Die BakteriengeiBieln (Flagella) und das Geifelprotein Flagellin"™

Von Wolfram Bode!”

Im Vergleich zu den relativ komplizierten GeiBeln aller kernhaltigen Lebewesen besitzen
die meisten aktiv beweglichen Bakterien sehr viel einfacher gebaute Bewegungsorganellen.
Diese Flagella sind einseitig in der Zellmembran verankerte, lange, diinne Filamente mit
schraubenférmiger Uberstruktur. Wihrend der Bewegung laufen an ihnen helicale Wellen
in distaler Richtung entlang. In den Flagella sind identische Bausteine nur einer einzigen
Proteinspezies, des Flagellins, iiber nichtkovalente Bindungen miteinander verkniipft. Durch
schonende Methoden konnen die Flagellinuntereinheiten voneinander getrennt und im isolier-
ten Zustand biochemisch und struktur- sowie gestaltsmiBig untersucht werden. Unter be-
stimmten Bedingungen k&nnen sie in vitro zu polymorphen helicalen Filamenten reaggregie-
ren, die sich von intakten GeiBeln kaum unterscheiden lassen. Im Flagellum sind die gestreck-
ten Flagellinmolekiile in ca. zehn parallelen Stringen geschichtet angeordnet, die wiederum
zu einem Hohlzylinder zusammengefiigt sind. Da dieser zu einer groBen Schraube deformiert
ist, sind die einzelnen chemisch identischen Flagellinprotomeren sowie auch die Protomer-
stringe in den helicalen Flagella nur noch quasidquivalent. Vermutlich kann in vivo das
Konformations- und Bindungsmuster der einzelnen longitudinalen Flagellinreihen von den
Basalstrukturen aus gesteuert werden, so daB folgender Bewegungsablauf innerhalb des
Flagellums denkbar ist: Eine zyklisch induzierte Léngendnderung der einzelnen Stringe
konnte eine scheinbare Rotation der Flagellumschraube bewirken. Nach hydrodynamischen
Berechnungen reicht der resultierende Vorwirtsschub aus, um den Bakterien die beobachteten

Geschwindigkeiten bis zu 50 um/s zu verleihen.

1. Einleitung

Alle GeiBeln der kernhaltigen (eukaryontischen) Einzeller
(z.B. Flagellaten) wie auch der beweglichen Zellformen
hoherer Lebewesen (z. B. Zoosporen, Spermatozoen von
Wirbellosen und Wirbeltieren) weisen trotz verschiedenar-
tiger duflerer Form und Funktion einen iiberraschend
gleichartigen Feinbau auf: Eingelagert in eine wenig struk-
turierte Matrix und miteinander verbunden durch feine Se-
kundirfasern, sind immer zwei zentrale Achsenfiden von
neun peripheren Doppelfibrillen zylindrisch umgeben!! ~ 31,
Man vermutet, dal3 die wellenférmigen oder schlagenden
Bewegungen der Geifleln durch Kontraktion oder gegen-
seitige Verschiebung dieser Proteinfibrillen hervorgerufen
werden.

Sehr viel kleiner und einfacher im Aufbau sind die Bakte-
riengeiBeln. Sie dhneln in GroBe und Struktur den einzel-
nen peripheren und axialen Fibrillen der Eukaryontengei-
Beln und konnen deshalb als ein primitiver Grundtyp fiir
die komplizierteren Bewegungsorganellen angesehen wer-
den. Wegen ihres relativ einfachen Aufbaus sind die Bakte-
rienflagella daher vermutlich die brauchbarsten Studienob-
jekte, um prinzipielle Kenntnisse iiber Struktur und Funk-
tion kontraktiler biologischer Bewegungselemente zu ge-
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winnen. Von den Ubersichtsartikeln iiber BakteriengeiBeln
seien neben einem besonders ausfiihrlichen Referat!* einige
Arbeiten erwihnt, die sich mit den Bewegungsmechanis-
men von Bakterien!®: - ®3 sowie mit Genetik und Struktur
der GeiBeln!”~ ! befassen. Im folgenden soll gezeigt wer-
den, welche Kenntnisse man heute bereits iiber die Form
und Feinstruktur der Flagella hat und wie man sich vermut-
lich den Bewegungsablauf innerhalb der Geilleln vorstellen
kann. Besonders ausfiihrlich sollen dabei die Eigenschaften
des Flagellins, insbesondere seine erstaunliche Fihigkeit
zur in-vitro-Aggregation, besprochen werden.

