-
bran dissoziiert ax in a_ + x. Dabei wird angenommen,
daB Bindung und Abspaltung von a im Verhiltnis zur
Verschiebung von ax schnell sind. Zur Austauschdif-
fusion dienen die Reaktionen 1-3, die reversibel sein
miissen. Die Anreicherung im Zellinneren gelingt da-
durch, daB x nach der Dissoziation von ax zu y inakti-
viert wird. Die Affinitit zu a geht dadurch vollstindig
oder zumindest partiell verloren. Nach Diffusion an
die AuBenseite der Membran wird y durch die energie-
abhingige Reaktion 5 wieder zu x aktiviert. Die Dif-
fusion von y oder Reaktion § sind nach den kineti-
schen Befunden geschwindigkeitsbestimmend.

Dieses Modell erfiillt alle Anforderungen, die sich aus
den Untersuchungen des Aminosiduretransportes an
EMAT-Zellen ergeben haben und scheint auch auf
einige mikrobielle Systeme anwendbar zu sein (33}
wenn auch nicht unﬁegrenzt. So fehlt bei einigen der
von uns an Streptomyces hydrogenans untersuchten
Aminosaure-Transportsystemen die Austauschdiffu-
sionskomponente [34),

Auch das von Kepes 135) urspriinglich fiir den $-Galak-
tosidtransport in E. coli aufgestellte und spiiter von
Koch36,37) erweiterte Transportmodell (Permease-
modell) verwendet einen Triger. Zum Unterschied
vom oben zitierten Trigermodell und dem mit diesem
nahezu identischen ,,Permease‘‘-Modell von Cohen
und Monod 5! enthilt das Modell von Kepes zwei kata-
lytische Komponenten, eine spezifische Permease (P)
und einen weniger spezifischen Transporter (T) (Abb.2)

6 Extrazellularraum
"

ATP (k*’ Vin L Ty ,>
R"‘T“Ge. _P’(PG]“R)—> g +R T 6+I-
yi rd
osv{mt. Barriere 61 == Jfgm

Abb. 2. Modell fiir den B-Galaktosidtransport in E. coli (Permease-
modell) nach Kepes [35]. P = Permease, T = Transporter, G = Sub-
strat, R ~ T = aktivierter Transporter. Erlauterungen s. Text.

Intrazellularraum

P ist an der AuBenseite der Membran fest gebunden
und katalysiert die Bindung des Substrates (G) an den
Transporter. Der Komplex GT durchdringt die Mem-
bran und dissoziiert an ihrer Innenseite in T und G.
Auch hier ist die eigentliche Translokation reversibel.
Der aktive Transport erfordert die Beteiligung von
ATP am Aufbau des aktivierten Transporters T ~R.

Befunde an E. coli 36] sowie genetische Untersuchun-
gen iiber den Zuckertransport bei Staphylococcus

[33] K. Ring u. E. Heinz, Biochem. Z. 344, 446 (1966).

[34] K. Ring, Habilitationsschrift, Universitit Frankfurt/M.
1967; W. Grof u. K. Ring, unverdffentlicht.

[35] A. Kepes, Biochim. biophysica Acta 40, 70 (1960).
[36] A. L. Koch, Biochim. biophysica Acta 79, 177 (1964).
[37] A. L. Koch, J. theoret. Biol. 14, 103 (1967).
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aureus 381 haben Anhaltspunkte fiir ein derartiges
Zwei-Komponenten-System mit einem multifunktio-
nellen Triger erbracht. Es scheint jedoch ebenfalls nur
begrenzt anwendbar zu sein. So ist die Austauschdiffu-
sion von Aminosiuren bei vielen Mikroorganismen
streng spezifisch, ein Befund, der entweder neben der
Permease einen ebenfalls spezifischen Transporter oder
aber die Existenz einer zweiten Permease — an der
Membraninnenseite —~ voraussetzt [*],

3. Enzyme als Bestandteile von Transportsystemen

In welcher Weise der aktive Aminosduretransport mit
dem Energiestoffwechse! verbunden wird (,,chemo-
osmotische Kopplung*), ist zur Zeit noch vollig offen,
obwohl in denletzten Jahren mehrere Enzymsysteme,
die energietransferierende Reaktionen katalysieren,
mit dem aktiven Stofftransport in direkten Zusammen-
hang gebracht werden konnten. Eines dieser Systeme,
die von Skou(2.401 entdeckte Membran-ATPase, ist
Bestandteil des Transportsystems fiir K+ und Nat in
tierischen Zellen. Ihre Reaktionssequenz umfaBt einen
Phosphattransfer von ATP auf ein Membranprotein
und dessen anschlieBende Entphosphorylierung.
Der erste Schritt erfordert Nat, der zweite K*. Das
Enzym ist durch Strophanthin hemmbar (Ubersicht s.
(12,16-18,401), Auch in Bakteriecnmembranen wurden
ATPasen nachgewiesen; sie unterscheiden sich jedoch
in ihrer Kationenabhingigkeit und Empfindlichkeit
gegeniiber Strophanthin erheblich von Enzympripara-
tionen tierischer Herkunft[41-52], Wieweit ATPasen
am Aminosiduretransport unmittelbar, d.h. unabhingig
von einem Symportermechanismus (s. Abschnitt 4), be-
teiligt sind, ist zur Zeit nicht zu iibersehen.

Kundig et al.l53] isolierten ein am aktiven Zuckertransport

beteiligtes Phosphotransferasesystem aus E. coii, welches aus
zwei Enzymen (I und II) und einem niedermolekularen, hitze-
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[451 J. C. M. Hafkenscheid u. S. L. Bonting, Biochim. bio-
physica Acta 7151, 204 (1968).
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stabilen Protein, HPr, besteht. Das membrangebundene
Enzym Il ist entscheidend fiir die Substratspezifitit der Re-
aktion. Als Energiedonor dient Phosphoenolpyruvat:

Mg2+
Phosphoenolpyruvat + HPr -vTﬁ" Pyruvat + Phospho-HPr

Mpg2+
Phospho-HPr + Zucker —:i———> Zucker-6-Phosphat + HPr

Mg2+ + HP
Phosphoenolpyruvat + Zucker _ng :"—r» Zucker-6-P +

Pyruvat

In letzter Zeit sind zahlreiche iiberzeugende Befunde er-
bracht worden, daB dieses Energietransfersystem integraler
Bestandteil einer Reihe zuckertransportierender Systeme in
verschiedenen Mikroorganismen ist [54-60), Im Gegensatz zu
den friiheren Vorstellungen wird in diesen Fillen das Sub-
strat beim Transport durch kovalente Bindungen verindert.
Ein gleichfalls das Transportsubstrat phosphorylierendes
System als Bestandteil einer energieabhiingigen Zucker-,,Per-
mease” beschrieb van Steveninck161.62) bei Hefe. Energie-
donor bei diesem System ist Polyphosphat.

Die beschriebenen Modelle scheinen auf den Katio-
nen- oder Zuckertransport beschrinkt zu sein. Hin-
weise auf die Beteiligung vergleichbarer Reaktionen
am aktiven Aminosiuretransport gibt es nicht; insbe-
sondere fehlen bisher Beweise, daB Aminosiduren wih-
rend der Translokation wenigstens voriibergehend ko-
valente Bindungen eingehen.

4. Ionenabhingigkeit des Aminosiuretransportes

Interessante Wechselbeziehungen zwischen Amino-
sduretransport und einwertigen Kationen haben sich
insbesondere bei tierischen Zellen ergeben. Die Auf-
nahme von Aminosiuren in verschiedene Zellarten
kann durch das Ionenmilieu im extrazelluliren Raum
beeinfluBt werden. Der Transport von Aminosiuren
in tierische Zellen (EMAT-Zellen, Erythrocyten, Mu-
cosazellen, Pancreaszellen u.a.) hingt, wie auch der
Zuckertransport in manche Gewebe, von der extra-
zelluldren Na+-Konzentration ab[9,63-68), In EMAT-

[54) R. D. Simoni, M. Levinthal, F. D. Kundig, W. Kundig,
B. Anderson, P. E. Hartmann u. S. Roseman, Proc. nat. Acad.
Sci. USA 58, 1963 (1967).

[55] E. P. Kennedy u. G. A. Scarborough, Proc. nat. Acad. Sci.
USA 58, 225 (1967).

[56] W. Hengstenberg, J. B. Egan u. M. L. Morse, J. biol.
Chemistry 243, 1881 (1968).

[57) H. R. Kaback, J. biol. Chemistry 243, 3711 (1968).
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165, 410 (1968),
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61, 269 (1968).
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913 (1967).
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(1969).
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[64] E. Riklis u. H. J.Quastel,Canad. J. Biochem. 36,347 (1958).
[65) T. Z. Csaky, Federat., Proc. 22, 3 (1963).

[66) H. N. Christensen in E, E. Bittar; Membrane Metabolism
and Ion Transport. Interscience, New York, in Druck.

{67] R. K. Crane, Federat. Proc. 24, 1000 (1965).

[68] R. K. Crane, G. Forstner v. A. Eichholz, Biochim. bio-
physica Acta 109, 467 (1965).
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Zellen erfordert die maximale Anreicherung von Gly-
cin eine Na+-Konzentration von etwa 130 mmol/l.

