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Die rontgenographische Ermittlung der Elektronendichte-Verteilung der Membranquer-
schnitte des Nervenmyelins und der Vesikeln der AuBlensegmente der Retina-Sehstibchen
mit einer neuen Auswertungsmethode fiihrt ebenso wie im Falle der Photosynthese-Membran
auf eine ,,asymmetrische” transversale Masse-Verteilung. In Verbindung mit dem Nachweis
planarer Proteingitter in den Membranen photosynthetischer Bakterien, den Chloroplasten
hoherer Pflanzen und den Retina-Vesikeln sowie dem Auffinden einer neuen Kategorie von
Lipideigenschaften, die isotherme Konformations- und Phasenidnderungen durch spezifische
Ligandenbindung umfaft, ist eine Basis gegeben, um eine allgemeine Vorstellung iiber die

Struktur von Bio-Membranen zu entwickeln.

1. Einleitung

Die phinomenologischen Fihigkeiten von Bio-Membra-
nen umfassen eine eindrucksvolle Skala von Funktionen,
z.B. die Nervenleitung, sensorische Erregungsbildung,
Driisenfunktionen, Energietransformationen (Photosyn-
these, Atmung) und osmotische Regulationen — ganz davon
abgesehen, daf3 sie als rein morphologische Funktionsele-
mente die Abgrenzung und Kompartmentierung ,,innerer
Milieus” iiberhaupt erlauben und damit eine wesentliche
Voraussetzung fiir die Realisierung von Leben per se schaf-
fen. Fiir Membranologen ist diese faszinierende Komplexi-

[*] Prof. Dr. W. Kreutz
Institut fiir Biophysik und Strahlenbiologie der Universitit
78 Freiburg, AlbertstraBBe 23

[**] An Abkiirzungen werden verwendet:
DGD =Digalaktosyldiglycerid

MGD =Monogalaktosyldiglycerid

PA  =Phosphatidylsdure

PC  =Phosphatidylcholin

PE =Phosphatidylithanolamin

PG =Phosphatidylglycerin

PI  =Phosphatidylinosit

PS  =Phosphatidylserin
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tdt der Bio-Membranen eine grofie Herausforderung, nim-
lich die Herausforderung des Verstehen-Konnens dieser
funktionellen Variabilitdt auf der molekularen Ebene. Mit
diesem Aspekt der Membranen, der sich letzten Endes in
der molekularen Architektur sowie den molekularen Ei-
genschaften und Wechselwirkungen manifestiert, beschéf-
tigt sich im wesentlichen dieser Fortschrittsbericht.

Das Thema ldft sich durch die vier folgenden Fragestel-
lungen konkretisieren :

1. Wie ist der sterische Zustand (Konformation) der Pro-
teinmolekiile und deren planare Verteilung in der Mem-
bran? Gibt es variierbare Proteinzustinde?

2. In welchem sterischen Zustand befinden sich die Lipide?
Besitzen sie eine planare Uberstruktur? Gibt es variierbare
Lipidzustdnde?

3. Welche Wechselwirkungen bestehen zwischen Proteinen
und Lipiden? Wie ist ihre sterische Relation (Kopplung)?

4. Welche Variationsmoglichkeiten bestehen in der Mem-
branstruktur, um verschiedenen Aufgaben gerecht werden
zu konnen, z. B. Einhaltung einer bestimmten Permeabili-

597



tat, Steuerung von Permeabilitdtsinderungen, passiver er-
leichterter und aktiver Transport und deren Steuerung,
Aufbau und Einstellung bestimmter Membranpotentiale,
Steuerung von Potentialinderungen (z. B. lichtinduzierte
oder potentialinduzierte Anderungen), definierte Erre-
gungsleitung, potentialgekoppelte chemische Synthesen
(z. B. ATP), Redoxreaktionen und wahrscheinlich auch In-
formationsspeicher-Leistungen?

Unsere bisherigen Kenntnisse weisen darauf hin, dal} die
groBe Variabilitit der Membranfunktionen auf einer flexi-
blen Basis-Membran beruht, deren weitreichende struktu-
relle Anpassungsfdhigkeit die Assoziation verschiedener
spezieller Funktionsproteine sowohl an der Protein- als
auch an der Lipidseite erlaubt und die damit den vielfaltig-
sten funktionellen Aufgaben gerecht werden kann. Es er-
scheint daher sinnvoll, zunidchst zwischen eciner Basis-
-Membran und einer Funktions-Membran zu unterschei-
den. Diesem Konzept Rechnung tragend, wird deshalb zu-
ndchst eine Vorstellung der Basis-Membran entwickelt.
Dieses Vorgehen schlieBt ein, daB zuerst die Eigenschaften
der Basismembran-Proteine und der Lipide diskutiert wer-
den. Die Darlegung der Charakteristika dieser beiden Stoff-
gruppen wird die Voraussetzung schaffen, um anschlieend
die Moglichkeiten der Kopplung, d. h. der Vereinigung die-
ser beiden Stoffgruppen zu einer Membran zu untersuchen.
Im zweiten Teil der Arbeit wird die Komplettierung zur
Funktions-Membran vollzogen und versucht, prinzipielle
Funktionskriterien aus der Membranstruktur abzuleiten.

2. Die Basis-Membran

2.1. Die Eigendynamik der Lipide

Bei der bisherigen Beurteilung der Membranphinomeno-
logie wurde den Proteinen funktionelle Dominanz einge-
rdumt. Der Grund hierfiir ist darin zu suchen, da8 die bis-
her bekannten Lipideigenschaften keine groe Variations-
breite der Funktionen zulieBen. In dieser Hinsicht wird in
Zukunft eine grundlegende Korrektur vorzunehmen sein.

Die physikalisch-chemischen Daten, die bisher von Mem-
branlipiden vorliegen, resultieren im wesentlichen aus Mes-
sungen p,T-abhidngiger Phaseniibergdnge zwischen lamina-
ren, kubischen und hexagonalen Gittern!! =31, aus Messun-
gen des Oberflichenpotentials, des Oberflichendruckes
oder der Oberflichenspannung™ *) und des Flidchenan-
spruchs monomolekularer Schichten auf widfirigen Phasen
(Zusammenfassung: 1), Anzufiihren sind ferner Permeabi-
lititsmessungen von bimolekularen Lipidschichten und die
Erfassung deren elektrischer Eigenschaften!” =% sowie
ESR-'!! und NMR-Messungen an Lipiden''2), AuBerdem
wurde bisher angenommen, da8 die Phospho- und Galak-
tolipide lediglich eine einzige prinzipielle Konformation
einnehmen konnen, namlich die in Abbildung 1a gezeigte.
(Es existiert nur eine Ausnahme in der Literatur: die Lipid-
konformation im Modell der Nervenmyelin-Membran von
Finean'*3))

Zu Funktions-Molekiilen im ejgentlichen Sinn werden die
Lipide erst durch die folgenden Eigenschaften:
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1. Lipide konnen grundsitzlich in zwei Konformationen
existieren!’*) (Abb. 1a und 1b).

2. Diese Konformationen kénnen durch Ligandenbindung
reversibel ineinander iibergefiihrt werden, oder anders aus-
gedriickt: Lipide konnen chemisch induzierbare Konfor-
mationsénderungen eingehen!!*’,

3. Lipide k6nnen durch Ligandenbindung induzierte Pha-
seniibergidnge vollziehen!' !,

4. Lipide zeichnen sich durch eine hohe Selektivitat beziig-
lich der Mischbarkeit oder Nichtmischbarkeit aus™#* %),

Aufgrund dieser Eigenschaften kann von einer Eigendyna-
mik der Lipide gesprochen werden. In diese Lipid-Eigen-
dynamik konnen auch die transversalen Molekiil-Rota-
tionen, die lateralen Thermodiffusions-Prozesse!'®! und
die durch Kationen induzierten Organisationsdnderungen
in Lipidschichten einbezogen werden!!”),

2.1.1. Konformationen und Micelltypen

Die sterischen Eigenschaften und das Mischungsverhalten
der Lipide konnen mit der Rontgen-Kleinwinkelmethode
untersucht werden. Verschiedene Konformationen und
Micelltypen liefern sehr unterschiedliche Rontgen-Beu-
gungsdiagramme. Ergdnzende Informationen konnen er-
halten werden durch quantitative Titration der polaren
Gruppen!!3lin verschiedenen K onformationen, ESR-Spin-
labeling!*!), NMR-Messungen!*?), Lipidase-Abbau-Expe-
rimente und durch Messungen der kalorischen und kineti-
schen Daten! bei Konformationsidnderungen.

[1.L TR

Abb. 1. a) Stuart-Briegleb-Modell der p,,-Konformation von Lipiden
und das Symbol, das weiterhin in dieser Arbeit verwendet wird, b) ent-
sprechende Darstellung der p,,-Konformation.

Ganz allgemein kann festgestellt werden, daf3 sehr wahr-
scheinlich der wesentliche Unterschied zwischen den bei-
den Konformationen der Lipide darin besteht, daB in einem
Fall die polaren Gruppen auBerhalb, im andern Fall inner-
halb des Fettsdurebereiches angeordnet sind (Abb. 1a und
1b). Die Konformation von Abbildung ta wird fortan als
Per-Konformation (Abkiirzung fiir ,,polar-group extern®
conformation), die von Abbildung tb als p;,-Konforma-
tion (Abkiirzung fiir ,polar-group intern“ conformation)
bezeichnet. Diese beiden Konformationen erlauben grund-
sdtzlich die in Abbildung 2 aufgefiihrten laminaren und
réhrenformigen Micellbildungen. Bisher gefunden wurden
die Micellbildungen a, b, ¢, f (Abb. 2), nicht jedoch e; d ist
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fraglich. Es scheint so zu sein, daB3 laminare Micellen sowohl
von Lipiden in der p.,- als auch der p;,-Konformation ge-
bildet werden konnen, daf jedoch die tubuldren Struktu-
ren, die immer mit hexagonaler Gitterstruktur gekoppelt
sind, nur von Lipiden in der p;,-Konformation aufgebaut
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Abb. 2. a), b), ¢), d), e) Laminare Strukturen der Lipide in der p,,- und der
Pe-Konformation, f) Querschnitt einer tubuldren Lipidiiberstruktur,
der aus vier Lipidmolekiilen in der p;,-Konformation gebildet wird.

Alle gesittigten Lipide, d.h. Lipide mit geséttigten Fett-
sduren (s-Lipide), liegen ausschlieB3lich in der p,,-Konfor-
mation vor. Dies kann sehr einfach durch Hydrierung von
natiirlich vorkommenden partiell oder vollkommen unge-
sittigten Lipiden (n-Lipiden), d.h. durch Uberfiihrung in ge-
sittigte Lipide, gezeigt werden. Alle bisher unterstichten
Lipide dieser Art bilden bei Raumtemperatur laminare
Micellen und geben dementsprechend im Rontgen-Experi-
ment eine Periode, die der doppelten Linge eines vollig ge-
streckten Lipidmolekiils, d. h. der doppelten Linge einer
Fettsdure plus zweier polarer Gruppen entspricht (Abb.
2a)l4,

Die natiirlichen Lipide verhalten sich sehr viel differenzier-
ter. Hier gibt es Molekiile, die statischen Charakter besit-
zen, d.h. bei Raumtemperatur entweder invariant in der
Pex- 0der p;,-Konformation vorkommen, sowie dynamische
Molekiile, deren Konformation im wesentlichen durch Li-
gandenbindung bestimmt wird. Typische statische Mole-
kiile sind z. B. DGD (Digalaktosyldiglycerid) und PC
(Phosphatidylcholin, Lecithin), wihrend sich PE (Phos-
phatidyldthanolamin), PA (Phosphatidylsiure), PS (Phos-
phatidylserin) und PI (Phosphatidylinosit) dynamisch ver-
halten.