2. Begeifielung und Geillelform

Viele Bakterien sind in der Lage, in oder auf fliissigen
Medien in Richtung eines Nahrungsgradienten zu
.schwimmen®. Die meisten Bakterien benutzen dabei fiir
ihre aktiven Bewegungen hochspezialisierte Organellen,
die Flagella. Daneben sind nur wenige motile, aber unbegei-
Belte Bakterien bekannt, die sich auf andere Weise bewegen
(z.B. Spirochiten, Myxobakterien!*- ).

Die Anordnung der Flagella an der Bakterienzelle ist art-
spezifisch!! 21, Bekannt sind Bakterien mit einer einzigen,
polar inserierten GeiBel, mit je einer GeiBel an jedem
Zellpol, mit einem Flagellabiindel an einem Pol oder an
beiden Polen oder mit zahlreichen, an der gesamten Zell-
oberfldche entspringenden GeiBeln (peritriche BegeiBelung,
s. Abb. 1). Die GeiBeln haben meistens eine Linge von
etwa 10 pm und einen einheitlichen, aber artspezifischen
Durchmesser von 120 bis 200 A. Sie besitzen im angehefte-
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ten wie auch im abgeschiittelten Zustand in Losung die
Form einer Schraube!*!. Beider Eintrocknung und Kontra-
stierung auf der ebenen Unterlage kollabieren die helicalen
Flagella und erscheinen im Elektronenmikroskop als
sinusférmige Filamente, deren artspezifische ,,Wellenldn-
ge* etwa der Ganghdhe der urspriinglichen Helix gleichge-
setzt werden kann und bei den peritrich begeiBelten Eubac-
teriales, wie z.B. Proteusbakterien (Abb. 1), Salmonella
und Bacilli, normalerweise knapp 2.5 pm!*- 1% betréigt (nor-
maler Flagellatypus). Mit Ausnahme einiger paralysierter
Mutanten!®! konnen diese normal begeifielten Bakterien
im allgemeinen relativ rasche Rotations- und Translations-
bewegungen ausfiihren.

[Ag621]

Abb. 1. Elcktroncnmikroskopische Aufnahme eines peritrich begeiBelten
Bakteriums { Proteus mirabilis) nach Negativkontrastierung mit 2-proz
Kaliumwolframatophosphatldsung bei pH=17.

Daneben sind aber auch wenig bewegliche Mutanten mit
curly-Flagella gefunden worden, deren Wellenlinge etwa
die Hilfte derjenigen der normalen Flagella betrigt, ent-
sprechend einer etwa halbierten Steighdhe der Flagellahe-
lix™*-%- 1%L AuBerdem konnen neben kaum beweglichen
Mutanten mit kurzen kreisformigen Flagella auch noch
vollkommen unbewegliche Bakterien mit vollig geraden
(..straight*) Flagella beobachtet werden(* '°, Diese Ande-
rungen der Flagellaform sind zumeist genetisch bedingt
(vgl. Abschnitt 4). In Ndhrmedien mit sehr niedrigen pH-
Werten hat man die kurzwellige Flagellaform aber auch
bei Proteus-mirabilis-Wildtypen finden konnen, die unter
gewdhnlichen Wachstumsbedingungen normale Flagella
besitzen!* 12,

Einzelne Flagella konnen wegen ihrer geringen Dicke licht-
mikroskopisch erst nach Trocknung und spezieller Beizfir-
bung betrachtet werden!®l. Bei den vielbegeiBelten Bakteri-
en lagern sich die Flagella aber wihrend der Bewegung
zu einem dicken, helicalen Biindel zusammen. Die gemein-
same Bewegung dieses GeiBelbiindels am lebenden Bakte-
rium kann im Lichtmikroskop beobachtet werden (Abb.
2). Wihrend der aktiven Bewegung weist dieses GeiBelbiin-
del immer in die der Fortbewegung entgegengesetzte Rich-
tung. Dabei laufen fortwidhrend helicale Wellen in distaler
Richtung an diesem Biindel entlang, das daher wie eine
rotierende Schraube aussieht. Zugleich scheint sich der
Bakterienkorper gegensinnig drehend im Medium vor-
wirtszuschrauben. Einige Bakterien konnen so Geschwin-
digkeiten von iiber 50 pm/s erreichen, d.h. ein Vielfaches
ihrer Korperldnge in der Sekunde zuriicklegen.
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Wenn die Bakterien langsame Schwimmbewegungen aus-
fiihren, konnen manchmal auch Ubergiinge zwischen zwei
unterschiedlichen Schraubenformen der Biindel beobach-
tet werden, die einer normalen Helix bzw. einer Schraube
mit nur etwa der halben Ganghohe (curly-Typ) entspre-
chen!'?!, Diese Eigenschaft des GeiBelbiindels, nacheinan-
der oder gleichzeitig in zwei bestimmten, gut voneinander