Zur Klarung der Wirkung von Nat*- auf den Amino-
sdure- und Zuckertransport sind zahlreiche kinetische
und elektrophysiologische Untersuchungen durchge-
fuhrt worden (Literaturiibersicht und Diskussionen s.
[11,12,15,16,18,19)). Nach der heute am hiufigsten ver-
tretenen Hypothese [67,68) wird eine Kopplung des
Aminosdure- (oder Zucker-) Influxes mit dem Na*-In-
flux angenommen. Beide Transportsubstrate benutzen
einen gemeinsamen Triger und {iberqueren die Mem-
bran in einem terniren Komplex (,,Symporter* in der
Nomenklatur von Miichell1121). Im Zellinneren disso-
ziieren Nat und Aminosédure (bzw. Zucker) vom Tri-
germolekiil ab. Durch die Na*-Pumpe (,,Membran-
ATPase*) wird das eingedrungene Na* aus der Zelle
herausbefordert, so daB bei ausreichender Pumpen-
kapazitat die intrazellulire Na+-Konzentrationim Ver-
héltnis zur extrazelluliren niedrig ist. Damit wird iiber
die Zellmembran ein Gradient fiirr Na+ von auBen nach
innen aufrechterhalten, der die treibende Kraft fiir den
gemeinsamen Influx von Na* und Aminosiure dar-
stellt. Die Anreicherung der Aminosdure ist dement-
sprechend eine Funktion des Na*-Gradienten.

Kinetisch wird durch die hohe physiologische Auflen-
konzentration von Na+ die Michaelis-Konstante K,
fiir die Aminosdure vermindert; im Zellinneren, bei
niedriger Na+-Konzentration, wirkt sich die durch die
einwirtsgerichtete K+-Pumpe aufgebaute hohe K+*-
Konzentration auf K vergroBernd aus, so daB der
Tréger einen Teil seiner Affinitidt zur Aminosiure ver-
liert. Damit stammt eine weitere Triebkraft fiir den
einwirtsgerichteten FluB der Aminosiure aus der
asymmetrischen Verteilung des K+,

Nach dieser Hypothese ist der Na+-abhingige Amino-
sduretransport in die genannten Zellen kein echter ak-
tiver ,,Primirtransport¢, sondern muB als erleichterte
Diffusion betrachtet werden. Durch seine Abhingig-
keit vom aktiven K+*- und Na+*-Transport ist er durch
alle Inhibitoren der Kationenpumpe, beispiclsweise
Strophantin, hemmbar.

Eine dhnliche Nat-Abhingigkeit fanden Kleber und
Aurich 99 fiir den aktiven Carnitintransport in Pseudo-
monas aeruginosa; neben Na* wirken auch K+ und
Mg2+ aktivierend. Uberraschend war, daB g-Stro-
phantin den Carnitin-Transport hemmt. Aufgrund
dieser Befunde nehmen die Autoren an, daB eine K*-
Nat+-stimulierbare, strophantinsensitive Membran-
ATPase am Transport von Carnitin teilnimmt. Mog-
licherweise ist auch hier ein Symporter-Mechanismus
vorhanden.

Auch einige halophile Mikroorganismen bendtigen fiir ihren

Aminoséduretransport Natriumionen(70-73); im Gegensatz
zu den oben geschilderten Fillen wirken sie jedoch ausschlieB-

[69) H.-P. Kleber u. H. Aurich, Biochem. biophysic. Res. Com-
mun. 26, 255 (1967).

[70]1 G. R Drapeaiu. R. A. MacLeod, Biochem. biophysic. Res.
Commun. {2, 111 (1963).

[71] G. R. Drapeau u. R. A. MacLeod, Nature (London) 206,
531 (1965).

[72] J. Stevenson, Biochem. J. 99, 257 (1966).

[73] H. Larsen, Advances microbial Physiology 1, 97 (1967).
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lich in Kombination mit Chlorid. Hohe Salzkonzentrationen
sind ferner zur Aufrechterhaltung der auBerordentlich labilen
Struktur dieser Organismen sowie zur Aktivierung einiger
enzymatischer Reaktionen erforderlich. Es ist daher nicht
sehr wahrscheinlich, daB die Abhingigkeit der Aminosiure-
aufnahme von NaCl sich hier ebenfalls mit einer Symporter-
Hypothese erklaren 1468t¢.

Einwertige Kationen vermégen jedoch auch noch in
anderer Weise den aktiven Aminosiduretransport zu
beeinflussen. Grof!74] fand, daB der aktive Glutamat-
transport in Streptomyces hydrogenans durch K+ und
Rb* signifikant aktiviert wird. Die Interpretation der
Befunde wurde dadurch etwas erschwert, daB auch
enzymatische Reaktionen durch diese Ionen aktiviert
werden. Da jedoch mit der intrazelluliren Konzentra-
tion des Glutamats auch die des K+ ansteigt, ist anzu-
nehmen, daB3 Kt mit dem anionischen Glutamat in die
Zelle eintritt. Diese Befunde bestitigen dltere Unter-
suchungen von Gale (4, Davies etal. 1751 sowie Eddy und
Indge 761, wonach die Glutamataufnahme in manche
Mikroorganismen mit einem Gewinn an intrazelluli-
rem K* verbunden ist.

Demgegeniiber ist die Aufnahme neutraler Amino-
sduren bei Strept. hydrogenans unabhingig von ein-
wertigen Kationen, sofern deren Konzentration ca.
5 - 1072 mol/l nicht iibersteigt (77,781, Hhere Konze-
trationen hemmen den Aminosduretransport. Die
Hemmung ist reversibel, unspezifisch, kompetitiv und
beruht nicht auf einem osmotischen Effekt. Wahr-
scheinlich behindern einwertige Kationen in hoherer
Konzentration die Bindung der neutralen Amino-
sduren an das Transportsystem dadurch, daB sie in
Konkurrenz mit den NH;3+-Gruppen der Aminosiuren
die anionischen Bindungsstellen am Trigermolekiil
besetzen (78]

Christensen und Handlogton79) fanden, daB der Trans-
port basischer Aminosiduren in EMAT-Zellen durch
neutrale Aminosiduren in Kombination mit Natrium-
ionen gehemmt wird. Die Ergebnisse werden dahin-
gehend interpretiert, daB neutrale Aminosiuren den
Bindungsort fiir basische Aminosduren am Triger-
molekiil besetzen und deren Transport dann zu hem-
men vermogen, wenn ein Begleitkation, wie Na*, die
Bindungsstelle fiir die distale kationische Gruppe der
basischen Aminosidure einnimmt.

5. Regulation des Aminosiduretransportes

Die Regulation des aktiven Aminosiuretransportes ist
von besonderer physiologischer Bedeutung. Sie erfolgt
offenbar in gleicher oder zumindest sehr dhnlicher
Weise wie die Steuerung enzymatischer Prozesse. Da-
bei sind zwei voneinander unabhingige Regelkreise

[74] W. Grof3, noch unverofientlicht.

[75} R. Davies, J. P. Foljes, E. F. Gale u. L. C. Bigger, Biochem.
J. 54, 430 (1953).

[76) A. A. Eddy u. K. J. Indge, Biochem. J. 85, 35 P (1962).
[771 K. Ring, Z. klin. Chem. klin. Biochem. 3, 13 (1965).

[78] K. Ring, noch unveroffentlicht.

[79] H. N. Christensen u. M. E. Handlogton, FEBS-Letters 3,
14 (1969).
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zu unterscheiden, von denen der eine iiber die Verdnde-
rung der Konzentration, der andere iiber die Verinde-
rung des Aktivititszustandes des Transportsystems zu
wirken scheint. Der erste Regelkreis wirkt auf gene-
tischer Ebene: Ein Transportsubstrat kann die Neu-
synthese des Transportsystems spezifisch induzieren
oder, bei Uberangebot im Nihrmedium, gegebenen-
falls reprimieren. Eine derartige Anpassung erfordert
eine Anlaufzeit (lag-Periode). Der zweite Regelkreis
wirkt momentan und 148t sich im Sinne einer Riick-
kopplung interpretieren, bei welcher das transportierte
Substrat oder eines seiner Stoffwechselprodukte vom
Zellinneren aus den aktiven Transport weiterer Mole-
kiile hemmt oder steigert. Fiir alle vier Moglichkeiten
sind Beispiele gefunden worden, bisher jedoch fast
ausschlieBlich bei Mikroorganismen.

5.1. Induktion und Repression

In den vergangenen Jahren sind viele mikrobielle
Transportsysteme beschrieben worden, die genetisch
reguliert werden. Dazu gehoren vor allem Aufnahme-
systeme fiir die zahlreichen metabolisch nutzbaren
Kohlenhydrate und andere Metabolite des Energie-
stoffwechsels. Ohne Zweifel ist die Eigenschaft der
Bakterienzelle, Aufnahmesysteme fiir so verschieden-
artige physiologische Energiedonoren induzieren zu
konnen, mit einem Selektionsvorteil verbunden. So
wird nur das Transportsystem aufgebaut, das die Zelle
im Augenblick benétigt. Die Leistungsfahigkeit eines
einzigen Systems reicht aus, um den gesamten Bedarf
der Zelle an Kohlenhydrat zu decken [80],

Demgegeniiber sind bisher nur wenige induzierbare
Transportsysteme fiir Aminosduren bekannt gewor-
den. Das hat zunichst auch nicht iiberrascht, da in der
Induzierbarkeit des Aminosiuretransportes nicht un-
bedingt ein Selektionsvorteil zu sehen ist (801, Es ist zu
bedenken, daB die Zellen im allgemeinen in der Lage
sind, entsprechend dem Milieu ihren Bedarf an den
etwa zwanzig Aminosiduren entweder durch Aufnahme
aus dem Nihrmedium oder durch eigene Synthese zu
decken. Die energetisch aufwendigere Biosynthese ist
bei einigen Synthese-Sequenzen bekanntlich mit einer
Riickkopplungs-Steuerung ausgestattet, deren Regel-
kreis am rationellsten arbeiten wird, wenn die in der
AuBenldsung vorhandenen Aminoséuren sehr schnell
ins Zellinnere aufgenommen werden, um dort gegebe-
nenfalls ihre Steuerfunktion auszuiiben. Das setzt aber
voraus, daB diese Transportsysteme unabhingig von
der AuBenkonzentration ihrer Substrate in maximaler
Konzentration permanent vorhanden sind.