2.1.2. Phaseniibergang durch Ligandenbindung

Mit ,,Phaseniibergang® ist hier die kooperative Transfor-
mation eines Micelltyps in einen anderen und die damit ge-
koppelte Gittertypanderung gemeint. Temperaturabhin-
gige Phaseniibergénge von Lipiden sind seit langem be-
kannt*-*! und diirften, da sie sich bei Phospholipidmi-
schungen um 40°C ereignen'"), keine Bedeutung fiir phy-
siologische Vorgiinge in vivo haben'™. Von groBer physio-

[*] Die biologische Bedeutung der sehr gut regulierten Korpertempe-
ratur von 36-37°C bei idiothermen Tieren mag darin liegen, dall un-
kontrollierbare thermische Phaseniiberginge vermieden werden sollen.
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logischer Bedeutung konnten jedoch die temperaturunab-
héngigen reversiblen Phaseniibergiinge sein, wie sie von
PE vollzogen werden konnen. PE besitzt die einzigartige
Eigenschaft, einen temperaturunabhingigen Phaseniiber-
gang durch Bindung von Hydrogencarbonat und Kohlen-
siure durchfiilhren zu koénnen''. Da ausschlieBlich Hy-
drogencarbonat und Kohlensdure im Verhiltnis 1:1
gebunden werden, handelt es sich zugleich um einen pH-
abhingigen Phaseniibergang, oder anders ausgedriickt,
einen Phaseniibergang, der indirekt iiber das Hilfssystem

N +
H,CO, é% NaHCO,
w

steuerbar ist. Der Regelbereich liegt, entsprechend dem
pK-Wert des Kohlensiuresystems, bei pH=6.3. Bei pH-
Werten <5.5 liegen ausschlieBlich Rohrenmicellen in
hexagonaler Anordnung vor (Abb. 3). Im Regelbereich zwi-
schen pH=5.5 und 7.0 werden, in dem MaBe wie NaHCO,
und H,CO, gebunden werden (maximal bei pH=6.3),
die Rohrenmicellen in laminare Micellen umgewandelt.
Unsere Untersuchungen weisen auBerdem darauf hin,
daB bei pH>8 das Kohlensduresystem keine Liganden-
funktion mehr fiir PE besitzt, da PE in diesem pH-Bereich
wieder tubuldre Micellen bildet. Interessant ist nun,
daB gerade in diesem pH-Bereich PE bevorzugt Ca®*
bindet und daB dabei ebenfalls die tubulidren Micellen
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Abb. 3. Darstellung des Hydrogencarbonat- und Ca?*-abhingigen
Phaseniiberganges von PE zwischen tubuldren hexagonalen und lami-
naren Gittern.

des PE in laminare iiberfihrt werden (Abb. 3). Ca**
und das Kohlensduresystem besitzen also im Effekt
gleiche konkurrierende Ligandenfunktionen, deren Domii-
nanz durch je einen bestimmten pH-Bereich eingegrenzt
ist. Sowohl bei der Hydrogencarbonatbindung (pH=35.5
bis 8) als auch der Ca?*-Bindung (pH > 7) liegt PE in der
p;-Konformation vor und bildet symmetrische bimoleku-
lare Micellen der Dicke 44 bzw. 45 A.

Ein wesentlicher Gesichtspunkt ist ferner, daB Ca?* teil-
weise auch im sauren Bereich von PE gebunden wird. Da-

pH=3 pH=8
s Y
_[(®)
\/
ABBO.L

Abb. 4. pH-abhidngige Strukturen tubulidrer PE-Micellen mit Quer-
schnitten aus fiinf, vier oder drei PE-Molekiilen.
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bei wird PE aber von der p,,- in die p.,-Konformation
iiberfiihrt und bildet dann laminare, bimolekulare Micellen
mit einer Dicke von 54 A.

Es ist auBerdem erwdhnenswert, daf} bei Abwesenheit von
CO, und Ca?* der Durchmesser der tubuliren Strukturen
mit steigendem pH-Wert abnimmt. Der Rohrendurchmes-
ser wird von 48 +1 A bei pH~ 3 stufenweise iiber 43+1 A
auf 37+1A bei pH=7 verringert. Da sich die RShren-
durchmesser wie ]/gz ]/Z: ]/5 verhalten, werden die RGhren-
querschnitte offensichtlich zunéchst aus fiinf, dann aus vier
und schlieBlich aus drei PE-Molekiilen aufgebaut (Abb. 4).

2.1.3. pH-abhingige und durch Ligandenbindung ge-
steuerte Konformationsidnderungen

Im Gegensatz zu PE, dessen wesentliches Charakteristikum
die Fihigkeit ist, chemisch induzierbare Phaseniiberginge
durchzufiihren, wobei seine Konformation im wesent-
lichen unverandert bleibt, besitzt PA die einzigartige Fi-
higkeit, pH-, CO,- und Ca?*-abhingige Konformations-
anderungen einzugehen, wobei in diesem Falle der Micell-
typ beibehalten wird!'?!, Der bestimmende Parameter fiir
die Konformationsinderung von PA ist der pK-Wert der
zweiten Dissoziationsstufe der Phsophogruppe bei pH=~ 7.
Im Sauren liegt PA in der p,,-, im Basischen in der p..-Kon-
formation vor (Abb. 5).

TEE = L,
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~ Abb. 5. pH-abhingige Konformations- und Micellendnderung von
PA: Im Alkalischen werden die p;,-Micellen in p.,-Micellen transfor-
miert. Bei Zugabe von NaHCO; bei pH>7 werden die p,,-Micellen
teilweise zuriicktransformiert in p;,-Micellen.

Bei Anwesenheit von CO, werden im Basischen beide Kon-
formationstypen in etwa gleichen Anteilen gefunden. Bei
Einwirkung von Ca?* wird PA im ganzen pH-Bereich
quantitativ von der p,,- in die p,,-Konformation transfor-
miert (Abb. 6). Im Sauren werden zwei laminare Micellty-
pen von PA gefunden - allerdings in sehr unterschiedlichen
Anteilen (Abb. 6a)—,im Basischen nur ¢in laminarer Micell-
typ (Abb. 6b). Zusammenfassend kann festgestellt werden,
daf die Protonierung der sekundiren PO~ -Gruppe von
PA die p,,-Konformation begiinstigt, die Bindung von Na*
und Ca?* jedoch die p,,-Konformation stabilisiert.

8= ) - -

“m
S /B

Abb. 6. Ca?*-abhingige Konformations- und Micellendnderungen
von PA: Im Sauren werden die p;,-Micellen in zwei Typen von p,-
Micellen iiberfiihrt, wihrend im Alkalischen nur ein Typ von p,,-Mi-
cellen gebildet wird.
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PS zeigt weder die Eigenschaften von PE noch die von PA.
PS liegt iiber die ganze pH-Skala in der p.,-Konformation
vor. Diese Konformation wird auch nicht wesentlich durch
Ca”*-Ionen veridndert. PS ist aber mit einer anderen be-
merkenswerten Eigenschaft ausgestattet : Die p,,-Konfor-
mation kann durch Zugabe der Aminosiure Alanin quanti-
tativ in die p;,-Konformation iibergefihrt werden (Abb.
7a). Manche Aminosduren, z. B. Methionin und Cystein,
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Abb. 7. Aminosdure-induzierte Konformationséinderung von PS. a)
Alanin (o) wandelt die p,,-Konformation quantitativ in die p;,-Kon-

formation um, b) andere Aminosduren () werden in der p..-Konfor-
mation assoziiert.

konnen diese Transformation partiell vollziehen; die mei-
sten Aminosiuren werden aber einfach an die Seringruppe
des PS in der p, -Konformation assoziiert (Abb. 7b)I15),

Vergleichbar spezielle Eigenschaften sind auch von PI und
PG zu erwarten. AbschlieBende Untersuchungsergebnisse
liegen aber noch nicht vor.

2.1.4. Das Mischungsverhalten von Lipiden

Werden Phospholipide in organischen Losungsmitteln ge-
mischt und zur Trockne eingedampft und nimmt man an-
schlieBend von diesen Priparaten bei Raumtemperatur
Rontgen-Diagramme auf, so ergibt sich folgende Gesamt-
bilanz der Verhaltensweisen: n-PC, n-PG und n-Sphingo-
myelin bilden laminare, n-PA, n-PE und n-PS tubulére
Micellen. Alle bindren Mischungen, die PC oder Sphingo-
myelin enthalten, liefern laminare, bindre Mischungen aus
PE mit PA oder PS dagegen tubuldre Micellen. Tubuldre
Uberstrukturen ergibt auch die Kombination PS/PA. Eine
generelle Eigenschaft bei der Mischmicellbildung ist, da3
sich die Mischungspartner in ihrer Konformation anein-
ander angleichen, so daf} Mischmicellen homogener Kon-
formation entstehen!*#- 11,

In wiBrigem Milieu zeigen die Lipide ein wesentlich kom-
plizierteres Verhalten. Dies geht schon aus den vorstehen-
den Ausfithrungen iiber das Verhalten der Einzellipide her-
vor. Die Untersuchungen von Lipidmischungen in wiBri-
ger Suspension werden wesentlich dadurch erschwert, dal3
solche Suspensionen teilweise sehr verwaschene Rontgen-
Diagramme liefern, die sich nur begrenzt auswerten lassen.
Die bisherigen Informationen weisen jedoch darauf hin,
daB die Lipide in wdBrigem Milieu je nach Ligandenbin-
dung mischbar oder nicht mischbar sind, also ein sehr selek -
tives Mischungsverhalten zeigen. Ein entscheidendes Kri-
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terium fiir die Mischbarkeit bzw. Nichtmischbarkeit scheint
zu sein, ob die Konformation der Mischungspartner iiber-
einstimmt oder nicht. Eine selektive Nichtmischbarkeit
impliziert, daB Lipide innerhalb der Lipidschicht der Bio-
Membranen separate Doménen bilden kénnen. Eine solche
»Mosaikstruktur” der Lipidschicht kann als wesentliche
Vorbedingung fiir die Moglichkeit kooperativer Konfor-
mations- und Micelliiberginge in Lipidbereichen gleicher
Population angesehen werden.

Besondere Bedeutung diirften diese Gesichtspunkte fiir die
Permeabilititssteuerung in Bio-Membranen haben. Diese
Fragen diirfen jedoch nicht isoliert im Rahmen der Lipide
gesehen werden, denn die laterale Verteilung von Lipiden
wird entscheidend durch die Struktur der Proteinschicht
beeinfluBt werden. Fiir eine weitergehende Diskussion
ist daher die Kenntnis dieser Struktur unumgénglich.

2.2. Die Membran-Proteine

Jede Membran ist, je nach Funktion oder Aufgabe, mit
einem speziellen Satz von Proteinen ausgestattet. Einige
dieser Proteine sind nur lose an die Membran assoziiert,
der weitaus groBere Teil jedoch ist fest an die Membran ge-
bunden, oder anders ausgedriickt, bildet einen integrierten
Teil der Membran selbst. An dieser Stelle sollen die lose
assoziierten Proteine nicht behandelt werden — sie werden
im Zusammenhang mit der ,,Funktions-Membran® disku-
tiert (Abschnitt 3) —, sondern wir wollen uns nur mit den
fest gebundenen Proteinen befassen. Diese Proteine sind
unter dem Sammelbegriff ,,Strukturprotein® bekannt. Fiir
die folgende Diskussion ist diese Bezeichnung jedoch zu
vieldeutig. Unser Interesse soll zunédchst nur jenem Anteil
des Strukturproteins gelten, der aufgrund rein morpholo-
gischer, physikalischer Kriterien definierbar ist und der
sich durch drei Haupteigenschaften auszeichnet:

1. seine Fdhigkeit, zweidimensionale Gitter bilden zu kon-
nen,

2. sein besonderes Losungsverhalten,
3. seine hohe Raumerfiillung.

Am bemerkenswertesten ist die erste Eigenschaft. Daher
soll diese Proteinkategorie als ,,2d-Gitter-Protein“ bezeich-
net werden. Der Zusammenhang zwischen dem 2d-Gitter-
Protein und dem Strukturprotein wird in Abschnitt 2.2.2
aufgezeigt werden.

2.2.1. Die Tertidrstruktur des 2d-Gitter-Proteins

Am besten bekannt ist das 2d-Gitter-Protein der Photo-
synthese-Membran. Nur von diesem Proteintyp konnte
bisher eine GauB-Synthese der Elektronendichte-Vertei-
lung der Untereinheit (Protomer) auf der Basis rontgeno-
graphischer Daten gerechnet werden!!* !*), Diese GauB-
Synthese ist (aus Griinden, die hier nicht niher erldutert
werden kdnnen) zwar noch fehlerhaft, trotzdem aber aus-
reichend, um bereits gewisse grundsatzliche Strukturmerk-
male erkennen zu kdnnen.

Die Aussagen der Diagramme sind, dem Informationsge-
halt entsprechend, schematisch in Abbildung 8 darge-
stellt[!419): Zwei cyclische Proteinmolekiile, deren Masse
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zwischen oberem und unterem horizontalem Strang un-
gleichmaBig verteilt ist, sind rechtwinklig zueinander ange-
ordnet. Obwohl die Abmessungen der ,,Ringe* nur 27 bzw.
36A betragen, {iberspannen sie eine Fldche von 42-93 A2,

Je— 934 —\

Abb. 8. Schematische Darstellung der Masse-Verteilung in der Tertiiir-
struktur der 2d-Gitterprotein-Untereinheit.