Abb. 2. Lichtmikroskopische Aufnahme eines Salmonella-Bakteriums
mit seinem Biindel normaler Flagella wiihrend der Bewegung (Dunkelfeld-
beleuchtung). Die Aufnahme wurde freundlicherweise von Dr. T. Iino
und Dr. 8. Asakura zur Verfiigung gestelli.

unterscheidbaren Schraubenformen auftreten zu konnen,
wird auch , Biplizitit“ genannt. Da solche Ubergiinge aber
nur relativ selten wihrend der Bewegung beobachtet wer-
den konnen, diirfien sie fiir die Bewegung nicht notwendig
oder verantwortlich sein.

3. Die Feinstruktur der Geillel

Wiihrend die Flagella bei mechanischer Belastung wie z. B.
Schiitteln, Rithren oder Zentrifugieren in Hohe der Zell-
wand abbrechen, konnen nach schonender enzymatischer
Ablosung der Zellwand und Behandlung mit Detergentien
ganze Geifleln einschlieBlich ihrer Verankerung préparativ
dargestellt und untersucht werden!!3-'#1, Danach bestehen
alle BakteriengeiBeln unabhéngig von ihrer Herkunft ein-
heitlich aus drei morphologisch unterscheidbaren Teilen:
Die GeiBel beginnt in einem mit der Cytoplasmamembran
verbundenen Basalkdrper, tritt mit dem Geifielhaken durch
die Zellwand und setzt sich dann in dem langen, helicalen
Hauptfilament fort.

Erst kiirzlich ist es gelungen, Feinstrukturen an der isolier-
ten Basalregion zu erkennen!! 3!, Danach sitzen bei gramne-
gativen Bakterien wie z. B. E. coli auf einem relativ diinnen
Stift vier ringférmige, voneinander abgesetzte Scheiben.
Beider inserierten GeiBel diirften drei der Ringe mit jeweils
einer der definierten Schichten der Zellhiille gramnegativer
Bakterien verbunden sein, nimlich der Cytoplasmamem-
bran (innen), der Mureinschicht (Mitte) und der Lipopoly-
saccharidschicht (auBen)!!31. Das Bindeglied zwischen dem
Basalkorper und dem helicalen Hauptfilament bildet der
GeiBelhaken, ein leicht gekriimmter Zylinder von etwa
500A Liange (s. Abb. 3). Sein Durchmesser liegt meistens
etwas iiber dem des Filaments, von dem er sich auch
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durch seine groBere Temperaturbestindigkeit und Wi-
derstandsfahigkeit gegeniiber desaggregierenden Agentien
unterscheidet(* !3- 4. Offenbar besteht er auch aus einem
anderen Protein als das Hauptfilament!#- 4!,
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[A552.3] : :
Abb. 3. Elektronenmikroskopische Aufnahme eines abgetrennten Flagel-
lums von Proreus mirabilis mit Haken und eingeschnittenem ,Schwanzen-
de (vgl. Text) nach Negativkontrastierung mit 2-proz. Kaliumwolfra-
matophosphatlésung bei pH=7. '

Abb. 4. Flagellum (B-Form) von Pseudomonas fluorescens mit periodisch
gestortem longitudinalem Streifenmuster. Die Aufnahme (Kontrastierung
mit Uranylacetat) wurde freundlicherweise von J. Lowy zur Verfiigung
gestellt.

An den GeiBelhaken schliefit sich — oft iiber eine etwas
verengte Region —das helicale Hauptfilament an, das auch
oft alletn schon als ,,Flagellum* bezeichnet wird. Mit eini-
gen Ausnahmen, bei denen ein weiteres Protein das Fila-
ment mit einer Geilelscheide umbhiillt!#-!31, bestehen die
Flagella aus chemisch gleichen Bausteinen eines einzigen
Proteins, des Flagellins. Nach elektronenmikroskopischen
Aufnahmen bilden eiférmige morphologische Untereinhei-
ten, die aufgrund ihrer Abmessungen von ca. 50A!!5-16!
mit dem Flagellin identisch sein diirften, einen Zylinder
(Abb. 4). In einigen Fillen erscheinen die Untereinheiten
etwa hexagonal zusammengepackt, wobei eine deutliche,
schrige Querstreifung auf eine helicale Anordnung der
Protomerstringe hinweist (A-Form!'3}). In anderen Fillen
(Abb. 4) scheint die Zylinderwand aus acht!'*) neun bis
zehn!'7- 181 oder elft1° 291 ongitudinalen Flagellinreihen
zu bestehen (B-Form!!®)).

Aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen und aus
Rontgen-Faserdiagrammen konnten die Abstinde zwi-
schen den Untereinheiten in axialer Richtung recht genau
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zu 52 A121- 231 die seitlichen Abstiinde zwischen den longi-
tudinalen Reihen oder Untereinheiten aber zu 40 bis 60 A
bestimmt werden!* !5- €] Dabei erwiesen sich die Abstin-
de in axialer Richtung im Gegensatz zu denen in lateraler
Richtung als duBerst invariant gegeniiber Trocknungsgrad
sowie Kontrastierungs- und Priparationsart/24],

An abgeschiittelten Flagella, insbesondere nach Verkiir-
zung durch Ultraschall oder durch mehrfaches Einfrieren
und Auftauen, kann sich Negativkontrastierungsmittel wie
Kaliumwolframatophosphat in die Achsenregion einlagern
(Abb. 5). Dadurch konnen in der Achse kurzer Flagella
bis zu 30A dicke Kontrastlinien auftreten!*-1°~ 181 dje
allerdings nie so stark sichtbar werden wie etwa beim
Tabakmosaikvirus oder bei Bakteriophagenschwinzen! !,
Aufdas Vorliegen eines hohlen Zentralkanals weisen auch
Rontgen-Beugungsversuche an orientierten Flagellabiin-
deln’?°! wie auch Rdntgen-Kleinwinkelmessungen an ver-

Abb. 5. Elektronenmikroskopische Aufnahme von ultrabeschallten Fla-
gella (Proteus mirabilis) nach Negativkontrastierung mit 2-proz.
Kaliumwolframatophosphatlosung bei pH=7. Zu crkennen ist eine
schwache, schwarze Zentrallinie.

Abb. 6. Elektronenmikroskopische Aufnahme von beschallten Flagclla
( Proteus mirabilis) nach Negativkontrastierung mit 2-proz. Kalium-
wolframatophosphatldsung bei pH =7. Zu erkennen sind jeweils ein run-
des bis spitzes und ein eingeschnittenes Ende.

schieden langen Flagella in Losung!!”- '8! hin. Im letzteren
Fall erwiesen sich die Flagella von Proteus mirabilis als
etwa streudquivalent zu einem langen Hohlzylinder mit
duBerem bzw. innerem Durchmesser von 150 bzw. 30 Al#1,
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An kurzen Flagellabruchstiicken kdnnen in bestimmten
Fillen unterschiedlich ausgebildete Enden beobachtet wer-
dent* 10 17.18.26.27) Nach Negativkontrastierung ist ein
Ende immer rund bis spitz, wilhrend das andere einge-
schnitten erscheint (Abb. 6). Nach Schrigbedampfung mit
Schwermetallen bleibt dagegen nur noch die Spitze, nicht
aber das ,Schwanzende* sichtbar!?®), Wie Abbildung 3
zeigt, enthilt das distale, von der Bakterienzelle und dem
GeiBelhaken abgewandte Ende des verankterten Flagel-
lums diesen Einschnitt.

Abb. 7. Feinstrukturmodell des Flagellumfilaments, aufgebaut aus keilfor-
migen Untereinheiten [18] (Erklirung siche Text).

Das Beobachtungsmaterial erlaubt es nun bereits, ein recht
detailliertes Feinstrukturmodell des Geiflelfilaments zu
entwickeln. Bei dessen Konstruktion wird noch von einer
zusitzlichen Information Gebrauch gemacht, die erst in
Abschnitt 4 ausfiihrlich begriindet werden kann. Das Fla-
gellinmonomere besitzt ndmlich keine kugelige Gestalt,
wie frilher angenommen!' !, sondern ist ein sehr gestrecktes
Molekiil!!7- 8] Da eine dichte, zylindrische Packung von
langen Protomeren nur moglich ist, wenn jede Untereinheit
nahe der Zylinderachse weniger voluminds ist als an der
Peripherie, diirfte ein Keil eine verniinftige Nédherung fiir
dic wirkliche Form des Protomers sein. Im Feinstruktur-
modell (Abb. 7)ist in Anlehnung an Lowy und Hanson!'3!
angenommen worden, daB (bei den Flagclla der Eubacte-
riales) die Flagellinprotomeren mit einem regelmiBigen
Abstand von 52 A in acht etwa achsenparallelen Stringen
aufgereiht sind, die wiederum zu einem hohlen Zylinder
zusammengefiigt sind. Zugleich sind die Protomeren in
benachbarten Reihen versetzt und hexagonal angeordnet
und bilden Helices mit acht Untereinheiten pro-Schrauben-
windung.