Dennoch scheinen einige Zellspezies iiber induzierbare
Kapazititsreserven zu verfiigen, die dann von Vorteil
sein konnen, wenn das Nihrmedium hohere Konzen-
trationen einer einzigen oder nur weniger Amino-
siuren enthilt. Die Zelle wird hierdurch in die Lage
versetzt, ihren Stickstoffbedarf weitgehend oder voll-

[80] A._K;pe: in J. F. Hoffman: The Cellular Functions of
Membrane Transport. Prentice Hall, Englewood Cliffs, N. J.,
1964, S. 155.
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stindig aus dem exogenen Aminosdurestickstoff
decken zu kénnen,

Das erste induzierbare Aufnahmesystem fiir Amino-
sduren fanden Boezi und DeMoss81] bei der Unter-
suchung der Tryptophanaufnahme durch eine trypto-
phanauxotrophe Mutante, E. coli T;A. Ein weiteres
induzierbares Tryptophan-Transportsystem beschrie-
ben Rosenfeld und Feigelson(82] bei Ps. acidovorans.
Beide Transportsysteme sind energieabhingig; ihre
Spezifitdt ist auf Tryptophan und strukturell ver-
wandte Derivate beschrinkt. Maximale Induktion des
Coli-Systems erfordert 500 g Tryptophan/ml Néhr-
medium und steigert den Transport auf das Zehnfache;
,,hichtinduzierte* Zellen haben bereits eine gut meB-
bare Transportkapazitit.

Bei Ps. acidovorans wird der Tryptophantransport
durch 5 mmol/l L-Tryptophan in asparaginhaltigem
Mineralmedium induziert; maximale Induktion erfor-
dert etwa eine sechsstiindige Inkubation. Gleichzeitig
mit dem Transport, aber nicht mit diesem im strengen
Sinne koordiniert, werden zwei tryptophanabbauende
Enzyme induziert. Die Schliisselposition bei der In-
duktion scheint nicht das Transportsubstrat selbst,
Tryptophan, einzunehmen, sondern sein Abbaupro-
dukt Kynurenin; dieses vermag ebenfalls den Trypto-
phantransport — neben einem eigenen Transport-
system — zu induzieren. Vermutlich induziert Tryp-
tophan nicht direkt, sondern erst nach endogener Um-
wandlung in Kynurenin. Damit bestiinde ein enger
Zusammenhang zwischen Stoffwechselaktivitit und
Transportinduktion.

Ein derartiger Zusammenhang ist auch bei der Induk-
tion des Citrullintransportes in Streptococcus faecalis
festzustellen [83], Dieser Mikroorganismus wandelt
Arginin in Citrullin und dieses weiter in Ornithin um.
In Mineralmedium gewachsene Zellen sind fiir Citrul-
lin relativ schlecht permeabel; durch Zusatz von
Arginin zum Nihrmedium wird die Permeabilitiit fiir
Citrullin vervierfacht. Diese Transportsteigerung ist
selektiv; die Konzentration der Citrullinase wird nicht
beeinfluBt. Maximale Induktion erfordert eine relativ
lange Inkubation und ist nach 12—16 Stunden beendet.
Vermutlich ist auch hier nicht die zugesetzte Amino-
sdure, Arginin, der Induktor, sondern sein in der Zelle
akkumuliertes Abbauprodukt Citrullin.

Ein induzierbares aktives Transportsystem fiir L-
Glutamat in Mycobakterien beschrieben Lyon et al. [84],
Induktor ist das Trans;;ortsubstrat, L-Glutamat.
Maximale Induktion erfordert die relativ hohe Induk-
torkonzentration von 2 - 10~2 mol/l. Auch hier ist eine
basale Transportaktivitit in ,,uninduzierten‘* Zellen
vorhanden; Induktion steigert diesen Transport um
etwa das Dreifache.

Auch fiir den induzierbaren oxidativen Abbau von L-
Hydroxyprolin zu x-Ketoglutarat in Ps. putida wurde

[81]1 J. A. Boezi u. R. D. DeMoss, Biochim. biophysica Acta
49, 471 (1961).

(821 H. Rosenfeld u. P. Feigelson, J. Bacteriol. 97, 705 (1969).
[83]1 W. R. Bibb u. W. R. Straughn, J. Bacteriol. 87, 815 (1964).

(841 R. H. Lyon, P. Rogers, W. H. Hall u. H. Lichstein,
J. Bacteriol. 94, 92 (1967).
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festgestellt 851, daB Hydroxyprolin zusammen mit den
abbauenden Enzymen auch sein Transportsystem in-
duziert. Wie weit die Induktion der Enzyme und der
»Permease‘ koordiniert ist, bedarf noch der Kliarung.

Der von uns benutzte Mikroorganismus Strepromyces
hydrogenans hat, wie erstmals Hiibener (861 mitteilte,
ein induzierbares Transportsystem fiir neutrale Ami-
nosduren. Weitere Untersuchungen [87,88] dienten der
kinetischen Charakterisierung des induzierten Sy-
stems. Die Induktion erfolgte in einem Mineralmedium
mit Succinat und Glucose als Energiequellen und
NH4CI als Stickstoffdonor. Trotz der Abwesenheit
von Aminosiduren bilden die Zellen in diesem Medium
eine teilweise betrichtliche Transportkapazitit fiir
neutrale Aminosduren aus. Die Zugabe einiger neu-
traler Aminosduren zum Nihrmedium steigert den
Transport auf das maximal Zehnfache. Gute Induk-
toren sind Glycin und Alanin sowie a-Aminoiso-
buttersiure (AIB), eine dem Glycin und Alanin struk-
turanaloge, hingegen nicht metabolisierbare Amino-
siure. Dieser Befund ist fiir die Interpretation der Ex-
perimente von Bedeutung, da er zeigt, daB das Trans-
portsubstrat selbst Induktor ist und nicht eines seiner
Stoffwechselprodukte.

Maximale Induktion erfordert eine Induktorkonzen-
tration von etwa 101 mol/l. Dieser Wert erscheint
zunichst sehr hoch, wird jedoch verstindlicher, wenn
man ihn mit der intrazelluliren Alanin- und Glycin-
konzentration vergleicht. Neben Glutamat ist Alanin
Hauptbestandteil des Aminosiurepools in diesem
Organismus; seine Konzentration im Zellwasser be-
trigt etwa 10 mmol/], die des Glycins etwa die Hilfte.
Es ist leicht einzusehen, daB eine Induktion nur bei
Induktorkonzentrationen feststellbar sein kann, die
iiber diesen Werten liegen.

Die physiologische Funktion einer derartigen Regula-
tion ist in Abschnitt 5§ diskutiert worden. Hier sei die
Frage gestellt, ob nicht auch die basale Transport-
kapazitit in uninduzierten Zellen bereits das Produkt
einer unvollstindigen Induktion ist, die permanent
durch die intrazelluliren Aminosiuren ausgelost wird.
Fiir diese Annahme spricht die Beobachtung, daB die
basale Transportaktivitit von der Qualitit des Wachs-
tums abzuhingen scheint und stark schwankt, und da3
bei induzierten und nicht-induzierten Zellen die Micha-
elis-Konstanten der Transportsysteme a-Aminoisobut-
tersdure voneinander nicht unterscheidbar sind (s. u.).

Die Induktion wird durch Chloramphenicol, Actino-
mycin C, Proflavin und Mitomycin gehemmt, ein Be-
weis dafiir, daB funktionsfihige DNA sowie RNA-und
Proteinsynthese erforderlich sind. Durch Zugabe nicht
induzierender Aminosiduren wie Asparagin wird die
Induktion stark gefordert(88], Die Funktion dieser
Aminosiuren ist noch unklar.

(851 R. M. Gryder u. E. Adams, J. Bacteriol. 97, 292 (1969).
(86) H.-J. Hiibener s. [9].

(871 K. Ring, H.-J. Hiibener u. E. Heinz, Proceedings der ge-
meinsamen Tagung der Deutschen Gesellschaft fiir Biophysik,
der Osterreichischen Gesellschaft fir reine und angewandte
Biophysik und der Schweizerischen Geselischaft fiir Strahlen-
biologie, Wien 1964, S. 35.

[88] X. Ring, Biochim. biophysica Acta 183, 375 (1969).
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Nach kinetischen Untersuchungen steigert die Induk-
tion die Maximalgeschwindigkeit des Influxes, ohne
die Affinitdt zwischen Transportsystem und Substrat
zu verindern. Neben dem Influx werden auch die An-
reicherung im stationiren Zustand sowie der Efflux
gesteigert. In Tabelle 1 sind die kinetischen Parameter

Tabelle 1. Kinetische Parameter des «-Aminoisobuttersduretrans-
portes induzierter und ,,nicht-induzierter Zecllen von Strepromyces
hydrogenans (aus [88]). Die ,,nicht-induzierten* Zellen waren 13 Std.
in Mincralmedium, die induzierten in Mineralmedi mit Zusatz von
2 - 10-1 mol/l pL-Alanin geziichtet.

Parameter ;;::5::;"“ induziert

Influxkonstante (kjq) 10.20 37.82
(ml - g-1- min-1)

Effluxkonstante (key) 0.136 0.244
(ml- g1 min-1)

Influx (vjy) (wmol - g~1 - min-1) 25.2 81.0

Verteilungsquotient 28.0 90.0
(1 min) (Ry 1 min){a]

Verteilungsquotient 300.0 620.0
(stat. Zust.) (Rqep)

s Michaelis-Konstante* (mol/l) 2.73 - 10-3 2,73 - 103

[a] Der Verteilungsquotient (Ry) ist gegeben durch das Verhaltnis der
intrazelluliren Aminosiurekonzentration (ac) zur extrazellularen (ap):
R, = ac/ap. Die Aulnahmegeschwindigkeit fiic AIB, du/dt, 138t sich
mit folgender Bezichung beschreiben: du/dt ~ ®if agiag+ Km) —
kex * 8c, in der oingax der maximale Influx ist. Im stationdren Zustand
(.,steady state*) ist Ry = kjp/kex.

eines derartigen Experimentes zusammengefaBt. Da
hiernach beide unidirektionalen Fliisse, Influx und
Efflux, zunehmen, kdnnte zunidchst vermutet werden,
daB die Influxsteigerung auf einer erh6hten Beweglich-
keit des Trigers in der Membran beruht. Fiir diesen
Fall wire jedoch die Abhingigkeit von der Protein-
synthese unverstindlich.