Es ist daher gar nicht anders vorstellbar, als da3 zwischen
den Ringen und zwischen den Partikeln als Ganzes Kon-
taktstringe in Form von Seitenketten vorhanden sind.

Ein etwas realistischeres Bild wird erhalten, wenn die Ami-
nosdurezusammensetzung mit herangezogen wird. Wenn
die Aminosiurebestimmungen von Weber!?®), Menke!?!),
Criddle'**) und Bailey'®® der Rechnung zugrunde gelegt
werden, sollte die Partikel aus 94 +2 Aminosiduren beste-
hen (Tabelle 1). Die Summe dieser Aminosduren ergibt ein

Tabelle 1. Aminosiurezusammensetzung einer Gitterprotein-Unter-
einheit. Die Untereinheit besteht aus 9442 Aminosduren.

mol Aminosiure

Aminosdure pro Subpartikel
Asp-NH, 7.45
Thr 4.07
Ser 4.80
Pro 5.08
Glu-NH, 8.31
Gly 9.35
Ala 8.17
Val 7.0
Cys-SH 1.0
Met 1.46
Ile 3.76
Leu 9.25
Tyr 1.51
Phe 5.19
Lys 32
His 0.92
Arg 3.16
Trp 1.22
Amid 8.83

Molekulargewicht von ca. 10000 fiir die gesamte Unterein-
heit von Abbildung 8 oder 5000 pro Ring. Zum gleichen
Ergebnis kommt man bei einer Abschidtzung des Moleku-
largewichts aus der Masse-Verteilung von Abbildung 8.

Es sind prinzipiell drei Konformationsvarianten mit den
Rontgen-Daten in Einklang zu bringen. Eine Polypeptid-
kette aus 94 Aminosduren reicht aus, um zwei getrennte
Ringe (Abb. 9a), eine geknickte, geschlossene ,,8“ (Abb. 9b)
oder eine geknickte offene ,,8“ zu bilden (Abb. 9c). Die bei-
den ersten Strukturen besitzen keine endstindigen Amino-
sduren. Das kleinste auffindbare Molekulargewicht wiirde
im Falle von Abbildung 9a ca. 5000 und im Falle von Ab-
bildung 9b ca. 10000 betragen. Die Konformation von Ab-
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bildung 9¢ dagegen besitzt zwei endstéindige Aminosduren
und ein Molekulargewicht von 10000.

Eine Unterscheidung zwischen den drei Maoglichkeiten
konnte durch eine kombinierte Endgruppen- und Moleku-
largewichtsbestimmung erfolgen. Nach Menke!?!! betriigt
die Zahl der C-endstindigen Aminosduren 13; andere Au-
toren!?2~ 24 konnten jedoch keine endstindigen Amino-

Abb. 9. Drei mogliche Konformationen einer Peptidkette aus 94 Amino-
sduren, die mit den Rontgen-Daten in Einklang sind.

sduren nachweisen, so daB im Augenblick keine Entschei-
dung moglich ist. Fiir unsere Intention der Diskussion der
Membranstruktur sind solche Details der Proteinstruktur
auch zunichst nicht von Belang.

2.2.2. Das Aggregationsverhalten des 2d-Gitter-Proteins

Von besonderer Bedeutung ist das Aggregationsverhalten
der 2d-Gitterprotein-Untereinheit von Abbildung 8, d.h.
die Quartirstruktur oder die planare Uberstruktur des 2d-
Gitter-Proteins. Grundsitzlich ist die Variation der Aggre-
gationsmoglichkeiten dadurch eingeschrinkt, daBl nur be-
stimmte Symmetrieoperationen in einem planaren Protein-
gitter moglich sind. AuBerdem sollten wie in anderen Pro-
teinen nur L-Aminosiduren an der Proteinstruktur beteiligt
sein.

a p

4880.10

Abb. 10. a) Membran mit einer zweizihligen coplanaren Drehachse, b)
Membran ohne coplanare Drehachse.
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Diese Tatsache schlieBt von vornherein Symmetriezentren
und Spiegelsymmetrien aus. Moglich sind Translationen,
transversale Drehachsen, d.h. Drehachsen, die senkrecht
zur Fliachenebene stehen, sowie coplanare Dreh- und
Schraubenachsen, die jedoch nur Zweiziahligkeit besitzen
konnen (Abb. 10a). Die Kombination dieser Symmetrie-
operationen erlaubt 17 planare Raumgruppen!?3],

Bei biologischen Membranen sind zwei wesentliche Re-
striktionen beziiglich moglicher Symmetrieoperationen
vorgegeben : Von Bio-Membranen wird angenommen, daf3
sie transversale und coplanare Polaritdt besitzen. Wenn
wir diese Bedingungen in bezug auf die Proteinschicht allein
priifen, so ist festzustellen, daB auch das Strukturprotein
selbst eine asymmetrische Struktur des Querschnitts, d. h.
transversale Polaritit besitzt. Was die coplanare Polaritit
betrifft, so scheint eine solche nur dann grundsitzlich még-
lich zu sein, wenn sie von einem zweidimensionalen Gitter
vorgegeben wird. Ein zweidimensionales Gitter ist aber
nur vorstellbar, wenn es innerhalb der Proteinschicht exi-
stiert. Es darfalso auch tangentiale Polaritit in der Protein-
schicht erwartet werden. Die transversale Asymmetrie
(Abb. 10b) reduziert die Zahl der méglichen Raumgruppen
bereits von 17 auf 5, da dadurch alle Raumgruppen mit
zweizdhligen coplanaren Dreh- und Schraubenachsen aus-
geschlossen werden (Abb. 10b).

Wird schlieBlich zusitzlich die tangentiale Polaritit be-
riicksichtigt, so entfallen auch die transversalen Dreh-
achsen, und es bleibt von den 17 Raumgruppen lediglich
noch eine Moglichkeit iibrig, ndmlich das schiefwinklige
planare Gitter des Typs von Abbildung 11. Nun, dieser
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Abb. 11. Zweidimensionales Gitter primitiver Polaritdt: Ein asymme-
trischer Protomer-Typ bildet ein unendliches zweidimensionales Gitter.
Die beiden diinnen Linien und die rechtwinklig dazu angeordnete dicke
Linie in jedem Protomer zeigen die Lage der Peptidringe an.

Gittertyp wiirde die vollstindigste, aber auch die primi-
tivste Polaritiit, die moglich ist, représentieren: Ein asym-
metrischer Bausteintyp (Protomer) wiirde periodisch-ho-
mogen die gesamte Membranfliche fiillen. Diese Art von
Polaritét scheint jedoch in biologischen Membranen nicht
erwiinscht und auch nicht realisiert zu sein, da sie keinerlei
Variabilitit beziiglich der Polaritidt mehr zuldBt. Die bisher
zur Verfiigung stehenden réntgenographischen und auch
elektronenmikroskopischen Daten weisen vielmehr darauf
hin, daf} biologische Membranen als planare Assoziationen
linearer Uberstrukturen aufzufassen sind. Die linearen
Uberstrukturen konnen ihrerseits dabei eine homogene
Verteilung von Bauelementen besitzen.

Eine zweite Moglichkeit besteht darin, daB zwei oder
mehrere verschiedene oligomere Uberstrukturelemente
alternativ linear angeordnet werden. Natiirlich erfordert
ein solches planares Membranbauprinzip eine groBere
Auswahl an Protomeren. Die Variation kann sich dabei
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aber durchaus auf minimale Unterschiede in der Primir-
struktur eines einzigen Grundbausteins beschrinken. Das
postulierte Prinzip soll am Beispiel photosynthetischer
Membranen erldutert werden.

Zunichst darf vorausgeschickt werden, daB in der Photo-
synthese-Membran hoherer Pflanzen zwei Typen von
Lichtreaktionen oder zwei Photosynthese-Systeme (Elek-
tronenfluBsysteme), genannt System I und System II, ko-
operieren. In photosynthetisch aktiven Bakterien (z.B.
rhodopseudomonas viridis) dagegen ist nur System I reali-
siert. Durch den Strukturvergleich dieser beiden Objekte
148t sich besonders gut zeigen, wie auf der molekularen

[a88017)

Abb. 12. Elektronenmikroskopische Flichenansicht von Thylakoiden
von rhodopseudomonas viridis. Die Oberflichen zeichnen sich durch
eine regelmiBige Anordnung der Proteine in zwei Vorzugsrichtungen
aus (Pfeile). Unter ,,Thylakoiden* versteht man die Membran-Vesikeln
des Photosynthese-Systems. (Nach P. Giesbrecht [26}.)

Ebene eine relativ einfache Struktur, ndmlich die der Bak-
terien, zu einer komplexen Struktur mit der Aufgabe der
Kopplung zweier Systeme entwickelt werden kann. Eine
elektronenmikroskopische Aufsichtsaufnahme einer pho-
tosynthetischen Bakterien-Membran von Giesbrecht!®!
zeigt eine homogene Proteinstruktur mit zwei Vorzugs-
richtungen (Abb. 12). Diese beiden Vorzugsrichtungen
schlieBen einen Winkel von etwa 56° ein. Die Ursache die-
ser Vorzugsrichtungen sind Aggregationen von ca. 90 A
breiten Doppelstriangen (lineare Uberstrukturen) inner-
halb der Membranfliche.

Dieser Sachverhalt wird durch Réntgen-Aufnahmen vom
gleichen Objekt erhiirtet!>”). Es werden zwei Hauptinter-
ferenzen gefunden, die Netzebenenabstdnden von 77 und
51A entsprechen. Diese Interferenzen sind durch eine
lineare Struktur interpretierbar, wie sie Abbildung 13 zeigt.
Aus den Braggschen Abstinden von 77 und 51 A und dem
Winkel o= 56° (Abb. 13a) folgen Kantenldngen des Pro-
teinbausteins von 41 und 93 A. Das Vorliegen einer plana-
ren Struktur, d. h. einer Struktur, die sowohl in der x,- als
auch in der x,-Richtung mehrere Netzebenen besitzt, kann
aufgrund des Fehlens einer 41-A-Interferenz ausgeschlos-
sen werden.
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Eine lineare Struktur der Art von Abbildung 13b ist aber
nur dann zu verstehen, wenn sie zwei zweizahlige trans-
versale Drehachsen besitzt. Mit andern Worten: Es mul3
eine Vorzugskopplung zwischen zwei Partikelreihen ge-
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Abb. 13. Gitteranordnung, die das Auftreten eines 77-A- und eines
51-A-Reflexes erklirt. Gitter b unterscheidet sich von a durch das Feh-
len der 41-A-Periode. b entspricht dem tatsichlichen Beugungsbild.

fordert werden. Wenn die eingangs beschriebene Masse-
Verteilung des Gitterprotein-Bausteins andeutungsweise
miteingefiihrt wird, so ergibt sich eine lineare Uberstruktur
der Proteinschicht von Bakterien-Membranen wie in Ab-
bildung 13b gezeigt.

Erweitern wir jetzt die Betrachtung auf das Bauprinzip des
Gitterproteins der Photosynthese-Membran hdherer Pflan-
zen. Elektronenmikroskopische Bilder*®~3%! fiihren auch
hier auf lineare Uberstrukturen (siche z. B. Abb. 14). Diese
Uberstrukturen besitzen jedoch ganz andere Dimensionen
als bei Bakterien. Der seitliche Schwerpunktsabstand der
Ketten betrdgt hier etwa 190 A, die Periode langs der Ket-
ten ca. 170 A. Das Rontgen-Diagramm von solchen Objek-
ten besteht aus einer sehr starken Interferenz entsprechend

Abb. 14. Elektronenmikroskopische F}ﬁchenansicht eines Thylakoid-
bereiches hoherer Pflanzen, die lineare Uberstrukturen zeigt. (Nach
R. B. Park und N. G. Pon [28])

41 A, einer starken Interferenz entsprechend 31 A und einer
sehr schwachen Interferenz entsprechend 62 /n\, die auBer-
dem wesentlich breiter ist als die beiden andern.

Wenn man fiir die Interpretation zunédchst von der Annah-
me ausgeht, dall sowohl in Bakterien als auch in hoheren
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Pflanzen System I die gleiche Grundstruktur besitzt, so
sollte durch eine Modifizierung der Struktur von Abbil-
dung 13 zumindest ein Teil der Reflexe interpretierbar wer-
den. Das Auftreten eines 41-A-Reflexes und das Fehlen
eines 93-A-Reflexes weist darauf hin, daB eine Aggregation
in x;-Richtung und nicht in x;-Richtung vorliegt. Weiter-
hin ist der 62-A-Reflex ein Indiz dafiir, daB durch Aggrega-
tion in x,-Richtung ein orthogonales Gitter zustande-
kommt (Abb. 15). Wihrend einerseits der scharfe 41-A-Re-
flex auf eine hohe Assoziationsfahigkeit in Richtung x,
schlieBen 14Bt, weist andererseits der breite 62-A-Reflex
darauf hin, daB die Gitterordnung bereits nach vier bis
fiinf Perioden abbricht. Diese beiden Aussagen scheinen
sich zundchst zu widersprechen; weiter unten wird aber
eine plausible Erkldrung gegeben werden konnen.
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Abb. 15. Planare Anordnung von Protomeren des Photosynthese-Sy-
stems I, die den 62-A-Reflex erklirt.