Eine dieser vier gleichen 8/4-Helices ist in Abbildung 7
zur besseren Sichtbarmachung hell gezeichnet. Das helicale
Oberflachengitter wird durch die sich kreuzenden (vier)
8/4-Helices und die (acht) longitudinalen Reihen (allgemein
durch zwei Familien von parallelen Helices) bestimmt.
Die genaue Protomeranordnung und die Anzahl der longi-
tudinalen Reihen (nach neuesten Messungen durch Opti-
sche Diffraktion™® 2% eher elf als acht) sind z.Z. noch
nicht eindeutig bekannt. Nach diesem Modell!'® werden
die in elektronenmikroskopischen Bildern etwa rund
erscheinenden morphologischen Untereinheiten mit einem
Durchmesser von etwa 50 A damit erklirt, daB von den
ldnglichen Protomeren an der Oberfliche nur ein etwa
kreisf6rmiger Teil sichtbar ist.

Mit seinem kegelférmigen und seinem eingeschnittenen
Ende kann dieses Modell dariiber hinaus auf molekularer
Ebene die unterschiedlichen Endstrukturen der polaren
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Flagella (Abb. 6) erkldren. Im Gegensatz zum groflen Ach-
senkanal mit etwa 60 A effektivem Durchmesser des Lowy-
Hanson-Modells lassen die Protomeren in diesem Fein-
strukturmodell nur einen schmalen Hohlraum von etwa
30 A Durchmesser frei, wie er durch die Rontgen-Messun-
gen und die relativ schwache Anfdrbbarkeit (Abb. 5) nahe-
gelegt wird.

4. Das Flagellin

Das helicale Filament zerfdllt bei Behandlung mit Deter-
gentien, strukturbrechenden Salzen!!", Sduren!'?®-3%1 Al-
kalien oder auch beim Erhitzen!!in identische Flagellin-
untereinheiten, die also im Flagellum nur iiber nichtkova-
lente Bindungen verkniipft sind. Monomeres Flagellin wird
meistens durch Hitze- oder Siuredissoziation dargestellt
(vgl. 1), Das Molekulargewicht von Flagellinen verschie-
dener Organismen wurde unter physiologischen Bedingun-
gen (pH=7, ca. 0.15 mol/l NaCl) in der Ultrazentrifuge
zu etwa 40000 bestimmt!!8-29-33] Diese Werte konnten
in denaturierenden Reagentien wie 6 M Guanidiniumchlo-
rid, durch die Natriumdodecylsulfat-Diskelektrophorese
oder durch Analyse der Flagellinpeptide nach Trypsin-
oder BrCN-Spaltung bestitigt werden!!8:34~37],

Damit wurde zugleich gezeigt, daB in den meisten Fillen
das Flagellin das einzige und kleinste Protomere der Flagel-
la ist und aus einer einzigen Peptidkette besteht. Bei weni-
gen Organismen sind jedoch zwei chemisch sehr dhnliche,
aber doch unterscheidbare Proteinkomponenten in den
Flagella gefunden worden!*, Inwieweit dies einer Makro-
oder Mikroheterogenitdt des Beobachtungsmaterials zuzu-
schreiben ist, 14Bt sich z.Z. noch nicht entscheiden!*.
Bei cinigen Salmonellabakterien hat man aber zwei fir
die Flagellinbiosynthese zustdndige, nebeneinander vorlie-
gende Strukturgene festgestellt, von denen phasenabhingig
Jeweils eines an- und eines abgeschaltet ist (vgl. [+-°7),