Die Befunde lassen sich zwangloser deuten, wenn an-
genommen wird, daB die induzierten Zellen iiber eine
groBBere Anzahl aktiver Trigermolekiile in der Mem-
bran verfiigen. Der Anstieg beider Fluxkonstanten,
ki, und k_, bedeutet dabei, daB das induzierte
Protein von beiden Seiten der Membran her fiir das

Substrat zugidnglich sein muB.

" Versucht man, die Ergebnisse auf der Basis des in

Abbildung 2 dargestellten Permeasemodells zu inter-
pretieren, ergeben sich Schwierigkeiten, wenn man die
,, Permease® als den einzigen induzierbaren Bestand-
teil des Gesamtsystems betrachtet, da sie asymmetrisch
in der Membran und zum ,,Transporter* angeordnet
ist. Die Befunde sind aber mit dem Tragermodell in
Abbildung 1 vereinbar, sofern der Triger als induzier-
bar angenommen wird. Dennoch ergibt sich eine
Schwierigkeit bei der Beurteilung der Kkinetischen
Daten, da k;_ stirker als k_, zunimmt. Eine plausible
mechanistische Erklarung fehlt noch.

Eine entgegensetzte Regulation des Transportes neu-
traler Aminosduren wurde von Inui und Akedo 1891 bei
E. coli K10 beobachtet und als Repression interpre-
tiert. Ein UberschuB an einer einzigen Aminosiure,
z.B. Leucin, in der Niahrlosung beeintriachtigt die
Aufnahme der gleichen sowie strukturell verwandter

(89) Y. Inui u. H. Akedo, Biochim. biophysica Acta 94, 143
(1965).
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Aminosduren. In ruhenden Zellen bei Inkubation in
stickstofffreier Losung oder bei Gegenwart von Chlor-
amphenicol entwickelt sich keine Hemmung; Mito-
mycin C hat dagegen keinen Einflu. Die Hemmung
ist spezifisch fiir den Aminosiuretransport: a-Methyl-
glykosidtransport sowie Na*- und K-*-Verteilung
bleiben konstant. Kinetische Untersuchungen haben
gezeigt, daf} insbesondere der Influx beeintrichtigt ist:
Im stationdren Zustand ist die Verteilung der Amino-
sdure zwischen Intra- und Extrazellularraum auf
1/10 des Normalwertes herabgesetzt, wobei der Efflux
nur um das Dreifache zugenommen hat. Demnach ist
es unwahrscheinlich, dafl wihrend der Vorinkubation
ein effluxspezifisches Transportsystem induziert wor-
den ist.

5.2. Riickkopplungs-Regulation

Eine von der genetischen Regulation unabhingige
Steuerung des aktiven Aminosduretransportes, die im
Sinne einer Riickkopplungs-Steuerung auf der Ebene
des Transportsystems wirkt, wurde vor wenigen Jahren
erstmals beschrieben. Wie wir bei Streptomyces
hydrogenans fanden, unterliegen alle aminosidurentrans-
portierenden Systeme der Kontrolle durch zwei entge-
gengesetzt arbeitende Regelkreise, von denen einer die
aktive Aminosdureaufnahme hemmt, der andere stei-
gert [33,90-93), Beide Wirkungen lassen sich bei der Auf-
nahme 14C-markierter a-Aminoisobuttersiure (AIB)
durch unterschiedlich vorbehandelte Zellén zeigen:
Durch einstiindige Vorbeladung der Zellen mit un-
markierter AIB nimmt die Aufnahme ab, durch ein-
stilndige Vorbeladung mit L-Glutamat nimmt sie zu.
Diese Vorinkubationen beeinflussen sowohl die An-
fangsgeschwindigkeit der Aufnahme als auch die Ver-
teilung der Test-Aminosiure im stationdren Zustand.

5.2.1. Transporthemmung

Die Hemmung des AIB-Influxes ist eine Funktion der
intrazelluliren Konzentration des Inhibitors AIB. Mit
zunchmender Innenkonzentration an AIB wird die
Hemmung groBer, bis ein Maximalwert erreicht ist;
die maximale Hemmung durch Beladung mit AIB
schwankt je nach Zellmaterial zwischen 40 und 709%,.
Es wird jedoch nur der FluB von auBen nach innen er-
niedrigt, wenn die AIB-Konzentration auf der Gegen-
seite der Membran (,,Transkonzentration‘) erhoht
wird; der Efflux markierter AIB nimmt mit steigender
Transkonzentration zu. Wihrend der letzte Befund im
Sinne des Vorbeladungs 27-301 oder Gegenbeschleuni-
gungs-Effektes (61 mit dem oben beschriebenen Tréger-
modell zwanglos erklirt werden kann, sind zur Er-
klarung der Influxhemmung zusitzliche Annahmen
erforderlich (s.u.).

[90] E. Heinz, K. Ring u. W. Grof3, Federat. Proc. 26, 393 (1967).
[91] K. Ring, W. Grof u. E. Heinz, Ber. Bunsenges. physik.
Chem. 71, 893 (1967).

{92] K. Ring, W. Grofi u. E. Heinz, Arch. Biochem. Biophysics
137, 243 (1970).

[93) W. GroB, K. Ring u. E. Heinz, Arch. Biochem. Biophysics
137, 253 (1970).
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Kinetisch ist die Influxhemmung (,,Transhemmung*¢)
als nicht-kompetitive Hemmung charakterisiert, da
die scheinbare Michaelis-Konstante unverindert
bleibt, wihrend die Maximalgeschwindigkeit des
Influxes abnimmt. Weitere kinetische Befunde zeigen,
daB durch Vorbeladung nur der Influx verindert wird,
der Efflux hingegen konstant bleibt. Daraus ist zu
schlieBen, daB der Transinhibitor nicht die Beweglich-
keit des Triger-Substrat-Komplexes in der Membran
beeinflufit.

Ferner hat sich gezeigt, daB die Transhemmung un-
mittelbar und mit maximaler Wirkung einsetzt, sobald
der Inhibitor ins Zellinnere gelangt. Die Hemmung ist
reversibel und nach Auswaschen des Inhibitors durch
erneute Vorbeladung wiederholbar. Die vorbeladene
Aminosiure setzt also vom Zellinneren aus die Akti-
vitdt ihres Transportsystems herab.

Die Transporthemmung durch Beladen mit AIB ist
nicht sehr spezifisch; simtliche untersuchten Trans-
portsysteme fiir Aminosduren (Glutaminsiure, Aspa-
raginsiure, Methionin, Phenylalanin, Leucin, Prolin,
Lysin, Arginin, Tryptophan, Histidin) sind partiell
gehemmit. Die Hemmung scheint jedoch auf den Trans-
port der Aminosduren beschrinkt zu sein; weder der
Transport von Kalium noch der von Sorbose werden
durch Beladung mit AIB verdndert.

Fiir die bisher geschilderten Experimente wurde stets
AIB als Inhibitor verwendet, da diese Aminosiure
auch nach lingerer Inkubation durch Strepromyces
hydrogenans nicht metabolisiert wird. Andere Amino-
sduren, die normale Bestandteile des zelluliren Amino-
sdurepools sind, wirken gleichfalls als Transinhibi-
toren. Alle bisher untersuchten neutralen Amino-
sduren sowie Arginin und Lysin vermdgen den aktiven
Aminosduretransport vom Zellinneren aus zu hemmen
(Tabelle 2); andere Aminosiduren, wie Aspartat oder
Glutamat, sind offenbar ohne Einflu3.

Tabelle 2. Transhemmung des [14C]-AIB-Influxes durch Aminosiduren.
Messung der AlB-Aufnahme nach Vorbeladung der Zellen bei —2 °C
(20 min) mit den angegebenen Aminosiuren (20 mmol/l) und anschlie-
Bendem Zentrifugieren und Resuspendieren in aminosdurefreiem Puffer.

. Hemmung
Vorbeladen mit %)
- 0
AIB 55.1
Cycloleucin (a] 87.3
Glycin 19.3
L-Alanin 56
L-Valin 50
L-Leucin 48.5
L-Isoleucin 46.7
L-Methionin 18
L-Lysin 17
L-Arginin 38
L-Aspartat 3

[a] 1-Aminocyclopentan-1-carbonsédure.

Die in Tabelle 2 aufgefiihrten Aminosduren wurden
durch Kiilteschockbehandlung in die Zellen einge-
fithrt. Die Permeabilitit von Streptomyces hydro-
genans wird bei Temperaturen um 0°C stark er-
hoht 194,951, so daB kleinere Molekiille wie Amino-

[94] K. Ring,Biochem. biophysic. Res. Commun. /9,576 (1965).
[95] K. Ring, Biochim. biophysica Acta 94, 598 (1965).
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sduren die Membran rasch passieren konnen (s.
auch 196-991), Da die Permeabilititsinderung reversibel
ist, kann sie benutzt werden, um Molekiile rasch und
unter Ausschaltung stoffwechselabhingiger Prozesse ins
Zellinnere zu bringen oder um Zellinhaltstoffe zu ent-
fernen. Dieses Verfahren ist damit im Effekt der rever-
tierten Hiamolyse von Erythrocyten vergleichbar (100,
101), Im Zusammenhang mit der Transhemmung bot
es die einzige Moglichkeit, die Transinhibitorqualitit
rasch metabolisierbarer Aminosduren zu priifen. Ein
weiterer Vorteil ergab sich daraus, daB die ,,einge-
schockten* Aminosduren stets auf die gleiche Konzen-
tration gebracht werden konnen und somit ein quan-
titativer Vergleich ijhrer Inhibitorqualititen moglich
wird. Voraussetzung ist allerdings, daB die Amino-
sduren beim Kailteschock zwischen Intra- und Extra-
zellularraum vollstindig &aquilibriert werden. Diese
Methode wurde auch dazu benutzt, das normale Nihr-
medium fiir Strr. hydrogenans, eine Caseinhydrolysat
und Hefeextrakt enthaltende WNahrbouillon, in die
Zellen einzuschocken, und ihre Auswirkung auf den
AIB-Transport zu testen. Dabei zeigte sich eine bis zu
40-proz. Hemmung.