Zunichst ist noch eine Diskussion des 31-A-Reflexes er-
forderlich. Da von System I ein 31-A-Reflex nicht zu erwar-
ten ist (Abb. 15), sollte System II fiir diese Interferenz ver-
antwortlich sein. Es gibt zwei mogliche Aggregationsfor-
men der Protein-Untereinheit in x,-Richtung, die diese In-
terferenz geben konnen: eine polare und eine unpolare
Aggregation (Abb. 16a und 16b). Im Falle der polaren
Struktur von Abbildung 16a ist nicht einzusehen, warum sie
eine lineare Assoziation in x,-Richtung bilden sollte. Es
wire vielmehr eine beliebig groBe zweidimensionale Asso-
ziation zu erwarten, wie sie Abbildung 11 zeigt. Die Asso-
ziation von Abbildung 16b geniigt dagegen wieder den
Kriterien einer linearen Struktur und ist daher als die wahr-
scheinlichste anzusehen. Das Gitter von Abbildung 16b
muB auBerdem einen 41-A-Reflex liefern, dessen Breite von
der GroBe der linearen Assoziation in Richtung x; ab-
hingt.
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Abb. 16. Zwei Moglichkeiten einer planaren Verteilung von Photo-
system-II-Protomeren, die einen 31-A-Reflex liefern. Struktur b ist als
die richtige anzusehen.

604

Als nichstes haben wir uns mit der Frage der Kopplung
von System I mit System IT und der mengenméBigen Rela-
tion der beiden Systeme auseinanderzusetzen. Es wurde
bereits darauf hingewiesen, daB die Kopplung nur unter
bestimmten Symmetriebedingungen erfolgen sollte. Die
Mengenanteile der beiden Systeme konnen entweder durch
eine definierte Zahl von verschiedenen Protomeren, d.h.
durch Bildung endlicher Assoziationen (Oligomere), oder
durch ein bestimmtes Mengenverhiltnis der Produktion
der Protomere beider Systeme bewerkstelligt werden. Im
vorliegenden Fall werden offensichtlich beide Moglichkei-
ten genutzt. Bei System I wird durch einen erhchten Auf-
wand in der Zahl der Protomere eine endliche Struktur er-
zwungen; die entsprechende Menge des Systems II wird
jedoch durch das Produktionsverhaltnis festgelegt.

Neben den Rontgen-Kriterien fiir eine endliche Struktur
von System I (breiter 62-A-Reflex) und eine im Prinzip be-
liebig groBe Struktur von System II (scharfer 41-A-Reflex)
kann auch aus den Ergebnissen chemischer Experimente
auf eine solche kombinierte Uberstruktur geschlossen wer-
den. Die System-I-Oligomere kénnen namlich aus dem
Membranverband isoliert und strukturell charakterisiert
werden, wihrend die zuriickbleibenden System-II-Proto-
mere sich zu Vesikeln zusammenschlieBen, d. h. im forma-
len Sinn unendlich groBe Strukturen bildent3! 33, Ront-
genographische Untersuchungen lassen den SchluB zu, daf3
die System-I-Oligomere Abmessungen von 186 und 164 A
in der x,- und x,-Dimension besitzen. AuBerdem konnte
chemisch gezeigt werden, daBl das Mengenverhiltnis von
System-I-Proteinen zu System-II-Proteinen ca. 1:2 be-
triigt!®!), Damit sind in Verbindung mit den vorstehend
postulierten Symmetriebedingungen die Grenzen fiir die
Uberstruktur abgesteckt.

Aus den Abmessungen der System-I-Oligomere folgt, daB
sie aus insgesamt acht Protomeren bestehen. Damit diese
Uberstruktur-Oligomere mit den linearen Anordnungen
II gekoppelt werden konnen, sollten sie mit einer zweizahli-
gen transversalen Drehachse ausgestattet sein. Andererseits
sind, um System-I-Oligomere dieser GrofBe bindungsseitig
garantieren zu kdnnen, mindestens vier Arten Protomere
erforderlich. Die Symmetrie- und Bindungsbedingungen
sind daher miteinander in Einklang. Die Konsequenz die-
ser Uberlegung ist die Uberstruktur von Abbildung 17a,
die mindestens fiinf Arten Protomere enthilt, vier in Sy-
stem I und eine in System II (Abb. 17b). Von dieser Uber-
struktur ist im Rontgen-Experiment ein breiter 62-A-, ein
scharfer 31-A- und ein sehr scharfer 41-A-Reflex zu erwar-
ten. Der Pseudowiderspruch in bezug auf die Schirfe der
62- und 41-A-Reflexe in Richtung x, (s. 0.) findet damit seine
Kldrung.

Im Fall einer offenen Tertidrstruktur von Abbildung 9c¢
wiren demnach maximal zehn verschiedene Endgruppen
fiir das Gitterprotein zu erwarten. Die Ringstruktur und die
»8“-Struktur von Abbildung 9a und 9b wiirden iiberhaupt
keine Endgruppen erwarten lassen. Wegen der Diskre-
panzen in den Aminosdureendgruppen-Bestimmungen ist
eine Entscheidung zwischen diesen Alternativen im Augen-
blick nicht herbeizufiihren.

Die prinzipielle Allgemeingiiltigkeit dieser Uberlegungen
auch fiir andere Bio-Membranen wird durch rontgenogra-
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phische Untersuchungen der Membran der Retinastib-
chen, der Erythrozyten und des Nervenmyelins nahegelegt.
Das Gitterprotein der Retinavesikeln liefert die gleichen
Interferenzen wie sie bei Bakterien (rhodopseudomonas
viridis) gefunden werden, ndmlich 77- und 51-A-Re-
flexe®®#, Erythrozyten geben einen entsprechenden 41-A-
Reflex, der auf eine lineare Struktur in x,-Richtung hin-
weist; vom Nervenmyelin werden Uberstrukturreflexe
mit Bragg-Abstdnden von 210 und 130 A erhalten.

odisch verteilte Bipolaritit geschaffen. Das soll heillen:
Energiefliisse, Impulse oder Wirkungen, die von den Zen-
tren der Polaritdt ausgehen, werden in zwei entgegenge-
setzte Richtungen, also bipolar, propagiert. Auf diese Weise
wird eine radiale Energieverteilung, die in diesem Fall Ener-
gieverschwendung bedeuten wiirde, verhindert. Eine pri-
mitive Polaritit, wie sie Abbildung 11 reprisentiert, wiirde
einen EnergiefluB nur in einer Richtung erlauben, wiire also
nachteiliger. Im Fall der komplizierteren linearen Struktu-
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Abb. 17. a) Kombinierte lineare Anordnung von System-I- und System-II-Protomeren,
die mit den Rontgen-Beugungsdaten iibereinstimmt (41-A-, 31-A- und ein 62-A-Reflex),
b) dieselbe Anordnung, wobei die erfordertichen verschiedenen Bindungsorte durch Symbole

angezeigt sind.

Die vorstehend beschriebenen Beispiele der Gitterprotein-
Anordnungen zeigen die Variationsbreite moglicher Struk-
turmodifikationen. Sie grenzen aber auch gleichzeitig die
prinzipiellen Realisierungsmoglichkeiten ein: Es besteht
die Mdglichkeit, primitiv-polare Gitter des Typs von Ab-
bildung 11 aufzubauen, es konnen primitiv-lineare Gitter-
typen mit zweizdhligen Drehachsen des Typs von Abbil-
dung 13b realisiert werden (Retinastdbchen, photosynthe-
tische Bakterien), und es sind komplizierte Gittertypen mit
mehreren Protomeren und Oligomer-Assoziationen mag-
lich, die hochst spezialisierten funktionellen Anspriichen
gerecht werden kdnnen (Abb. 17) (Photosynthese-Mem-
bran hoherer Pflanzen). Eine Tatsache scheint jedoch von
fundamentaler Bedeutung: Fiir all diese Gittertypen scheint
lediglich ein einziger Typ von Basisprotomer, d. h. ein Typ
mit gleicher oder im wesentlichen gleicher Tertidrstruktur,
zu geniigen. In diesem Zusammenhang gewinnen die be-
reits angefiihrten vergleichenden chemischen Untersuchun-
gen des Gitterproteins groBe Bedeutung, die zeigen, da3
die Gitterproteine von Membranen verschiedener Objekte
lediglich minimale Abweichungen in der Primérstruktur
aufweisen und durch Einwirkung von Proteasen oder De-
tergentien auf gleiche Basispeptide mit einem Molekular-
gewicht von ca. 5000 bzw. auf Basisprotomere (M & 10000)
mit verschiedenem Assoziationsgrad abgebaut werden
kbnnen[ZO —24,35— 37].

Wie steht es nun mit der geforderten tangentialen Polari-
tiat? Die FEinfilhrung der Polaritét in die anisotropen (linea-
ren) homogenen Strukturelemente geschieht offenbar durch
Assoziation funktioneller Proteine. Dadurch wird peri-
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ren aus verschiedenen Oligomeren sind auch die Phasen-
iiberginge zwischen den Oligomeren Orte starker Polari-
tit, die FluBrichtungen festlegen kénnen.

Eine weitere Eigenschaft von groBer Bedeutung fiir den
Aufbau von Membranen ist die Verteilung von hydropho-
ben und hydrophilen Aminosduren innerhalb der 2d-Gitter-
protein-Partikel. Aus der GauB-Synthese der Struktur des
Querschnitts des Gitterproteins geht hervor, daB die Ring-
zentren hydrophobe Bereiche repriisentieren!®). Ferner
sollte der massedrmere Strang des Ringes zumindest iiber-
wiegend aus hydrophoben Aminosduren bestehen. Diese
letzte Aussage ergibt sich aus dem Sandwich-Verhalten des
Strukturproteins in waBriger Losung. Diese spezielle Ver-
teilung der Aminos#uren gibt eine Erkldrung fiir die in Ab-
schnitt 3.3.2 zu diskutierende Eigenschaft, daBl Lipide nur
auf einer Seite der Gitterproteinschicht angekoppelt sind.
SchlieBlich muB noch einmal auf die erstaunliche
Masse-Verteilung des Proteins in der Gitterprotein-Unter-
einheit hingewiesen werden. Der Eindruck ist, daB die Un-
tereinheit — und damit auch die Proteinschicht — moglichst
von Proteinmasse freigehalten werden soll. Eine solche
Struktur erdffnet interessante Moglichkeiten der Protein-
Lipid-Kopplung und damit auch fiir die Lipidverteilung
oder Lipidiiberstruktur.

2.3. Die Protein-Lipid-Kopplung

Die Frage der Protein-Lipid-Kopplung in biologischen
Membranen fiihrt letzten Endes zur Frage nach der Struk-
tur des Querschnitts biologischer Membranen. Wesent-
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liche experimentelle Fortschritte auf diesem Gebiet wurden
erst in den letzten zehn Jahren verzeichnet. Die erste speku-
lative Vorstellung war die einer symmetrischen Struktur
des Membranquerschnitts'*®. Von dieser Membrankon-
zeption kann jedoch biophysikalisch gesehen keinerlei Ak-
tivitdt ausgehen, d.h. sie représentiert die biologisch un-
giinstigste Membran. In der Tat weisen unsere rontgeno-
graphischen Untersuchungen an drei verschiedenen Mem-
branen auf asymmetrische Membranquerschnitte hin ; aller-
dings ist der Grad der Asymmetrie von Membran zu
Membran verschieden. Die stirkste Asymmetrie scheint in
der Photosynthese-Membran héherer Pflanzen und in der
Nervenmyelinstruktur verwirklicht zu sein. Dagegen wei-
sen die Ergebnisse, die von den StdbchenauBlensegmenten
der Retina erhalten wurden, auf eine alternativ-asymmetri-
sche Membranquerschnittskonstruktion hin. Bei Erythro-
cyten ist der gleiche Membrantyp zu erwarten.