Der manchmal in geringen Mengen nachgewiesene Koh-
lenhydratanteil in Flagellinpriparationen diirfte meistens
einer Verunreinigung durch Zellwandpolysaccharide zuzu-
schreiben sein, die im Unterschied zu den H-Antigenen
der Flagella die bakteriellen O-Antigene sind!*81. Alle Fla-
gelline haben eine charakteristische Aminosdurezusam-
mensetzung: Sie enthalten nie Cystein und Tryptophan,
selten Prolin und Histidin und meistens wenig Methionin,
Tyrosin und Phenylalanin. Auffillig ist auch ein relativ
hoher Anteil an nichtpolaren, hydrophoben Aminosduren.
In manchen Flagella ist die seltene Aminosidure e-N-Me-
thyllysin gefunden worden'*- 3+ 3¢, Vermutlich werden ei-
nige in bestimmten Bereichen der Peptidkette lokalisierte
Lysine am fertigen Flagellinmolekiil enzymatisch methy-
liert'*®!. Von einem Bacillus-subtilis-Wildtyp mit normal-
schraubigen GeiBeln konnten durch Behandlung mit muta-
genen Reagentien unbewegliche Mutanten mit vollig gera-
den Flagella erzeugt werden!*? 4%, In allen Fillen hatte
die Mutation den Austausch einer einzigen Aminosiure,
nidmlich den von Valin fiir das urspriingliche Alanin, zur
Folge.

Es ist moglich (vgl. Abschnitt 5), das Flagellin in neutralen
Puffern fiir langere Zeit monodispers in Losung zu hal-
tent18-29:311 Dyjes erlaubt die Messung von Form- und
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Strukturparametern des Flagellins. So konnten der Streu-
massenradius und der Stokessche Radius des isolierten, neu-
tral gelosten Flagellins von Proteus mirabilis (mit der Ront-
gen-Kleinwinkelstreuung bzw. aufgrund seines Elutions-
verhaltens an Sephadexgelen) zu etwa 40 bzw. 37 A be-
stimmt werden'!’-!8, Im Vergleich dazu wiirden der
Streumassenradius bzw. der Radius einer kompakten Ku-
gel mit dem Molekulargewicht und Partialvolumen des
Flagellins nur 17.5 bzw. 23 A betragen.

Auch die Sedimentationskonstante s und die Viskositéts-
zahl [n] sind sehr viel kleiner bzw. groBer, als fiir ein
kugelférmiges solvatisiertes Teilchen zu erwarten wiire.
Danach verhilt sich das Flagellin hydrodynamisch wie
ein gestrecktes starres Rotationsellipsoid mit einem Ach-
senverhiltnis von etwa 9:11'8. Das Flagellin ist etwa
streudquivalent mit einer Reihe gestreckter geometrischer
Korper mit etwas kleinerem Achsenverhiltnis und mittle-
ren Lingen um 160 A. Unter der Annahme, daB sich die
Form des isolierten nicht schr von der des polymerisierten
Flagellins unterscheidet, wurde aus solchen streudquivalen-
ten Untereinheiten mit Keilform das Feinstrukturmodell
(Abb. 7) aufgestellt!8l,

Durch optische Rotationsdispersion (ORD) und Circular-
dichroismus (CD) - zwei optische Methoden, die Aussagen
iiber den Anteil an Sekundirstrukturen in Proteinen gestat-
ten — konnte gezeigt werden, daBl das isolierte Flagellin
unter etwa physiologischen pH-Werten und Salzkonzen-
trationen bei Raumtemperatur in einem von seiner Vor-
behandlung unabhingigen Konformations- und Struktur-
zuastand vorliegt!!#-27-41 =441 Aufgrund seiner molaren El-
liptizitdt pro mittlerem Aminosdurerest bei 220nm von
- 8800 Grad-cm?/Dezimol kann man fiir das Flagellin
von Proteus mirabilis'**} nach den iiblichen Methoden den
Anteil an «-helicalen Strukturbereichen zu etwa 25% ab-
schiitzen (vgl. andere Wertel# 4! ~44]),