Die Befunde lassen sich dahingehend interpretieren,
daB bestimmte Aminosduren aus dem zelluldren
Pool als Effektoren den Aminosiduretransport im
Sinne einer Riickkopplungs-Regulation steuern. Es ist
anzunehmen, daB der Inhibitor im Bereich der Trans-
portsysteme eine limitierende Reaktion kontrolliert,
die in die energetische Kopplung zwischen Transport-
und Energiestoffwechsel eingeschaltet ist (921, Auf das
Trigermodell in Abbildung 1 bezogen, wire dies
Schritt 5 des Kreisprozesses. Es mull angenommen
werden, daB diese Reaktion allen Transportsystemen
fiir Aminosiuren gemeinsam ist.

Als physiologische Schliisselsubstanz in diesem Regel-
kreis konnte Alanin fungieren, welches einerseits intra-
zelluldr in geniigender Konzentration vorhanden ist,
andererseits {iber sehr gute Inhibitorqualititen ver-
fligt.

Auch bei Bac. subtilis scheint der Aminosduretrans-
port dhnlich gesteuert zu sein [101a),

Mit den hier geschilderten Beobachtungen stimmen
Befunde von Wiley und Matchett1102) gut iiberein,
wonach der aktive Tryptophantransport in N. crassa
durch die intrazellulire Tryptophankonzentration
reguliert wird. Die Transporthemmung ist indessen
spezifischer als bei Strept. hydrogenans, da sie auf die
durch das Tryptophansystem transportierten Amino-

[96] J. Farrell u. A. H. Rose in A. H. Rose: Thermobiology.
Academic Press, New York 1967, S. 147.

[97) C. P. Novotny u. E. Englesberg, Biochim. biophysica Acta
117, 217 (1966).

[98] J. R. Piperno u. D. L. Oxender, J. biol. Chemistry 243,
5914 (1968).

[99] W. W. Kay u. A. F. Gronlund, J. Bacteriol. 97, 282 (1969).
[100] F. B. Straub, Acta physiol. Acad. Sci. hung. 4, 235 (1953).

[101] G. Gardos u. F. B. Straub, Acta physiol. Acad. Sci. hung.
12, 1 (1956).

[101a] K. Ring u. W. GrofB, noch unverdffentlicht.

[102] W. R. Wiley u. W. H. Maitchett, J. Bacteriol. 95, 959
(1968).
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sduren beschrinkt ist. Unabhingig von uns kommen
Wiley und Matchett ebenfalls zu der Hypothese, daf3
die Hemmung Ausdruck einer Riickkopplungs-
Kontrolle durch das intrazelluldr akkumulierte Trans-
portsubstrat ist.

Ahnliche Riickkopplungs-Regulationen beschrieben
Benko et al.(103,104) In diesen Fillen hemmt jedoch
nicht das Transportsubstrat, sondern eines seiner
Stoffwechselprodukte den Transport. Bei Penicillium
und Aspergillus spec. wird der aktive Methionintrans-
port durch eines seiner schwefelhaltigen Abbaupro-
dukte gehemmt!103), Im Zustand der Hemmung ist
die scheinbare Michaelis-Konstante fiir Methionin um
etwa zwei Zehnerpotenzen erhoht; V. hingegen ist
nur unwesentlich verdndert. Ferner werden Anhalts-
punkte dafiir erbracht(104), daB eine zweite, unspezi-
fische Aminosiuren-Permease ebenfalls einer Riick-
kopplungs-Regulation unterliegt; Effektor scheint
NH4* zu sein.

Spezifische Transporthemmungen durch Abbaupro-
dukte anderer Metabolite betreffen die Aufnahme von
Sulfat in E. coli{105], Penicillium chrysogenum (106,107
und Salm. typhimurium108], die Aufnahme von Glu-
cose in Muskelzellen 11091 und E. coli[110,111) sowie von
Monosacchariden in Bickerhefe [112) und den Nucleo-
tidtransport in Bac. subtilis 11131,

5.2.2. Transportstimulierung

Durch einstiindige Vorinkubation der Streptomyces-
hydrogenans-Zellen mit L-Glutamat wird der AIB-
Transport gesteigert (,,Transstimulierung!93)). Im
Gegensatz zur Transhemmung ist die Transstimulie-
rung nicht unmittelbar nach dem Eindringen des
Effektors in die Zelle feststellbar, sondern erst nach
etwa 15-20 Minuten. In der Zeit-Aufnahme-Kurve
von Glutamat durch Strept. hydrogenans kommt dies
darin zum Ausdruck, daB zu diesem Zeitpunkt die
Nettoaufnahme wieder zunimmt, d.h. die Kurve
steiler wird und schilieBlich einem neuen stationdren
Zustand zustrebt [114), Wie die Transhemmung ist die
Transstimulierung unspezifisch in Bezug auf die Trans-
portsysteme fiir Aminosduren, jedoch auf diese be-

[103] P. V. Benko, T. C. Wood u. I. H. Segel, Arch. Biochem.
Biophysics 122, 783 (1967).

[104] P. V. Benko, T. C. Wood u. I. H. Segel, Arch. Biochem.
Biophysics /29, 498 (1969).

[105] R. Ellis, Biochem. J. 93, 19 P (1964).

[106] L. A. Yamamoto u. I. H. Segel, Federat. Proc. 24, 353
(1965).

[107] L. A. Yamamoto u. I. H. Segel, Arch. Biochem. Bio-
physics 174, 523 (1966).

[108]) J. Dreyfuss u. A. B. Pardee, J. Bacteriol. 91, 2275 (1966).

[109) P. J. Randle in A. Kleinzeller u. A. Kotyk: Membrane
Transport and Metabolism, Symp. Prag. Academic Press, New
York 1960, S. 288.

[110) P. Hoffee, E. Englesberg u. F. Lamy, Biochim. biophysica
Acta 79, 337 (1964).

[111] M. J. Morgan u. H. L. Kornberg, FEBS-Letters 3, 53
(1969).
[112) F. Azam u. A. Kotyk, FEBS-Letters 2, 333 (1969).

[113] R. D. Berlin u. E. R. Stadtman, J. biol. Chemistry 241,
2679 (1966).

[114) W. GroB, K. Ring u. E. Heinz, noch unveroffentlicht.
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schrinkt. Potentielle Stimulatoren sind ausschlieB-
lich metabolisierbare Aminosiduren wie L-Glutamat,
L-Lysin, L-Prolin und L-Aspartat.

Kinetische Untersuchungen schlieBen aus, daB die
Transstimulierung ~ auch hier der Hemmung analog —
die Beweglichkeit des Triger-Substrat-Komplexes in
der Membran beeinfluBt. Auch ein EinfluB auf die
Affinitit des Transportsystems zum Substrat war nicht
feststellbar. Ferner konnte ein Vorbeladungs- oder
Gegenstrom-Effekt als mégliche Ursache der FluB-
steigerung ausgeschlossen werden.

Die Verzogerungsphase weist auf eine der Stimulie-
rung vorausgehende metabolische Umwandlung der
Aminosdure hin. Aufgrund der einheitlichen Wirkung
so verschiedener Aminosiduren wie Glutamat, Leucin
oder Lysin sollte man vermuten, daB der Stimulator
einer ihrer gemeinsamen Metaboliten ist. Alle Ver-
suche, ihn zu identifizieren, verliefen erfolglos. Die zur
Zeit einfachste Erklirung bietet die Hypothese, daB
die Stimulierung durch die Aminoacyl-t-RNA-Deri-
vate erfolgt, also in enger Beziehung zur Proteinsyn-
these steht. Fiir diese Annahme sprechen neuere Be-
funde, nach denen zur Transstimulierung RNA er-
forderlich zu sein scheint. Lingere Vorinkubation der
Zellen mit Hemmstoffen der RNA-Synthese verhindert
eine Transstimulierung; diese Wirkung ist nicht mit
Hemmstoffen der DN A- oder Proteinsynthese festzu-
stellen.

Beide Riickkopplungs-Systeme scheinen eine rasche
Anpassung des Aminosduretransportes an den unter-
schiedlichen Bedarf der Zellen wihrend des Wachs-
tums zu gewihrleisten.

Eine andere Moglichkeit der Zelle, ihren Aminoséure-
transport den Bediirfnissen fiir eine optimale Versor-
gung anzupassen, wurde kiirzlich bei N. crassa be-
schrieben(115], In jungen, rasch wachsenden Zellen
herrscht ein relativ spezifisches Transportsystem vor;
bei dlteren Kulturen hingegen scheint zur Aufnahme
vorwiegend ein zweites, sehr wenig spezifisches System
zu dienen. Seine physiologische Funktion scheint
darin zu bestehen, Reste an exogenen Aminosiduren
dem Zellstoffwechsel zuzufiihren.

6. Beziechung zwischen Aminosiuretransport und
Proteinsynthese

In den letzten Jahren ist bei aminosduretransportieren-
den Systemen sowohl tierischer als auch mikrobieller
Herkunft eine auffallende Sensitivitit gegeniiber
Hemmstoffen der Protein- und RNA-Synthese ge-
funden worden [82,102,104,116-1211, Dje Hemmstoffe

[115] M. L. Pall, Biochim. biophysica Acta 173, 113 (1969).
[116] L. E. Elsas u. L. E. Rosenberg, Proc. nat. Acad. Sci. USA
57, 371 (1967).