Eine grundsitzliche Asymmetrie kann bei allen bisher un-
tersuchten Membranen durch ein im Prinzip einfaches Ex-
periment nachgewiesen werden, genauer gesagt, durch den
Vergleich von rontgenographischen Ergebnissen mit elek-
tronenmikroskopischen Aufnahmen. Die elektronenmikro-
skopischen Aufnahmen von Membransystemen zeigen, da
Membranen immer in geschlossener Form vorliegen, d. h.
Vesikeln bilden. In abgeflachten Vesikeln (z. B. Photosyn-
these-Membran, Membran der Retinastibchen, Myelin-
Membran) sind demnach zwei Membranen spiegelsymme-
trisch angeordnet und bilden in dieser Form die Identitéts-
periode im Membransystem (Abb. 18a).
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Abb. 18. Zusammenhang zwischen elektronenmikroskopischer Periode
und Rontgen-Periode in laminaren Systemen. a) Elektronenmikro-
skopisch ermittelter Querschnitt einer abgeflachten Vesikel, b) Rontgen-
Periode im Fall einer symmetrischen Membran, ¢) Rontgen-Periode
im Fall einer asymmetrischen Membran.

Der Rontgen-Strahl ,,sieht” Elektronendichteprojektionen
dieser Vesikeln, z. B. die hier interessierende Elektronen-
dichteprojektion auf die Stapelachse (Achse senkrecht zur
Flichenebene). Dies bedeutet: Wird die elektronenmikro-
skopische mit der rontgenographischen Identitdtsperiode
verglichen, so wiirde fiir den Fall, daB die Einzelmembran
symmetrisch gebaut wire, die rontgenographische Identi-
tatsperiode die Hilfte der elektronenmikroskopisch sicht-
baren Periode betragen (Abb. 18b). Im Falle asymmetri-
scher Membranen jedoch wiren rontgenographische und
elektronenmikroskopische Perioden gleich groB3 (Abb.
18¢).

Dieser Vergleich kann am besten mit teilweise dehydrati-
sierten Membransystemen (bis zu 309, H,O) abgeflachter

s
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Vesikeln durchgefiihrt werden, da hier die Identitétsperiode
etwa der einfachen oder der doppelten Membran entspricht.
Solche Experimente sind bei Chloroplasten hoherer Pflan-
zen, den Membranen der Sehstibchen und den Nerven-
myelin-Membranen méglich. Bei diesen drei Membranen
sind die rontgenographisch ermittelten Perioden den elek-
tronenmikroskopisch gefundenen vergleichbar oder anders
gesagt, gleich oder groBer als der doppelte Durchmesser
einer Einzelmembran. (Bei Membranen, dic Kugelvesikeln
bilden, z. B. bei Erythrocyten und photosynthetischen Bak-
terien, ist der Sachverhalt komplizierter. Darauf wird in
Abschnitt 2.3.1 ndher eingegangen.)

Allein diese Ergebnisse geniigen bereits fiir die Aussage,
daB der Querschnitt zumindest dieser Membranen asym-
metrisch aufgebaut ist. Abgesehen von dieser generellen
Aussage iiber die Asymmetrie bestehen jedoch groBe Unter-
schiede in den Abmessungen der Periode oder der Mem-
brandicke. Bei Chloroplasten betrédgt die Periode im de-
hydratisierten Zustand 150-170A, bei den Sehstibchen
210-230 A und bei Nervenmyelin 130-150 A. Auf die Be-
deutung dieser Unterschiede kommen wir zuriick bei der
quantitativen Diskussion der Membranquerschnitte. Diese
drei Membranen sind fiir die Variationsmoglichkeiten bei
der Konstruktion von Membranquerschnitten charakte-
ristisch. Wir werden zundchst die Struktur des Querschnitts
der Photosynthese-Membran, der am stdrksten asymme-
trischen Membran, diskutieren.

2.3.1. Die Struktur des Querschnitts der Photosynthese-
Membran

Uber die Struktur der Photosynthese-Membran wurde be-
reits ausfiihrlich berichtet!!#], Wir k&nnen uns hier auf
einige wesentliche Gesichtspunkte beschrinken. Die Pho-
tosynthese-Membran hoherer Pflanzen besteht aus drei
Schichten, die sich im rontgenographisch ermittelten Elek-
tronendichtediagramm durch drei verschiedene Elektro-
nendichten auszeichnen (Abb. 19a). Die Schicht hochster
Dichte konnte als Proteinschicht, die Schicht mittlerer
Dichte als monomolekulare Lipidschicht und die Schicht
niedrigster Dichte als Porphyrinringschicht des Chloro-
phylls identifiziert werden (Abb. 19b). Die Spiegelebene
zwischen den beiden Membranen ist so angeordnet, dal3
die Proteinschichten die duBeren Schichten der Vesikeln
(Thylakoide) bilden.

Fiir die Diskussion iiber die Protein-Lipid-Kopplung (Ab-
schnitt 2.3.2) sind folgende Gesichtspunkte entscheidend :

1. Sowohl Chlorophyll a als auch b ist mit der Hauptkom-
ponente der Chloroplastenlipide, nimlich MGD, das etwa
zwei Drittel der Gesamtlipide ausmacht, nicht mischbar.

2. Dasselbe Verhalten zeigt Phytol.

3. Beim Aufbrechen der Membran mit Detergentien bleibt
der groBte Teil des Chlorophylls mit dem Protein assozi-
iert(31],

4. In den Chlorophyll-Protein-Komplexen sind die La-
mellen um ca. 12 A dicker als reine Proteinschichten(3!),

Aus diesen und hier nicht ndher auszufiihrenden Ergebnis-
sen folgt, daB die Chlorophyllmolekiile sehr wahrschein-
lich iiber die Phytolkette im Gitterprotein verankert sind,
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wobei die Porphyrinringe einseitig aus der Proteinschicht
herausragen. Der Kontakt zwischen Protein und Lipid er-
folgt daher iiber die Porphyrinringe des Chlorophylls, die
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Abb. 19. Struktur der photosynthetischen Membran héherer Pflanzen.
a) Elektronendichte-(p-)Verteilung des Querschnittes eines Vesikels
(Thylakoids) in vivo, b) Interpretation, c¢) Fliichenansicht einer einzel-
nen asymmetrischen Membran.

offenbar partiell in die Bereiche der stark ungesittigten
Fettsduren der Lipidschicht eintauchen!**!. Einen Uber-
blick iiber die Gésamtstruktur der Photosynthese-Mem-
bran gibt Abbildung 19c¢.

2.3.2. Allgemeines zur Protein-Lipid-Kopplung

Eine Protein-Lipid-Kopplung mit Hilfe von Chlorophyl],
wie sie vorstehend beschrieben wurde, ist bei anderen Mem-
branen nicht moglich. Es erhebt sich aber die Frage, ob
diese Kopplung einzigartig ist oder ob es sich hier um einen
Spezialfall eines allgemeinen Protein-Lipid-Kopplungs-
prinzips handelt. Auffallend ist, daB die meisten bisher be-
kannten Membranen einen konstanten Anteil von 30+ 5%,
PC enthalten!sl. Bei der Photosynthese-Membran sind
lediglich 1-29; PC nachweisbar. Die iibrigen Phospho-
lipide variieren, je nach Funktion, von Membran zu Mem-
bran stark. Die Photosynthese-Membran macht auch hier
wieder eine Ausnahme: Die Phospholipide sind weitge-
hend durch.Galaktolipide (MGD und DGD) ersetzt. Be-
riicksichtigt man ferner, daB PC unter den Phospholipiden
die geringste Konformationsvariabilitit besitzt, so riickt es
als Anwirter fiir eine spezielle Strukturaufgabe an erste
Stelle.

Aufgrund dieser Gesichtspunkte und der experimentellen
Erfahrungen an der Photosynthese-Membran wurde ein
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allgemeines Kopplungsprinzip in biologischen Membra-
nen postuliert!*4!: PC iibernimmt danach im allgemeinen
in Bio-Membranen die Funktion des Chlorophylls, d.h.
PC koppelt zwischen Proteinen und den iibrigen Lipiden.
Die Kopplung sollte in der Weise erfolgen, dal3 die Fett-
sduren des PC in hydrophobe Wechselwirkung mit den
Peptidketten der Proteinschicht treten und daB die Cholin-
gruppe in den Fettsdurebereich der Lipide eindringt (Abb.
20a). Die Stabilitit dieser Kopplungsart wird dadurch ge-
wihrleistet, daB einerseits eine rein hydrophobe Kopplung
zwischen Fettsiduren und Proteinen besteht, andererseits
eine polare Wechselwirkung zwischen der Cholingruppe
des koppelnden PC und den polaren Gruppen der gekop-
pelten Lipide hergestellt wird. Optimal wird diese polare
Bindung dadurch, dal3 die beiden wechselwirkenden pola-
ren Gruppen in die hydrophobe Fettsdurephase der mono-
molekularen Lipidschicht eingebettet sind (Abb. 20b). Die-
ses Kopplungsprinzip soll hier in dieser Arbeit insoweit er-
gédnzt werden, als in manchen Membranen wahrscheinlich
Sterine partiell die Rolle von PC iibernehmen k&nnen.

2.3.3. Die Struktur des Querschnitts der Nervenmyelin-
Membran

Fiir die Berechnung der Elektronendichte-Verteilung des
Nervenmyelin-Membranquerschnittes wurden in der Ver-
gangenheit von verschiedenen Autoren verschiedene Pha-
senkombinationen gewihlt; dementsprechend erhielten

Proteinseite Cl-Cl-

b l - ‘ : 364
PC bitter-
protein
+
: ﬂgﬂ
PA, PS JL

Lipidseite K

Abb. 20. Generelles Konzept der Kopplung von Gitterproteinen und
Lipiden durch PC. a) Riumliche Situation an einem Ring der Unter-
einheit (vgl. Abb. 8), b) Ladungsverteilung innerhalb solch einer Kopp-
lungseinheit.
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sie auch verschiedene Elektronendichte-Verteilungen (Zu-
sammenfassung : 3%)). Im letzten Jahr fiihrten wir ebenfalls
eine Elektronendichteberechnung des Nervenmyelin-Mem-
branquerschnittes durch!*®, Die von uns angewendete
Auswertungsmethode (Qy-Methode) unterscheidet sich
jedoch grundlegend von der Methode der anderen Autoren.
Unsere Q,-Methode, die fiir die Strukturuntersuchung der
Photosynthese-Membran entwickelt wurde!*#), liefert in
direkter Vorwirtsrechnung aus der Streuintensitit (nicht
wie iiblich aus der Streuamplitude) eindeutige Elektronen-
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Abb. 21. Struktur der Myelin-Membran. a) Computer-Diagramm der
Elektronendichte-(p-)Verteilung des Querschnitts eines Myelin-Mem-
bran-Paares, b) Interpretation: Jede Membran besteht aus einer inne-
ren Proteinschicht und einer duBeren Lipidschicht. Die Kopplung er-
folgt durch PC und Sterine (@). Zwischen den Proteinschichten sowie
zwischen den Lipidschichten eines Membran-Paares muB ein Wasser-
Zwischenraum angenommen werden, ¢) Computer-Diagramm der Os-
Verteilung in einem Myelin-Membran-Paar, das mit OsO, behandelt
wurde, d) Interpretation der Os-Verteilung von c). Die eingelagerten
Os-Atome markieren die beiden C=C-Doppelbindungsebenen in je-
der Membran.

dichte-Verteilungen. Die Elektronendichte-Verteilung des
Nervenmyelin-Membranquerschnittes in vivo ist in Abbil-
dung 21 a wiedergegeben.

Unsere Interpretation dieser Elektronendichte-Verteilung
ist in Abbildung 21 b dargestellt. GemiB dieser Vorstellung
ist das Symmetriezentrum der Elektronendichteprojektion
unmittelbar flankiert von den Profilen zweier spiegelsym-
metrisch angeordneter Gitterproteinschichten. Im masse-
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drmeren duBeren Teil der Proteinschicht sind die Fettsiu-
ren von PC durch hydrophobe Wechselwirkung verankert.
Die Cholingruppen ragen aus der Proteinschicht heraus
und stehen in polarer Wechselwirkung mit Sterinen, die an
der Auflenseite der Proteinschichten deponiert sind. Dar-
auf folgt eine monomolekulare Lipidschicht, in deren Fett-
sdurebereich die Cholingruppen und die Sterine partiell
eintauchen. Diese Struktur entspricht im Prinzip der Struk-
tur der Chloroplasten-Thylakoide, wenn die verschiedenen
Chlorophyll-Typen durch PC und Sterine ersetzt werden.
Ein grundlegender Unterschied besteht jedoch: Wihrend
in der Myelin-Membran die Spiegelebene zwischen den
beiden Proteinschichten angeordnet ist, wird sie im Falle
der Chloroplasten-Thylakoide zwischen den beiden Lipid-
schichten gefunden. Wir werden auf diesen Sachverhalt in
Abschnitt 3.1 zuriickkommen.