5. Die in-vitro-Reaggregation

Das Flagellin kann in vitro zu langen, helicalen Filamenten
reaggregieren, die sich bei elektronenmikroskopischer Be-
trachtung, aufgrund ihrer Rontgen-Beugungsmuster oder
ihrer optischen Eigenschaften von den urspriinglichen, na-
tiven Flagella kaum unterscheiden lassen. Diesen Selbst-
organisationsproze} bezeichnet man auch als Polymeri-
sation, obwohl dabei keine kovalenten Bindungen gekniipft
werden. Das Flagellin von Bacillus pumilus polymerisiert
z.B. in 0.02M Phosphatpuffer zwischen pH=54 und 5.6
(der isoelektrische Punkt der Flagelline liegt um 5) bei
26°C relativ schnell zu flagelladhnlichen Filamenten. Zwi-
schen pH =4 und 4.9 entstehen dagegen lineare Strukturen,
die sich bei Erhdhung des pH-Wertes irreversibel ebenfalls
in helicale Filamente umwandeln*%!, Spontan polymeri-
stert Flagellin auch in halbkonzentrierten, neutralen
Lésungen bestimmiter ,,aussalzender” Anionen (z. B. CO%~,
F~, SO}, HPOZ ™ )i10-46-471 Bei dieser ,,Salzpolymerisa-
tion“ nehmen in einem Molarititsbereich zwischen 04
und 1.2 die Bildungsgeschwindigkeit und die Anzahl der
Fragmente mit der Konzentration von Salz und Flagellin
zu, die Linge der schlieBlich gebildeten Filamente aber
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ab. Aus der Konzentrationsabhédngigkeit von Linge und
Bildungsgeschwindigkeit der Filamente wurde abgeschitzt,
daB zur Keimbildung etwa drei Monomere zusammentre-
ten miissen!!0-47),

Um pH=7 und in Gegenwart von etwa 0.15 mol/l Na-
triumchlorid bleiben Flagellinlosungen dagegen lange mo-
nodispers und stabil, so daB ausfiihrliche Untersuchungen
am gelBsten, nativen Flagellin mdglich sind (vgl. Abschnitt
4). Dagegen polymerisieren die Flagellinmonomeren unter
diesen Bedingungen in Gegenwart von etwa 0.3 pm langen
Flagellafragmenten {(Seeds), die durch Ultraschall darge-
stellt werden konnen, relativ schnell auf diese auft®'!. Bei
dieser ,,Seedspolymerisation” wachsen die Fragmente aus-
schlieBlich am Schwanzende (vgl. Abb. 6)!27), Die Polymeri-
sationsgeschwindigkeit ist direkt proportional der Anzahl
der zugesetzten Seeds. Sie wichst mit steigender Monomer-
konzentration bis zu einem Grenz- oder Sittigungswert
von etwa 15mg/ml Flagellin, wenn zwischen dem Einbau
von zwei Monomeren etwa 0.3s verstreichen''°L,

Die Stabilitit der Flagella und die Fahigkeit des Flagellins
zur Seedspolymerisation zeigen, daB sich das isolierte Fla-
gellin in 0.15M Natriumchloridlésung um pH=7 und bei
Raumtemperatur in einem kinetisch gehemmten Zustand
befindet; thermodynamisch stabil unter diesen physiologi-
schen Bedingungen sind nur die helicalen Filamente. Wéh-
rend also die Keimbildung duBerst langsam und schwierig
ist, kommt es bei Anwesenheit von Keimen, als Seeds
zugefiigt oder in einem anderen LOsungsmittel spontan
gebildet, zu einem relativ schnellen Kettenwachstum. Da-
mit zeigt dieses Flagella-Flagellin-System dhnlich wie z B.
das G-F-Actin-System!*®#-4°! charakteristische Eigenschaf-
ten ciner kooperativen Aggregation, wie sie z. B. bei der
Kristallisation oder anderen Phasenumwandlungen!>?-311
beobachtet werden.

In der Theorie der linearen (oder helicalen) kooperativen
Aggregation!*®-3¢~ 521 wird im einfachsten Fall angenom-
men, daBl oberhalb einer bestimmten KeimgroBe alle fol-
genden elementaren Gleichgewichts-Wachstumsschritte
mit derselben Gleichgewichtskonstanten K beschrieben
werden kdnnen. Nur die ersten Keimbildungsschritte sollen
thermodynamisch ungiinstiger sein, indem etwa die Ge-
schwindigkeitskonstanten des Keimaufbaus sehr viel klei-
ner als die der Keimverldngerung sein konnen. Dies kann
z.B. daher riihren, daB3 die beteiligten Monomeren vor
oder wihrend der Keimbildung gemeinsam ihre Konfor-
mation dndern miissen (s.u.) oder daBl im Keim weniger
Bindungsstellen pro Monomer vorhanden sind als in den
groBeren Aggregaten (vgl. '**1). Obwohl auch noch hohere
Oligomere mit dem kleinsten stabilen Keim identisch sein
konnen (s.0.), sei hier die erschwerte Keimbildung formal als
Dimerisation bezeichnet mit der Dimerisationskonstanten
K, = 6-K (nach Winklmair'*>3)), Der Kooperativititspara-
meter ¢ ist dabei umso kleiner, je mehr das Monomere
den Keim als Konformations- oder Wachstumsmatrize
benotigt. Der genaue Zustand eines solchen Monomer-Po-
lymer-Gleichgewichtssystems ist dann von ¢ und K (und
damit von duBeren Parametern wie pH-Wert, Ionenstérke,
Art der Salze, Temperatur) und von der Gesamtprotomer-
konzentration ¢, abhingig, da es sich um bimolekulare
Reaktionen handelt. Im Falle sehr hoher Kooperativitiit
(o < 1)enthilt die Losung bei K - ¢, < | praktisch nur Mono-
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mere, wihrend bei K -¢,=1, also bei der kritischen Micel-

lenkonzentration ¢, = 1/K, plétzlich auch Polymere auftre-
tenl48-33]