[117] M. Grenson, M. Crabeel, J. M. Wiame u. J. Bechet,
Biochem. Biophysic. Res. Commun. 30, 414 (1968).

{118} J. T. Holden u. N. M. Utech, Biochim. biophysica Acta
135, 351 (1967).

[119] W. GroB u. K. Ring, FEBS-Letters 4, 319 (1969).

[120] L. F. Adamson, S. C. Langellutig u. C. S. Anast, Bio-
chim. biophysica Acta /15, 355 (1966).
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wirken jedoch nicht sofort, sondern fiihren zu einem
allmihlichen Verlust an Transportaktivitit. Das
spektakulirste Beispiel hierfiir bietet der Tryptophan-
transport bei Neurospora crassa; bereits 15 Minuten
nach Zugabe von Cycloheximid (4-[2-(3,5-Dimethyl-
2-oxocyclohexyl)-2-hydroxyithyl]piperidin-2,6-dion)
sind 50% der Transportaktivitit verlorengegangen,
wihrend das tryptophanabbauende Enzym Kynure-
ninase nicht beeinfluBt wird (102), Offensichtlich muB3
zur Aufrechterhaltung der Transportfunktion die
Proteinsynthese intakt sein.

Zur Erklirung der Hemmung wurden bislang zwei
Hypothesen aufgestellt. Elsas und Rosenberg1116]
sowie Holden und Utech (1181 fithrten die Hemmbarkeit
des Transportes auf eine besonders hohe Turnoverge-
schwindigkeit [(*1 eines Transportproteins zuriick.
Abbau und Resynthese befinden sich in ungehemmten
Zellen im Gleichgewicht. Die Zugabe eines Hemm-
stoffes der RNA- oder Proteinsynthese stort dieses
Gleichgewicht, so daB der relativ schnelle Abbau
durch Resynthese nicht mehr kompensiert werden
kann. Grenson et al. [117] sind dagegen der Auffassung,
daB die Transporthemmung indirekt und eine Folge
des Anstiegs des intrazelluliren Aminosidurepools
durch den unkompensierten Proteinabbau ist; die
Hemmung wird damit in erster Linie als Riickkopp-
lungs-Hemmung interpretiert.

Da auch bei Streptomyces hydrogenans der Amino-
sduretransport durch Chloramphenicol, Actinomycin
und verwandte Inhibitoren gehemmt werden kann,
andererseits durch Riickkopplungs-Steuerung regu-
liert wird, haben wir die Anwendbarkeit der zweiten
Hypothese auf dieses System untersucht[119), Dabei
kam zustatten, daBl durch Kilteschockbehandlung der
zellulire Aminosdurepool sehr rasch entfernt werden
kann. Durch Auswaschen der Zellen nach dieser
Methode wird die Transporthemmung nur um 10-209,
gesenkt, obwohl die Riickkopplungs-Hemmung durch
Vorbeladung mit AIB unter diesen Bedingungen voll-
stindig reversibel ist92). Ferner konnte festgestellt
werden, daB der Transport in chloramphenicol-
gehemmte Zellen durch Beladung mit AIB prozentual
fast ebenso gehemmt werden kann wie in chloram-
phenicol-freie Zellen. Da die Riickkopplungs-Hem-
mung bei Streptomyces hydrogenans von der intra-
zelluliren Konzentration des Transinhibitors abhingt
und bereits bei etwa 30 mmol/l maximal ist, konnte
AIB neben den durch Chloramphenicol-Einwirkung
freiwerdenden betrichtlichen Mengen an Amino-
sduren keine zusitzliche Hemmung verursachen. Somit
ist dieser Befund mit der Hypothese von Grenson et
al. (1171 picht vereinbar. SchlieBlich haben Kkinetische
Messungen gezeigt, daB Influx und Efflux von AIB
unter Chloramphenicol-EinfluB einheitlich um den
gleichen Faktor abnehmen — ein Befund, der nur mit
der ersten Hypothese vereinbar ist. Wir nehmen daher
an, daB bei Streptomyces hydrogenans ein am Trager-

[121)} C. Yamada, A. J. Clark u. M. E. Swendseid, Science
(Washington) 158, 129 (1967).

[*] Unter ,,Turnover* versteht man Abbau und gleichzeitige
Resynthese.
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transport beteiligtes Protein einen viel hoheren Turno-
ver als die iibrigen Proteine hat.

Die physiologische Bedeutung dieser Sonderstellung
bedarf noch der Klirung. Moglicherweise ist auch hier
ein Zusammenhang mit der Steuerung des Transportes
vorhanden.

7. Isolierung von Transportproteinen

In den letzten Jahren sind zahlreiche Versuche unter-
nommen worden, Membranbestandteile zu markieren
und zu isolieren, die an der Translokation kleiner
Teilchen wie Aminosiuren, Zucker oder Ionen durch
die Zellmembran beteiligt sind. Wegen der bedeuten-
den Fortschritte und der allgemeinen Bedeutung fiir
die Transportforschung soll auf die wichtigsten Ver-
suche ndher eingegangen werden, obwohl sie nur zum
Teil Transportsysteme fiir Aminosiuren betreffen.
Vom Sonderfall des Phosphotransferasesystems (Ab-
schnitt 3) (531 soll dabei abgesehen werden.

Fiir den aktiven Aminosiuretransport gilt bislang
immer noch die Annahme, daB das Transportsubstrat
unverdndert iiber die Membran gelangt und nur das
transportierende Agens Substrat einer enzymatischen
Reaktion ist. Die Translokation des Substrates ist da-
mit von der energieabhingigen Reaktion nicht un-
mittelbar betroffen. Diese Annahmen stehen im Ein-
klang mit den Untersuchungen iiber erleichterte Dif-
fusion und Austauschdiffusion. Sie machen indessen
die Schwierigkeiten deutlich, die einer Isolierung des
Translokators entgegenstehen: Voraussagbar ist nur,
daB es sich um ein Protein handeln muB, welches eine
Aminosdure reversibel zu binden vermag. MeBbare
enzymatische Aktivititen sind primar nicht zu er-
warten.

Die erfolgreichen Isolierungsversuche sind mit wenigen Aus-
nahmen an Mikroorganismen durchgefithrt worden. Das
erste Transportprotein, einen Bestandteil des Glucose-
Transportsystems, gewann Rogers(122] aus E. coli A durch
Extraktion mit warmem Puffer bei pH = 7.3, unter Bedin-
gungen, bei denen der Glucosetransport in diese Zellen als

instabil bekannt ist. Das Transportprotein wurde noch nicht
niher charakterisiert.

Die in der Folgezeit angewendeten priparativen Verfahren
gehen von zwei Voraussetzungen aus:

1. Spezifische Markierung der Transportproteine mit 14C
oder 3H; Voraussetzung: Das Transportsystem muB indu-
zierbar sein.

2. Solubilisierung der Proteine durch osmotischen Schock in
der Kalte; Voraussetzung: Labile Bindung der Proteine an
der Zelloberfldche.

Mit der ersten Methode isolierten und reinigten Fox und
Kennedy 1231 ein ,,M-Protein‘ (Membranprotein), welches
Bestandteil des aktiven Transportsystems fir -Galaktoside
bei E. coli ist. Dieses System ist induzierbar, wird durch das
y-Gen des Lactose-Operons codiert und, zusammen mit den
beiden iibrigen Genen fiir die f-Galaktosidase und $-Galak-
tosid-Transacetylase, vom Regulatorgen i gesteuert. Fiir die
Isolierung verwendeten die Autoren azid-vergiftete Zellen,
die das Transportsubstrat nicht mehr akkumulieren kdnnen;

[122] D. Rogers, J. Bacteriol. 88, 279 (1964).

{123] C. F. Fox u. E. P. Kennedy, Proc. nat. Acad. Sci. USA
54, 891 (1965).
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ein TeilchenfluB durch erleichterte Diffusion ist hingegen
moglich.

Aus fritheren Beobachtungen war bekannt, daB am (3-Galak-
tosidtransport Thiolgruppen beteiligt sind, die durch Bin-
dung eines Transportsubstrates, etwa Thiodigalaktosid
(TDG), vor Alkylierung geschiitzt werden kdnnen. Unter
derartigem Substratschutz wurden zunichst bei induzierten
und nicht-induzierten Zellen simtliche zuginglichen SH-
Gruppen, die nicht am Galaktosidtransport beteiligt sind,
durch Reaktion mit N-Athylmaleinimid (NEM) blockiert.
In der zweiten Phase des Experiments wurde TDG entfernt
und die nunmehr freiliegenden transportspezifischen SH-
Gruppen mit radioaktiv markiertem NEM alkyliert, wobei
die induzierten Zellen [4C]-NEM, die nicht-induzierten
Kontrollen [3H]-NEM erhielten. Nach der Reaktion wurden
gleiche Teile beider Ansitze gemischt und die Zellen aufge-
schlossen und fraktioniert.