Gemil unserem Membrankonzept des Nervenmyelins be-
sitzt jede Membran zwei C=C-Bindungsebenen. Die erste
befindet sich innerhalb des Gitterproteins; sie besteht aus
den C=C-Bindungen der ungesittigten Fettsduren des PC.
Die zweite ist die Ebene der C=C-Fettsiurebindungen in
der eigentlichen Lipidschicht. Eine experimentelle Uber-
priifung unseres Membrankonzepts wire denkbar, wenn
es gelingen wiirde, diese Doppelbindungsebenen chemisch
zu markieren, etwa mit OsO,. Eine Differenz-Fourier- oder
Differenz-Q,-Auswertung wiirde dann direkt die Os-Ver-
teilung in der Membran ergeben. Solche systematische Ein-
lagerungsversuche wurden erstmals von Parsons und
Akers®) unternommen. Die Fourier-Auswertung dieser
Experimente von Harker'*!1 ergibt die gleiche Os-Vertei-
lung wie die von uns durchgefiihrte!*® Auswertung mit der
Q,-Methode (Abb. 21c¢). Jede Membran besitzt danach
zwei Ebenen verschieden hoher Os-Konzentration und eine
Os-Anreicherung zwischen den Membranen. Am besten zu-
ginglich fiir OsO,-Molekiile ist die C—=C-Bindungsschicht
innerhalb der Proteinschicht, da das Gitterprotein bis zu
709 hydratisiert ist. Die Anlagerung der OsO,-Molekiile
an diese Doppelbindungen kann in wiBrigem Milieu erfol-
gen. Das entsprechende Os-Signal im Diagramm von Ab-
bildung 21c ist daher weitaus dominant.

Anders ist die Situation bei der zweiten Doppelbindungs-
schicht. Diese Doppelbindungen sind in eine hydrophobe
Umgebung inkorporiert, so da ein Eindringen und Rea-
gieren, d.h. eine Markierung mit OsO,-Molekiilen, viel
schwieriger ist. Das entsprechende Os-Maximum in Ab-
bildung 21 c ist daher wesentlich kleiner. Die gefundene Os-
Verteilung im Membranquerschnitt ist demnach mit unse-
rem Membrankonzept des Nervenmyelins und folglich
auch mit unserer Vorstellung iiber die Protein-Lipid-Kopp-
lung in Bio-Membranen in Einklang.

Eine Fourier-Transformation der Elektronendichte-Ver-
teilungen von Abbildung 21a und 21c¢ liefert die entspre-
chenden Amplitudenfunktionen. Daraus folgt ein Phasen-
satz von + — — — — fiir die fiinf Reflexamplituden des
Nervenmyelins in vivo und ein Phasensatz von + — — + +
fur die fiinf Reflexamplituden der Os-Verteilung. Der spie-
gelsymmetrische Phasensatz zu dem vorstehend gegebenen
Phasensatz fur Nervenmyelin in vivo, ndmlich — + + + +,
wurde bereits 1963 von Moody'#?! als einer von zwei mog-
lichen Phasensitzen angegeben. Fiir die Os-Verteilung fin-
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det Harker*!1 den gleichen Phasensatz wie wir. Fiir die
Phasenverteilung in vivo gibt Harker denselben Phasen-
satz an wie fiir die Os-Verteilung. Es darf angemerkt wer-
den, daB diese Phasensitze, die unseren eindeutig bestimm-
ten Phasensédtzen am nichsten kommen oder mit ihnen
iibereinstimmen, auf der Basis systematisch-experimentel-
ler Phasen-Bestimmungsmethoden ermittelt wurden.

2.3.4. Die Definition der Basis-Membran

Die Berechnung der Elektronendichte-Verteilung der
Querschnitte der Photosynthese-Membran und der Myelin-
Membran fiihrte auf total asymmetrische Strukturen. Auf-
grund der speziellen Struktur des Querschnitts der Photo-
synthese-Membran konnte ein allgemeines Kopplungs-
prinzip in Bio-Membranen postuliert werden, und schlie3-
lich konnte dieses Prinzip durch Rontgen-Untersuchungen
der Myelin-Membran gestiitzt werden. Beziehen wir in
diese Strukturvorstellung unsere Kenntnisse iiber die Pro-
teine und Lipide sowie die Ergebnisse vergleichender che-
mischer Untersuchungen mit ein, so kénnen wir eine Basis-
Struktur der Bio-Membranen definieren.

Als Basis-Membran soll diejenige Struktur einer Bio-Mem-
bran bezeichnet werden, die lediglich aus 2d-Gitter-Prote-

&

Fliche von 42-93 A2 bleiben dann je 40-50 ungekoppelte
Lipidmolekiile iibrig. Fiir sie sollte eine der in Abbildung 2
aufgefiihrten Micellstrukturen gefordert werden. Es erge-
ben sich demnach je nach Lipidzusammensetzung folgende
Maglichkeiten fiir die Struktur des Querschnitts der Basis-
Membran (Abb. 22):

a) Basis-Membran mit Lipidzwischenbereichen symmetri-
scher monomolekularer Struktur und homogener p.-
Konformation. Hierfiir kommen PA, PG und PE in Frage
(Abb. 22a).

b) Basis-Membran mit Lipidzwischenbereichen symmetri-
scher bimolekularer Struktur und homogener p,,-Konfor-
mation. Diese Micellstruktur kann von PA, PS und PI ge-
bildet werden (Abb. 22b).

¢) Basis-Membran mit Lipidzwischenbereichen symmetri-
scher bimolekularer Struktur und homogener p,,-Konfor-
mation. Dieser Micelltyp kann von PE allein und von Mi-
schungen aus PA, PS und PE gebildet werden (Abb. 22¢).

d) Basis-Membran mit Lipidzwischenbereichen hexagona-
ler Struktur. Diese Konfiguration kann von PE allein oder
von Mischungen aus PE mit PA und PS realisiert werden
(Abb. 224d).
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Abb. 22. Mégliche Querschnitte der Basis-Membran mit unterschiedlichen Lipidzwischen-

bereichen (s.

inen und den Membranlipiden besteht. Die Struktur ihres
Querschnitts ist im Bereich der Protein-Lipid-Kopplung
total asymmetrisch, in Lipidbereichen symmetrisch. Ihre
Fldachenstruktur wird durch die zweidimensionale Gitter-
struktur des Strukturproteins festgelegt, die Kopplung
zwischen Strukturprotein und Lipiden erfolgt iiber PC.

Auf einer Fliche von 42-93 A2, die von einer Strukturpro-
tein-Einheit iiberspannt wird, haben je nach Konformation
70-80 Lipidmolekiile Platz. Fiir die Kopplung dieser Mole-
kiile mit Protein stehen ca. 30 PC-Molekiile zur Verfiigung,
pro Ring des Strukturproteins also ca. 15, pro Ringseite ca.
7. Nebeneinander angeordnet kénnen diese sieben Lipid-
molekiile entweder eine Strecke von ca. 35 oder 70 A popu-
lieren, je nachdem, ob die Fettsduren eine einfache oder
doppelte Kette bilden. Da ein Strukturproteinring einen
Durchmesser von ca. 30 A besitzt, ist die Doppelreihen-
anordnung wahrscheinlicher. Es ergibt sich dann eine
strukturelle Situation, wie sie Abbildung 20a zeigt. Ein PC-
Molekiil koppelt je ein anderes Lipidmolekiil. Auf einer
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Welcher Micelltyp sich bildet, hingt davon ab, welcher
pH-Wert in den wéBrigen Phasen der MembranauBensei-
ten vorliegt, ob CO, oder Hydrogencarbonat vorhanden
ist und schlieBlich auch davon, welche Kationen zur Verfii-
gung stehen (z. B. Ca?*). Damit haben wir aber bereits die
Frage der BeeinfluBbarkeit der Membranstruktur durch
die AuBenphasen tangiert. In Abschnitt 3 sollen diese funk-
tionellen Gesichtspunkte von Bio-Membranen eingehen-
der diskutiert werden.

3. Die Funktions-Membran

Bevor wir eigentliche Funktionen von Bio-Membranen
diskutieren konnen, mubl die Basis-Membran strukturelt
zur Funktions-Membran erweitert werden. Fiir diese Er-
weiterung bestehen drei Moglichkeiten: die Assoziation
von funktionellen Proteinen, die Ankopplung anderer,
nicht proteinartiger Substanzen und schlieBlich die direkte
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Bindung von prosthetischen Gruppen (z. B. Himgruppen)
an das Gitterprotein, wobei modifiziertes oder konvertier-
tes Gitterprotein entsteht.

3.1. Die Struktur der Funktions-Membran

Die Kategorie von Substanzen, die lose an die Basis-Mem-
bran assoziiert sind, umfaft in erster Linie spezielle Funk-
tionsproteine, z. B. die AT Pasen, die fiir den aktiven Trans-
port von Na™ und Ca?* unabdingbar sind, oder das Rhod-
opsin der Retinastibchen-Membran. Einige Beispiele
nicht proteinartiger Substanzen dieser Kategorie sind
NADP, ADP, ATP und Acetylcholin. Wir vermuten, da3
zur Gruppe der membrangebundenen funktionellen Pro-
teine konvertierte Gitterproteine gehoren (Abb. 23a). Es ist
sehr wahrscheinlich, daf} hierzu ein groBer Teil der Redox-
Enzyme zu zihlen ist, z. B. Cytochrom f und b der Photo-
synthese-Membran.

Es soll an dieser Stelle angemerkt werden, dafl die Mi-
schung aus reinem Gitterprotein, konvertiertem Gitter-
protein und teilweise festgekoppelten anderen Proteinen
bisher als ,,Strukturprotein“ bezeichnet wurde. Die kon-
vertierten Gitterproteine sollten sich nicht wesentlich vom
normalen Gitterprotein unterscheiden, lediglich in der
Primérstruktur sind Abweichungen zu erwarten. Es ist da-
her nicht iiberraschend, daB die ,,Strukturproteine” ver-
schiedener Membranen dhnliche Aminosdurezusammen-
setzungen aufweisen, daB sie in der gleichen Weise chemisch
fragmentiert und teilweise auf die gleiche PeptidgroBe ab-
gebaut werden konnen. Bis jetzt wurden die Strukturpro-
teine der Photosynthese-Membran!2°~23], der Mitochon-

a

A880.23

Abb. 23. Drei Moglichkeiten fiir die Anlagerung von Funktionspro-
teinen an die Basis-Membran. a) Umwandlung einer Gitterprotein-
Untereinheit durch Bindung einer prosthetischen Gruppe (@), b) Kopp-
lung eines ,,anderen“ Proteinmolekiils an die Proteinseite der Membran
durch ein Kopplungsmolekiil (F) oder durch reine Protein-Wechsel-
wirkung, c¢) Kopplung eines ,anderen* Proteins an die Lipidseite der
Membran durch ein Kopplungsmolekiil.
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drien!?2:24), des Nervenmyelins!*® 37 und der Erythrocy-
ten'?%-3%) mit diesen Methoden analysiert.

Die assoziierten Funktions-Proteine der ersten Gruppe
konnen an die Basis-Membran auf zweierlei Weise ange-
koppelt werden: an der Proteinseite (Abb. 23 b) und an der
Lipidseite (Abb. 23¢). Die Ankopplung an der Proteinseite
kann entweder proteinspezifisch oder lipidspezifisch erfol-
gen, dagegen besteht auf der Lipidseite lediglich die Mog-
lichkeit einer lipidspezifischen Kopplung von Membran-
addenden. Die Lipidspezifitit wird durch die Lipidzusam-
mensetzung der Membran bestimmt und dadurch, daf nur
eine Ankopplung an symmetrische Lipidmicellen in den
Basismembran-Zwischenbereichen vorstellbar ist. Diese
Lipidbereiche werden durch die Ankopplung ebenfalls in
asymmetrische Membran-Bereiche umgewandelt. Das Re-
sultat dieser Ankopplung zusitzlicher Addenden (z. B. Pro-
teine) an die Basis-Membran ist eine total asymmetrische
Funktions-Membran (Abb. 23a und 23 b), eine alternierend
asymmetrische Membran (Abb. 23¢) oder eine Mischung
beider Membrantypen.

Bei der Ankopplung eines Proteins auf der Lipidseite wird
man ein Kopplungsmolekiil, vergleichbar dem PC oder
den Sterinen im Falle der Strukturprotein-Kopplung, er-
warten diirfen. Vermutlich sind diese Kopplungsmolekiile
aber bifunktionell (z. B. Chlorophyll), d. h. auBer der Kopp-
lungsfunktion ibernehmen sie eine Teilfunktion des Mem-
branprozesses selbst, der durch das angekoppelte Protein
charakterisiert ist. Ein typisches Beispiel dieser Art knnte
das ATPase-System sein, das eine entscheidende Rolle
beim aktiven Transport spielt. Es ist denkbar, dal ATP
das koppelnde Molekiil zwischen Lipiden und ATPase ist
und gleichzeitig als Energiedonor fungiert. Mischungsex-
perimente von ATP und ADP mit Lipiden geben jedenfalls
hierfiir einen Hinweis!* %%

Ein Beispiel fiir die Ankopplung auf der Proteinseite finden
wir in den Redox-Enzymen der Elektronen-Transport-
kette der Photosynthese und der Atmung. Die Photosyn-
these-Membran ist eine typische, total asymmetrische Funk-
tions-Membran (Abb. 19, 23a, 23b), ebenso die Myelin-
Membran, jedoch nicht die eigentliche Axon-Membran.
Diese beiden Membranen wurden bereits besprochen, sie
sind lediglich im Sinne der Abbildungen 23a und 23b zu
erweitern. Zu ergidnzen wire die Diskussion einer typisch
alternierend asymmetrischen Funktions-Membran. Unsere
Untersuchungen an der Membran der Retinastdbchen ha-
ben gezeigt, daB sie als reprdsentativ fiir diesen Membran-
typ anzusehen ist.

Die direkte Vorwirtsrechnung der Elektronendichte-Ver-
teilung des Querschnittes der Retinastibchen-Membran
iiber die Q,-Funktion®# ergibt die Verteilungsfunktion
von Abbildung 24 a. (Kiirzlich wurde ebenfalls eine Fourier-
Synthese der Elektronendichte-Verteilung der Membran
der duBeren Segmente der Retinastibchen von Blaurock
und Wilkins*3! gerechnet. Dabei wurde eine solche Pha-
senkombination gewihlt, da} eine moglichst symmetrische
Struktur des Querschnitts (Unit-Membran) erhalten wurde.
Weitere Diskussion : *#1) Das Symmetriezentrum des Elek-
tronendichtediagramms von Abbildung 24 a ist unmittelbar
flankiert von zwei Elektronendichtemaxima, darauf folgen
Elektronendichteminima, und schlieBlich nimmt die Elek-
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tronendichte einen mittleren Wert an und bleibt konstant
bis zum Rande der Gitterzelle. Diese Elektronendichte-
Verteilung ist nach unserer Meinung so zu verstehen, wie
es in Abbildung 24 b illustriert ist. Im Gegensatz zum Chlo-
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Abb. 24. Struktur eines Membran-Paares eines Retinastibchen-AuBen-
segments. a) Computer-Diagramm der Elektronendichte-(p-)Vertei-
lung des Querschnitts, b) Interpretation: Auf zwei innere Gitterpro-
teinschichten folgen zwei Lipidschichten nach auBen hin. Die Rhodop-
sin-Molekiile sind auf der AuBenseite der Lipidschicht angeordnet
(Kopplung méglicherweise iiber Retinen), c) Flichenverteilung des
Gitterproteins kombiniert mit einer Gitteriiberstruktur des Rhodop-
sins, d) Gesamtansicht der Membran.

roplasten-Thylakoid (aber in Analogie zur Myelin-Struk-
tur) bilden die Gitterproteinschichten die innersten beiden
Schichten der Retinastibchen-Membran, nach aufien flan-
kiert von einer monomolekularen Lipidschicht. AuBen auf
die Lipidschicht aufgesetzt vermuten wir die Rhodopsin-
Molekiile, die zusammen mit der wiBrigen Phase den Be-
reich konstanter mittlerer Elektronendichte bilden.

Die Konzeption, da die Rhodopsin-Molekiile auen auf
der Lipidschicht angeordnet sind, wird durch folgenden
Sachverhalt gestiitzt: Die Membran der Retinastdibchen
besitzt zwei verschiedene Gitter innerhalb der Membran-
fliche!4). Ein Gitter hat Netzebenenabstiinde von 51 und
77 ;\, das andere solche von 77, 102 und 154 A. Das zweite
Gitter reprisentiert ein Uberstrukturgitter des ersten
(Abb. 24¢). Das erste Gitter war bereits bei photosyntheti-
schen Bakterien gefunden worden und wurde in Abschnitt
2.2 als ,,2d-Gitter-Protein* charakterisiert. Es tritt in den
Retina-Priparaten immer dann auf, wenn das Uberstruk-
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turgitter abgekoppelt wird. Die Abkopplung des Rhodop-
sin-Uberstruktur-Gitters kann entweder durch Lichtin-
duktion oder durch MaBnahmen erfolgen, die die Lipid-
schichtstruktur beeinflussen. Das Rhodopsin-Gitter wird
offenbar indirekt durch das Gitterprotein auf der gegen-
iiberliegenden Lipidseite festgelegt (Abb. 24d). Diese Er-
gebnisse sind in Einklang mit den Resultaten von Blasie
et al., die immunologisch nachweisen konnten, daB die
Rhodopsin-Molekiile auf der AuBenfliche der Membran
der Retinastibchen angeordnet sind™*. Diese Membran
kann daher als alternierend asymmetrische Membran klas-
sifiziert werden (Abb. 23¢). Der Vollstiandigkeit halber soll
angemerkt werden, daB die Elektronendichte-Verteilung
von Abbildung 24a einem Phasensatzvon + — — — — — —
fiir die ersten sieben Reflexamplituden entspricht.

3.2. Der Kollaps von Funktions-Membranen

Eine Erscheinung, die wichtige Hinweise auf die thermody-
namische Stabilitat und damit letzten Endes auf die Struk-
tur von Funktions-Membranen gibt, ist der Kollaps der
Funktions-Membran. Dieses Phinomen ist im Grunde ge-
nommen schon vor etwa zehn Jahren experimentell nach-
gewiesen worden, wurde als solches aber nicht erkannt.
Durch die Untersuchung der Retina-Membran wurden die
Zusammenhénge erkennbar. Es handelt sich hier um das
Phidnomen, daB insbesondere Membranen von kugelfor-
migen Vesikeln (z. B. Erythrocyten**], photosynthetischen
Bakterien!*®, z. T. auch Mitochondrien*")), aber auch von
abgeflachten Vesikeln wie Retinastibchen!>* im partiell
hydratisierten Zustand (20~30%, H,0) im Rontgen-Expe-
riment einen (58 +2 A)-Reﬂex geben, der haufig mit einem
sehr schwachen (116+4 A)-Reflex gekoppelt ist. Es muB
sich also um ein Strukturmerkmal handeln, das diesen sehr
verschiedenen Membranen gemeinsam ist.

Diese Reflexe treten bei den drei erstgenannten Membranen
—wenn sie durch Antrocknen auf einem Objekttriger orien-
tiert werden — am Meridian auf, d. h. sie sind Streuphino-
mene im Sinne einer Membranstapelung. Die quantitative
Analyse der Streudiagramme der photosynthetischen Bak-
terien rhodopseudomonas spheroides durch Pape!'*®) ergab,
daB die lamellare Basiseinheit aus einer 116 A dicken Dop-
pelschicht besteht, deren beide asymmetrische Subschich-
ten spiegelsymmetrisch angeordnet sind.

Unsere Untersuchungen mit angetrockneten orientierten
Sehstibchen der Retina®# fiihrten zu einem zunidchst
merkwiirdig erscheinenden Ergebnis: Es wurde auch hier
wieder der 58-A-Reflex gefunden, bemerkenswert dabei
war aber, daB dieser 58-A-Reflex von der Flichenstruktur
der Sehstibchen herrithren muBte, d.h. die Streueffekte
waren gegeniiber den entsprechenden Reflexen anderer
Membranen um 90° gedreht, wurden also am Aquator re-
gistriert.

Um diese Ergebnisse interpretieren zu kdnnen, miissen wir
zunichst ein wenig vom eigentlichen Problem abschweifen.
Die erste Vorstellung einer Membran auf der molekularen
Ebene war die einer symmetrischen Membran. Es wurde
intuitiv die stabilste Membranform postuliert®*®!, Dieses
Stabilitdtsprinzip wird z.B. bei der Photosynthese- und
Myelin-Membran realisiert, allerdings nicht mit einer einzi-
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gen Membran, sondern durch spiegelsymmetrische Anord-
nung zweier asymmetrischer Membranen, dem Thylakoid.
Es ist deshalb nicht verwunderlich, daB sich diese beiden
Membransysteme beim Dehydratisieren nicht grundsitz-
lich dndern.

Anders ist die Situation bei Membransystemen, die Kugel-
vesikel bilden, oder allgemeiner formuliert bei Membranen,
in denen die Lipidschichten beim Dehydratisieren keine
spiegelsymmetrische Anordnung einnehmen konnen, die
sich so nicht stabilisieren konnen. Diese Formulierung
trifft auch auf die Retina-Vesikeln zu. Bei Kugelvesikeln
wird der Lipidkontakt zweier Membranen durch die ,, Vesi-
kel-Fiillung® verhindert, bei den Retina-Vesikeln durch die
assoziierten Rhodopsin-Molekiile. Das Resultat ist, daB,
wenn beim Dehydratisieren die Wasserphase eliminiert
wird, d.h. die thermodynamische Basis der hydrophoben
Bindung!** entfillt, und wenn sich monomolekulare Lipid-
schichten nicht gegenseitig stabilisieren kdnnen, eine Pro-
tein-Lipid-Entmischung und eine Umstrukturierung der
Proteine und Lipide stattfindet (Abb. 25). Es ist jedoch zu
erwarten, daB bei einem Hydratationsstadium von 20 bis
30% H,O die PC-Molekiile noch mit dem Gitterprotein
assoziiert bleiben und daB nur die Lipide entmischt werden,
die die eigentliche monomolekulare Lipidschicht der Mem-
bran bilden. Dabei wird die urspriingliche Membrandicke
um 25-30A vermindert, d.h. von 70-75A auf 454
(45A=37 A Gitterprotein + 8 A herausragende Cholin-
gruppen).

In einer Suspension dichtgepackter, abgeflachter kollabier-
ter Membranvesikelr., die 20-30%, Hydratationswasser
enthalten, sollten daher etwa 90 A dicke spiegelsymme-
trisch angeordnete ,Membranpaare“ gefunden werden, die
durch 20-30A dicke Wasserschichten voneinander ge-

trennt sind. Beim volligen Trocknen wird demnach die
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Abb. 25. Darstellung des Membran-Kollapses und des Ursprungs des
unit-membran-artigen Aussehens von Bio-Membranen. a) Kollaps von
Membran-Vesikeln, die durch Wasserentzug orientiert werden, b)
Kollaps von Retina-Vesikeln durch Dehydratation, ¢) Verdickung der
Proteinschichten durch Umstrukturierung nach totalem Lipid-Ent-
zug, d} kontrastierte {,,gefirbte”) kollabierte Membranen: ,,Unit-Mem-
branen®.

s

Stapelperiode von 110 auf 90 A schrumpfen (Abb. 25). Ein
solches Verhalten wurde von Finean et al. bei Mitochon-

drien und Erythrocyten rontgenographisch nachgewie-
Sen[45’47].

Die Lipidextraktion wird auf einen weitergehenden Kolla-
bierungszustand oder, addquater ausgedriickt, Denaturie-
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rungszustand fithren: Die Eliminierung der PC-Molekiile
vom Gitterprotein wird einen Stabilisierungsproze$ des
reinen Gitterproteins einleiten. Diese Stabilisierung wird
durch eine Verkippung der Protein-Untereinheiten aus der
urspriinglichen Gitterebene erreicht. Trotz des Verlustes
der PC-Molekiile fiihrt dieser ProzeB zu einer Verdickung
der Proteinschicht von 45 oder 37 A auf ca. 55 A. Ein sol-
ches Membranverhalten konnte sowoh! elektronenmikro-
skopisch von Fleischer und Stoeckenius'>®! beobachtet als
auch rontgenographisch nachgewiesen werden!>!! (Abb.
25¢, und 25¢,).

Bei elektronenmikroskopischen Verfahren, bei denen so-
wohl Anfirbe- und Kontrastierungsmethoden als auch
Alkohol-Dehydratisierung angewendet werden, erfal3t man
daher ausschlieBlich kollabierte Membranen, d. h. die Ab-
bildungen reprisentieren Proteinschichten, die an ihren
Oberflidchen kontrastiert sind (Abb. 25d). Es existiert daher
keine ,Unit-Membran®, sondern eine allgemeine Erschei-
nungsform denaturierter Membranen. Zum gleichen Ergeb-
nis kommt Sjéstrand in einer eingehenden elektronenmikro-
skopischen Studie!*2.