Unter diesen Bedingungen sind alle zuginglichen, reaktions-
fahigen Proteine doppelt markiert, da induzierte und nicht-
induzierte Zellen gleiche Proteine synthetisieren, mit Aus-
nahme derjenigen, die durch das Lactose-Operon kontrolliert
werden. Diese sind in nicht-induzierten Zellen praktisch
nicht, in induzierten Zellen hingegen in hoher Konzentration
vorhanden. Bei Fraktionierung der Proteine und Untersu-
chung ihres 3H- und 14C-Anteils sollte ein induziertes Protein
durch ein erhohtes Verhiltnis 14C/3H zu erkennen sein, so-
weit es NEM-sensitiv ist [*],

Mit dieser Technik wurde eine Proteinfraktion gefunden und
isoliert, welche aus der Plasmamembran stammt und keine
enzymatische Aktivitat hat. Dieses M-Protein ist in der Zell-
membran durch nicht-ionische Bindungen fixiert; durch Tri-
ton X-100, ein nicht-ionisches Detergens, wird es leicht her-
ausgeldst. Abschiitzungen iiber den Gehalt der Zellen an M-
Protein ergaben, daB E. coli ML 308 etwa 9000 reaktions-
fihige Funktionseinheiten des M-Proteins enthilt, wenn man
voraussetzt, daB durch ein gebundenes Molekiill TDG eine
SH-Gruppe des M-Proteins geschiitzt wird[124). Untersu-
chungen zahlreicher Mutanten haben sichergestellt (124), daB
das M-Protein das Produkt des y-Gens aus dem Lac-Operon
ist und damit vom gleichen Gen codiert wird wie die bis dahin
ausschlieBlich funktionell und genetisch charakterisierte
»»(3-Galaktosid-Permease*’.

Welche Funktion das M-Protein innerhalb des Transport-
systems ausiibt, kann jedoch noch nicht gesagt werden; nach
dem Permeasemodell von Kepes kann es ,,Permease* oder
,,Transporter” sein, also erkennendes und auswihlendes oder
transportierendes Agens. Auszuschliefen ist allein eine Be-
teiligung an der energetischen Kopplung zwischen Stoffwech-
sel und Transport, da der ,,aktive** Anteil des Transportes
durch Azid blockiert war.

Inzwischen konnte das M-Protein weiter bis zur elektro-
phoretischen Einheitlichkeit gereinigt und sein Molekular-
gewicht zu 31000 bestimmt werden [125],

Trotz der groBen Bedeutung, die diese Arbeiten fiir die Per-
meabilititsforschung haben, darf nicht tibersehen werden,
daB durch die Markierung mit NEM die Proteinmolekiile
irreversibel inaktiviert werden. Mit einer anderen Markie-
rungstechnik, die der Isolierung des gleichen Proteins von
E. coli dienen sollte, konnten Kolber und Stein(126] diesen
Nachteil vermeiden. Sie benutzten ebenfalls eine Doppel-
markierungstechnik: Nach Ziichtung induzierter Zellen in
Gegenwart von [14C]-Phenylalanin und nicht-induzierter
Zellen in Gegenwart von [3H}-Phenylalanin wurden beide
Ansitze miteinander gemischt, die Zellen aufgeschlossen und
aus dem AufschluB eine Membran- und eine l8sliche Frak-
tion gewonnen. Nach chromatographischer Trennung wur-

[*] B-Galaktosidase und Transacetylase werden durch NEM
nicht markiert.

[124) C. F. Fox, J. R. Carter u. E. P. Kennedy, Proc. nat. Acad.
Sci. USA 57, 698 (1967).

[125]) T. H. D. Jones u. E. P. Kennedy, Federat. Proc. 27, 644
(1968).

[126]) A. R. Kolber u. W. D. Stein, Nature (London) 209, 691
(1966).

353



den die eluierten Proteine auf ihren Gehalt an 14C und 3H
untersucht. Wie erwartet wurden insgesamt drei Proteine mit
einem hohen 14C/3H-Verhiltnis isoliert, von denen zwei als
-Galaktosidase und Transacetylase identifiziert wurden. Die
dritte Proteinfraktion hatte keine meBbare Enzymaktivitit.
Entsprechende Experimente mit Mutanten ohne Permease
oder Galaktosidase zeigten, daB die dritte Fraktion als y-
Genprodukt angesehen werden kann, also ein Transport-
protein enthdlt. Obwohl dieses Protein mit dem M-Protein
identisch sein sollte, wurde es jedoch nicht wie dieses in der
Membranfraktion gefunden, sondern im 1dslichen Uber-
stand nach Zentrifugieren. Diese erhebliche und unerwartete
Diskrepanz konnte noch nicht geklirt werden.

Die gleiche Doppelmarkierungstechnik verwendeten Has-
kovec und Koryk[1127), um den Triger des Galaktosetrans-
portes aus Bickerhefe zu isolieren. Dieses Transportsystem
ist ebenfalls induzierbar; es unterscheidet sich von den bisher
in diesem Abschnitt behandelten prinzipiell darin, daB es nur
Ausgleichstransport (erleichterte Diffusion) zu katalysieren
vermag. Damit gehort es zu den einfachsten Trigersystemen
tiberhaupt und diirfte sich fir derartige Untersuchungen
besonders eignen.

Eine grundsitzlich andere [solierungstechnik geht von einer
Beobachtung von Neu und Heppel!128) aus, wonach be-
stimmte gramnegative Bakterien durch osmotischen Schock
in der Kilte Enzyme und Proteine an die Schockfliissigkeit
abgeben, ohne dabei ihre Lebensfihigkeit einzubiiBen. Diese
Proteine scheinen aus der Zelloberfliche zu stammen. Es lag
daher nahe, diese Untersuchungen auf Transportproteine
auszudehnen. Dabei stellte sich heraus, daB bei manchen
Mikroorganismen einige Transportsysteme besonders
schocksensitiv sind, wihrend andere praktisch nicht beein-
fluBt werden kdnnen.

Kundig et al.1129] fanden mit dieser Methode, daB E. coli
W 2244 durch Schock 50—859% der Transportkapazitét fur
bestimmte Zucker einbiiBte und gleichzeitig 50—809, des
,,Heat stable Protein*, HPr, einen Teil des phosphoenol-
pyruvat-abhingigen Phosphotransferasesystems, verlor. Die
urspriingliche Transportkapazitit konnte jedoch wiederher-
gestellt werden, wenn die geschockten Zellen mit isoliertem
und gereinigtem HPr inkubiert wurden.

Zur gleichen Zeit wurde im Laboratorium von Pardee ge-
funden, daB ein am aktiven Sulfattransport in Salmonella
typhimurium beteiligtes Protein durch osmotischen Schock
zu etwa 809 in Losung gebracht werden kann(130], Sphaero-
plasten geben dieses sulfatbindende Protein bereits ohne
Schockbehandlung leicht ab— ein Hinweis auf seine schwache
Bindung und seine Lokalisation an der Zelloberfliche (1311,
Das Molekulargewicht des hochgereinigten Proteins betrégt
34000; es ist frei von Lipid, Kohlenhydraten und Phosphor.
Im Gegensatz zum M-Protein enthilt es keine Thiolgrup-
pen(132), Pro Molekiil Protein wird ein Suifation gebunden
(aber kein Calcium (1331), Seine Bindung ist sehr fest; die Dis-
soziationskonstante des Sulfat-Komplexes betrédgt 0.1 - 1076,
Die Fixierung des Sulfats hingt stark von der lonenstirke
der Losung ab; die Bindung ist reversibel und unabhingig
von ATP. Eine Umsetzung des gebundenen Sulfats in ein
Derivat war nicht feststellbar. Dementsprechend weist das
Protein keine Enzymaktivitit auf und ist auch nicht mit dem
HPr identisch. Die zahlreichen Gemeinsamkeiten zwischen
dem isolierten Protein und dem in-vivo-Transportsystem
lassen darauf schlieBen, daB es ein Bestandtei] dieses Systems

[127]) C. Haskovec u. A. Kotyk, Europ. J. Biochem. 9, 343
(1969).

[128] H. C. Neu u. L. A. Heppel, J. biol. Chemistry 240, 3685
(1965).

[129] W. Kundig, F. D. Kundig, B. Anderson u. S. Roseman,
J. biol. Chemistry 241, 3243 (1966).

[130] A. B. Pardee u. L. S. Prestidge, Proc. nat. Acad. Sci. USA
55, 189 (1966).

[131) A. B. Pardee, L. S. Prestidge, M. B. Whipple u. J. Drey-
Juss, J. biol. Chemistry 241, 3962 (1966).

[132] A. B. Pardee, J. gen. Physiol. 52, 279 (1968).
[133] A. B. Pardee, J. biol. Chemistry 241, 5886 (1966).
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ist. Dazu gehoren gleiche Bindungsspezifititen fiir verschie-
dene Anionen, gleiches Auftreten nach Derepression, also
gleiche genetische Regulierbarkeit; beide Systeme sind
schocksensitiv, und schlieBlich gehen beide durch die gleiche
Mutation verlorenl131). Kiirzlich wurde das Protein kristallin
dargestellt [132,134],

Oxender et al.[135,136) benutzten die Schockmethode,
um aus E. coli K 12 eine leucinbindende Membran-
komponente darzustellen und zu charakterisieren,
nachdem sie festgestellt hatten, daB auch der aktive
Leucin- und Valintransport, der iiber ein gemeinsames
System erfolgt, schocksensitiv ist. Der aktive Prolin-
und Alanintransport erwies sich demgegeniiber als
schockresistent. Der leucinbindende Faktor wurde in
der Schockfliissigkeit nachgewiesen, als Protein klassi-
fiziert, chromatographisch hochgereinigt und schlie3-
lich auch kristallin dargestellt. Zur weiteren Charak-
terisierung diente diese Préparation.

Das Protein erwies sich in der Ultrazentrifuge, bei der
Polyacrylamid-Disc-Elektrophorese und im Immun-
diffusionstest nach Ouchrerlony als homogen. Sein
Molekulargewicht betrigt nach Messungen in der
Ultrazentrifuge 24000, nach Gelfiltration 36€00, nach
Aminosdureanalyse 34000. Die durch Gleichgewichts-
dialyse festgestellten Bindungseigenschaften fiir Ami-
nosduren und Derivate entsprechen denen des in-vivo-
Transportsystems. Das Optimum der Bindung liegt
zwischen pH + 4 und pH = 9; die Ionenstirke ist
zwischen 0.004 und 0.8 val/l praktisch ohne EinfluB.
Hinweise auf die Anwesenheit von Metallen lieBen sich
nicht finden. Wie nach der Aminosidureanalyse er-
wartet werden konnte, wird N-Athyl-maleinimid
(NEM) vom Protein nicht gebunden und beeinfluf3t
auch nicht die Bindung des Leucins. Wie bei den bis-
her besprochenen Transportproteinen konnte auch
hier keine Enzymaktivitit gefunden werden. Interes-
sant ist der Befund, daB die Bindung des Substrates an
das isolierte Protein durch ein spezifisches Antiserum
stark gehemmt wird, der Transport in intakte Zellen
dagegen nicht. Offenbar ist das Protein nicht unmittel-
bar an der Membranoberfliche lokalisiert, so daB es
in intakten Zellen vor dem Antikorper geschiitzt ist.