Bei den Retinastibchen ist bei Dehydratisierungs-Experi-
menten ein anderer UmstrukturierungsprozeB zu erwarten
als bei Kugelvesikeln. Wihrend bei den anderen diskutier-
ten Membranen ein transversaler Orientierungsdruck aus-
geiibt wird, ist bei den Retinastidbchen ein lateraler Druck
zu beriicksichtigen (Abb. 25b). Bei rontgenographischen
Untersuchungen erscheint immer ein 56-A-Reflex, wenn
beim Dehydratisieren die 77-A- und 51-A-Reflexe des ur-
spriinglichen 2d-Gitters verschwinden. Wir vermuten, dal
bei der Dehydratation die Proteinpartikel aus der Ebene
verkippen und eine ,,Huckepack-Struktur” bilden (Abb.
25b). (Blasie und Worthington haben diesen 56-A-Reflex
einer planaren Fliissigkeits-Verteilung der Rhodopsin-
Molekiile zugeordnet!$3)

3.3. Perspektiven fiir molekulare Membranprozesse

Auf der Basis der entwickelten Membranstruktur eréffnen
sich neue Méglichkeiten fiir das Versténdnis der Membran-
Funktionen auf der molekularen Ebene. Drei Postulate sol-
len den folgenden Uberlegungen vorausgeschickt werden:

1. Die Eigenschaft der Lipide, in zwei grundsitzlich ver-
schiedenen Konformationen existieren zu kénnen, und die
Steuerbarkeit der Konformationsiiberginge durch Ligan-
denbindung befihigen die Lipide, als eigentliche ,,Carrier*
beim ,erleichterten” und ,aktiven“ Ionen-Transport zu
fungieren.

2. Auf der Steuerbarkeit von Phaseniibergingen der Phos-
pholipide durch Assoziation oder Bindung von Liganden
und auf der unterschiedlichen Bindungsfihigkeit der ein-
zelnen Lipide gegeniiber einwertigen und zweiwertigen
Ionen beruht die Permeabilititskontrolle in Bio-Mem-
branen.

3. Die Proteine haben die Aufgabe, stereospezifische Struk-
turprobleme zu losen, die enzymatische Steuerung der
Membranprozesse zu iibernehmen und schlieBlich die ener-
getische Kopplung zwischen Membranen und AuBenpha-
sen zu sichern.
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Im folgenden sollen kurz die Konsequenzen der drei vor-
stehend postulierten Gesichtspunkte umrissen werden.

3.3.1. Allgemeine Bemerkungen iiber molekulare Carrier-
Transport-Mechanismen

Die neu gefundenen Lipideigenschaften weisen auf die
Moglichkeit hin, daB die Konformationsdnderungen der
Phospholipide den Carrier-Transport ermdglichen. Unter
Carrier wird hier ein Molekiil verstanden, das in der Lage
ist, eine mechanische Substratverschiebung iiber die Per-
meationsbarriere bewerkstelligen zu konnen. Fine Vari-
ation der Mechanismen ist dadurch gewihrleistet, daB ver-
schiedene Carrier-Molekiile zur Verfiigung stehen und daB
verschiedene Induktions-Systeme und Energie-Ankopp-
lungs-Systeme fiir die individuellen Carrier existieren. In
jedem Fall jedoch wird die Konformationsdnderung durch
einen im Prinzip gleichen physikalisch-chemischen Proze
eingeleitet, ndmlich durch Ligandenbindung oder Ligan-
denaustausch.

Trotz der prinzipiellen Ahnlichkeit der Carrier-Mechanis-
men kdnnen vom energetischen Gesichtspunkt zwei Kate-
gorien unterschieden werden. Im einen Fall sind die Ligan-
den nur schwach assoziiert, im andern Fall bilden sie eine
echte chemische Bindung mit dem Carrier. Entsprechend
den verschiedenen Energieanforderungen stehen auch zwei
Energielieferungssysteme zur Verfiigung. Die Energie wird
entweder durch einen Efflux (Quell-FluB) bereitgestellt,
d.h. durch Aufrechterhaltung eines Konzentrations-Gra-
dienten, oder in Form gespeicherter chemischer Energie
(z. B. in Form der energiereichen Phosphat-Bindung).

Die Einspeisung der chemisch gespeicherten Energie in den
TransportprozeB, d.h. ihre Transformation in eine vekto-
rielle mechanische Bewegung sollte, soweit das im Augen-
blick beurteilt werden kann, iiber die Dissoziationsgleich-
gewichte der Sduregruppen der Carrier erfolgen. So ist z. B.
diskutierbar, daB die durch die Phosphoesterbindung des
ATP zur Verfiigung gestellte Energie dazu dient, Protonen
der Phosphorsduregruppe des Carriers (z. B. PA) gegen Na*
oder Ca?* auszutauschen. Die dadurch eingefiihrte Ande-
rung der intra- und intermolekularen Wechselwirkungs-
energie wird eine sterische Verschiebung der polaren Car-
rier-Gruppe zur Folge haben (Konformationsinderung).
Diese Konformationsdnderung reprisentiert den eigent-
lichen mechanischen TransportprozeB.

Ein solcher Mechanismus erfordert natiirlich einen be-
trichtlich hoheren Aufwand in bezug auf die Substrat-An-
kopplung und Energiebereitstellung direkt an der Mem-
bran als ein efflux-getriebener Transport. Diese beiden
molekularen Mechanismen liegen wahrscheinlich dem ,er-
leichterten” und dem ,,aktiven* Transport zugrunde, die in
der Literatur eingehend phidnomenologisch beschrieben
sind.

3.3.2. Die Permeabilitdtssteuerung

Die eigentlichen Permeationsbarrieren werden in Bio-
Membranen von Lipiden gebildet. Infolgedessen werden
die Permeabilitdtsparameter letzten Endes durch die Lipid-
eigenschaften bestimmt. Aus diesen Lipideigenschaften las-
sen sich drei grundsitzliche Aspekte ableiten, die fir die
Permeabilitit von Bedeutung sein konnen.
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Der erste betrifft die Dicke der Permeationsbarriere in
Bio-Membranen. Es ist sicherlich von entscheidender Be-
deutung, ob die Permeationsbarriere aus einer monomole-
kularen Lipidschicht gebildet wird, d.h. ca. 22 A dick ist,
oder einer bimolekularen Lipidschicht, die eine Dicke von
mindestens 44 A besitzen wiirde. Die Tatsache, daf} die
dubBeren und inneren wiBrigen Phasen, die in vivo an Bio-
Membranen angrenzen, verschiedene pH-Werte und ver-
schiedene Ionen-Konzentrationen aufweisen, spricht sehr
dagegen, daBl in Bio-Membranen bimolekulare Lipid-
schichtbereiche existieren. Strukturen, wie sie in Abbil-
dung 22 dargestellt sind, werden nur stabil sein, wenn die
beiden AuBlenphasen gleich sind, also in gradientenfreien
Membranen. Solche Membranen befinden sich im thermo-
dynamischen Gleichgewicht, sie sind ,tot“. Die ,Basis-
Membran“ kann daher auch als die funktionslose Grund-
form der Bio-Membran im thermodynamischen Gleichge-
wicht definiert werden, deren fiktive Idealformen in Abbil-
dung 22 dargestellt sind. Eine an verschiedene AuBenpha-
sen adaptierte Membran, also eine Membran im FlieB3-
gleichgewicht, kann dagegen nur existieren, wenn sie mono-
molekulare Lipidschichtbereiche bildet, die zudem durch
einseitige Proteinanlagerung total asymmetrische Kon-
struktion besitzt. Die asymmetrischen Strukturen von Ab-
bildung 23a, 23b und 23c sind daher als die stabilsten
Membranstrukturen im biologischen FlieBgleichgewicht
anzusehen. In Analogie zur Definition der Basis-Membran
kann die ,Funktions-Membran“ demnach als die voll
funktionsfihige Bio-Membran im FlieBgleichgewicht defi-
niert werden.

Diese Aussagen sind unmittelbar durch die Lipideigen-
schaften begriindbar. Nehmen wir an, der pH-Wert des
Zellinnenraumes sei 6.5, der des ZellauBenraumes 7.5. Bei
einer bimolekularen Lipidmicelle aus PA zum Beispiel
miite die innere Lipidschicht in der p;,-, die duBere in der
P.-Konformation vorliegen — ein Zustand, der nach unse-
ren Erfahrungen nicht stabil sein kann und zur Entmi-
schung der Lipidmicellen fithrt. Die Micellen der entmisch-
ten Lipide einheitlicher Konformation wiirden jedoch wie-
der demselben Vorgang unterliegen. Dieser ProzeB wiirde
sich so lange wiederholen, bis einseitig an die Lipidschicht
ein Protein assoziiert werden konnte, d.h. der Umstruk-
turierungsprozeB wiirde wieder auf eine stabile, total asym-
metrische Struktur im Sinne der Abbildung 23 fithren. (Um-
gekehrt folgt daraus, da Membranen, die aus ihrem in-
vivo-Milieu entfernt werden (z. B. Isolierung in vitro), eine
Symmetrisierungstendenz iibernehmen und Symmetrisie-
rungsoperationen einleiten, also der Basis-Membran zu-
streben.)

Der zweite wichtige Gesichtspunkt betrifft sprunghafte
Permeabilitdtsdnderungen, die durch pH-Verschiebungen
in der Zelle induziert und gesteuert werden koénnen.
Zur Durchfiihrung solcher unstetigen Permeabilitits-
dnderungen scheint uns der CO,- und pH-abhéngige Pha-
seniibergang von PE geeignet zu sein. Mit diesem System
ist die Permeabilitdt im physiologisch relevanten Bereich
von pH = 5.5 bis 7.5 steuerbar. Die steilste Steuerflanke liegt
entsprechend dem pK-Wert des Kohlensduresystems bei
pH=06.3. Je saurer das Milieu des Zellinnenraumes wird,
desto weniger Hydrogencarbonat wird gebunden und
desto mehr laminare Micellen gehen in hexagonale
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Micellen iiber, d.h. um so permeabler wird die Lipid-
schicht. Ein weiteres System, das noch prignanter als
PE/Hydrogencarbonat/Kohlensiure auf pH-Anderungen
anspricht, bildet der Komplex aus PS, Ca?* und an-
organischem Phosphat. Die normale Bindungskapazitit
von PS gegeniiber Ca?* wird zwischen pH=62 und
pH=6.3 sprunghaft vervierfacht, wenn gleichzeitig an-
organisches Phosphat zur Verfiigung steht>4,

Als ebenso wesentlich wie die unstetigen Permeations-
eigenschaften, die eine groBe Rolle bei der sensorischen
Erregungsbildung spielen diirften, ist die Einstellung
und Kontrolle eines stetigen Permeationsflusses (Leck-
flusses) anzusehen. Dies ist der dritte Gesichtspunkt,
der abschlieBend erwdhnt werden soll. Ein konstanter
PermeationsfluB sollte durch weitgehend pH-unabhingige
Ca?*-Bindung an die Phospholipide PA, PC, PE und PS
aufrechterhalten werden. Der entscheidende Parameter
wird hierbei die Ca?*-Konzentration im Zellinnern sein,
die ihrerseits durch den aktiven Ca®*-Transport deter-
miniert wird.

4. Schlubemerkung

Der vorangegangene Aufri} iiber Membranen ist eine Dar-
stellung von experimentellen Ergebnissen und darauf basie-
renden Postulaten, im Ganzen gesehen eine weitgefalite
Membran-Hypothese. Das Anliegen dieser Arbeit ist es
nicht, ein perfektes Bild der Bio-Membran zu liefern, son-
dern unseren Standpunkt darzulegen und neue Gesichts-
punkte fiir die Bewiltigung molekular-biologischer und
molekular-medizinischer Probleme beizutragen.

Fiir die wertvolle Unterstiitzung bei der Vorbereitung des
Manuskriptes und fiir zahlreiche Diskussionen, die wesent-
liche Beitrige zu dieser Arbeit geliefert haben, danke ich
ganz besonders Herrn Dr. H. Emrich. Ebenso herzlich danke
ich den Herren Dipl.-Phys. S. Stange und Dipl.-Chem. D. Wal-
ter, die viele experimentelle Daten bereitgestellt haben. Herrn
H. Pape bin ich fur die Ausfiihrung der Computer-Rechnun-
gen zu Dank verpflichtet. Schlieflich darf ich Fraulein
G. Zippan fiir die technische Unterstiitzung und fiir die
Ausfiihrung der Zeichnungen danken.
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