Nach Ziichten der Zellen in aminosiurereichem Milieu
ist das Protein in der Schockfliissigkeit nicht nachzu-
weisen; unter diesen Bedingungen ist der Leucintrans-
port reprimiert. Zwischen der Transportkapazitit fiir
Leucin nach Ziichten unter verschiedenen Bedingungen
und der Konzentration des leucinbindenden Proteins
in der Schockfliissigkeit besteht eine direkte Korrela-
tion. Alle diese Befunde ergeben starke Evidenzen, daB
das isolierte Protein ein essentieller Bestandteil des Leu-
cin-Transportsystems in E. coli ist.

Nahezu gleiche Evidenzen wurden fast zur gleichen
Zeit durch Anraku erbracht [137-1391 der neben einem
galaktosebindenden ein leucinbindendes Protein aus

[134] A. B. Pardee, Science (Washington) /56, 1627 (1967).
[135] J. R. Piperno u. D. L. Oxender, J. biol. Chemistry 241,
5732 (1966).

{136] W. R. Penrose, G. E. Nichoalds, J. R. Piperno u. D. L.
Oxender, I. biol. Chemistry 243, 5921 (1968).

[137] Y. Anraku, J. biol. Chemistry 243, 3116 (1968).
[138] Y. Anraku, J. biol. Chemistry 243, 3123 (1968).
[139] Y. Anraku, J. biol. Chemistry 243, 3128 (1968).
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E. coli K 12 isoliert hat. Im Gegensatz zu Penrose
et al.[136] fand Anraku nach Chromatographie iiber
DEAE-Cellulose zwei leucinbindende Fraktionen, von
denen die kleinere allerdings nicht weiter charakteri-
siert worden ist. Die chemischen und physikalischen
Eigenschaften der leucinbindenden Proteine aus Oxen-
ders und Anrakus Laboratorium stimmten weitgehend
iiberein. Die beiden Proteine besitzen sehr dhnliche Af-
finitdten zu ihren Substraten Leucin und Isoleucin und
eine hohe Bindungsspezifitit. Wie Anraku zusitzlich
feststellte [138] hemmen neben Jodessigsdure und NEM
auch andere Agentien wie Zn2+* oder EDTA die Bin-
dung des Leucins nicht wesentlich, obwohl sie als star-
ke Inhibitoren des aktiven Leucintransportes bekannt
sind. Die isolierten leucinbindenden Proteine scheinen
demnach nicht zum energieiibertragenden Teil des ak-
tiven Leucintransportes zu gehéren. Damit kann ihnen
nach den Modellvorstellungen wiederum nur Erken-
nungs- und/oder Translokationsfunktion zukommen.

Die wichtigste zusitzliche Information durch Anraku
ist die Feststellung, daB der durch osmotischen Schock
beeintrichtigte Leucintransport regeneriert werden
kann, wenn den Zellen das gereinigte leucinbindende
Protein sowie ein zweites, noch nicht ndher charakteri-
siertes Protein aus der Schockfliissigkeit zugesetzt
wird [139), Das gleiche gilt fiir den Galaktosetransport.
Die ,,Erholung* hingt vom Energiestoffwechsel ab;
sie bedeutet einen echten Kapazititsanstieg des aktiven
Transportes. Die Bindungsfihigkeit der geschockten
Zellen fiir gereinigtes Protein zeigt Sattigungsverhalten.
Ein weiteres schocklabiles Transportsystem fiir die ak-
tive Aufnahme von Arginin untersuchten Wilson und
Holden!140,1411 bej E. coli W. Arginin wird durch ein

[140] O. H. Wilson u. J. T. Holden, ). biol. Chemistry 244,
2737 (1969).

[141] O. H. Wilson u. J. T. Holden, ). biol. Chemistry 244,
2743 (1969).

ZUSCHRIFTEN

spezifisches System aktiv transportiert und im Zell-
inneren auf mehreren Wegen sehr rasch metabolisiert.
Osmotische Schockbehandlung beeintrichtigt sowohl
den aktiven Arginintransport als auch den durch die
Arginin-Decarboxylase eingeleiteten Abbau. Die Pro-
teine der Schockfliissigkeit wurden chromatographisch
fraktioniert; unter ihnen befanden sich vier, die Argi-
nin in stirkerem MaBe zu binden vermochten. Die
Fraktionen I und III haben die hochste spezifische Af-
finitit fiir Arginin, welches etwa 20-mal besser als Lysin
gebunden wird. Die Dissoziationskonstanten beider
Komplexe sind gleich und liegen zwischen 0.5 - 10-6
und 1-10-6, Beide Fraktionen zeigen gegeniiber Argi-
nin keine enzymatische Aktivitit.

Wie in Anrakus Experimenten kann die durch Schock
verminderte Transportkapazitit der Zellen — zumin-
dest zum groBten Teil — wiederhergestellt werden. Die
Rekonstitution ist konzentrationsabhingig; Fraktion I
scheint sich mehr auf die Anfangsgeschwindigkeit der
Aufnahme, Fraktion II eher auf die Verteilung im sta-
tiondren Zustand auszuwirken. Die iibrigen arginin-
bindenden Fraktionen haben auf die Rekonstitution
des Transportes keinen EinfluB. Im iibrigen ist die Re-
konstitution durch die Fraktion I und III spezifisch fiir
Arginin, da weder der Leucin- noch der Lysintransport
regeneriert wird.
Obwohl auch in diesem Fall alle Befunde dafiir spre-
chen, daB die isolierten Proteine Teile eines Transport-
systems sind, ist ihre Rolle innerhalb des Gesamtsy-
stems noch unklar. Wie bei den iibrigen regenerierba-
ren Systemen ist die Tatsache besonders interessant,
daB eine bestimmte Membranfunktion durch relativ
milde physikalische Behandlung der Zellen verloren-
geht, aber sehr einfach wiederherzustellen ist, offenbar
ohne daB dazu eine groBere Umorganisation oder gar
Neusynthese der Membran erforderlich ist.

Eingegangen am 12. August 1969 [A 755]

3,7,11-Cyclotridecatrien-1-on und
11-Vinyl-3,7-cycloundecadien-1-on

Von Heinz Breil und Giinther Wilke[*)

Butadien wird von ,,nacktem Nickel* (bei 20—100°C) zu
1,5,9-Cyclododecatrien (/) cyclotrimerisiert(1:2), Bis(1,5-
cyclooctadien)nickel(0) (2) bildet mit fliissigem Butadien
unter RiickfluB (unterhalb 0°C) einen kristallisiert isolier-
baren Komplex Cj2H,g - Ni (3), in dem eine C;;H;g-Kette
iiber zwei endstindige n-Allylreste an das Nickelatom ge-
bunden ist{l:2), (3) reagiert mit Elektronendonoren wie
Phosphinen (PR;) im Molverhiltnis 1:1 unter C—C-Ver-
kniipfung zu 1,5,9-Cyclododecatrien-phosphin-nickel(0) (4)
und mit iiberschilssigem Phosphin zu (1) und Ni(PR3), mit
n = 2—4101.2], Bei —40 bis —60 °C ergibt (3) mit Kohlenmon-
oxid unter Einschiebung 11-Vinyl-3,7-cycloundecadien-1-
onll,2l (7a).

Wir haben jetzt gefunden, daB8 (3) sich mit Isocyaniden (5)
ebenfalls unter Einschiebung zu Iminen (6a) bzw. (6¢c) des
Vinylcycloundecadienons (7a) bzw. des Cyclotridecatrienons
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(7c) umsetzt; gleichzeitig entstehen Tetrakis(isocyanid)-
nickel(0)-Komplexe (8).

Man 148t dazu auf den leicht zuginglichen 31 Komplex (2)
fliissiges Butadien einwirken, bis alle Kristalle verschwunden
sind. Das tiefrote, fliissige Reaktionsprodukt wird bei 0°C
mit Isocyanid (Ni : (5) = 1:5) versetzt, ausfallendes (8) ab-
filtriert und das Isomerengemisch aus (6a) und (6¢) isoliert.
Die Ausbeuten an (6) erreichen 40 bis 70 % (bezogen auf (2)).

Die Isomeren (6) lassen sich mit 30-proz. CH3;COOH/
3.5 N H;S04 (1:1) verseifen und gehen dabei in die vier
Ketone (7a—d) liber, die durch Destillation weitgehend ge-
trennt wurden. Anhand der IR-, lH-NMR- und Massen-
spektren konnten wir (7a), 11-Athyliden-3,7-cycloundeca-
dien-1-on (7b) und 3,7,11-Cyclotridecatrien-1-on (7¢) identi-
fizieren. (7b) entsteht offenbar bei der sauren Verseifung von
(6) aus (7a). (7d) ist vermutlich ein Isomeres von (7¢) mit
einer cis-Doppelbindung. Die Isomerenverteilung (GC-
Analyse) variiert mit dem verwendeten Isocyanid: tert.-
C4HoNC bzw. CgH,NC: (7a) : (7b) : (7c) : (7d) =
2:1:90:7 bzw. 42:41:13 :4 — d.h., die sperrige tert.-
Butylgruppe bewirkt, daB bevorzugt die endstindigen C-
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