Leider konnten bisher beim Flagellin (im Gegensatz zum
Actin!*®1) zur Priifung der Theorie keine echten Gleichge-
wichtsmessungen durchgefiihrt werden, da die Asso-
ziation in der Nihe des Gleichgewichts auBerordentlich
langsam erfolgt und daher das echte Gleichgewicht schwer
zu bestimmen ist. In einem Fall wird aber beim Salmonella-
flagellin iiber eine ,kritische Flagellinkonzentration“ be-
richtet!!°!. Viskosimetrisch konnte nimlich beobachtet
werden,dal bei 40 °C Seeds in Losung mit Flagellinkonzen-
trationen unter 0.6 mg/ml depolymerisierten, wahrend sie
bei 0.6mg/ml Flagellin stabil blieben und bei hoheren
Konzentrationen auf Kosten des monomeren Flagellins
sogar wuchsen. Bei der Versuchstemperatur von 40°C lie-
gen aber sicherlich keine physikalisch einheitlichen Flagel-
linspezies mehr vor. So nimmt z. B. der a-helicale Struk-
turanteil des Flagellins ab 27°C!'®! bzw. 35°C*!! mit stei-
gender Temperatur stark ab. Auch dilatometrisch wurde
eine Strukturinderung bzw. Auffaltung des Flagellins in
diesem Temperaturbereich festgestellt. Wihrend der Fla-
gellinpolymerisation dndert sich nimlich das Molvolumen
unter 28°C um + 150 ml/mol Flagellin und {iber 35°C sogar
um das Doppelte!*#. Die Polymerisationsgeschwindigkeit
nimmt mit steigender Temperatur unter 27°C zu, dariiber
aber wieder ab!!"- 3341 Nach halblogarithmischer Auftra-
gung der Anfangsgeschwindigkeit!! ! oder der Halbwerts-
zeit der Polymerisation!3#! gegen die reziproke Temperatur
wurde aus dem (zwischen 4 und 20°C) geraden Kurvenver-
laufdie Arrheniussche Aktivierungsenergie des Wachstums-
schrittes zu 8 bis 10 kcal/mol bestimmt. Bei héheren Tem-
peraturen ergeben sich wegen des negativen Temperatur-
kocffizienten der Polymerisationsgeschwindigkeit (s.o.)
scheinbar negative Aktivierungsenergien. Man hat ver-
sucht, sie durch ein vorgelagertes, stark temperaturabhén-
giges und reversibles Gleichgewicht zwischen aktiver und
inaktiver Form des Monomeren zu erkldren!!7-341,

Die CD- und ORD-Spektren der Flagella sind bis auf
eine leichte Rotverschiebung den Flagellinspektren in der
Form ihnlicht*?4%! Die molare mittlere Restelliptizitit
der Flagella bei 220nm betrdgt aber mit etwa —15000
Grad cm?/Dezimol** 43} das 1.7-fache bzw. 1.5-fache
des Wertes fiir isoliertes Flagellin in physiologischen Puf-
fern bzw. in polymerisationsfordernder 0.9 M Ammonium-
sulfatlosung!'*# **!, Diese starke Erhdhung der optischen
Aktivitidt wihrend der Polymerisation wird héufig als Hin-
weis auf eine Konformationsinderung interpretiert, die
das Monomere vor, wihrend oder nach Einbau in das
Flagellum durchmachen muB/* '°). Ohne quantitative
Rechnungen oder Messungen an &hnlich komplizierten
Systemen ist aber schwer abzuschitzen, inwieweit allein
die helicale Anordnung und dichte Packung der optisch
aktiven Protomeren im Flagellum (s. Abb. 7) bereits die
Rotationsstiirken der Elektroneniiberginge beeinflussen
bzw. verstidrken konnen (vgl. Cholesterinphasen!®!). Die
Partikelstreuung, die bei sehr groBlen optisch aktiven Teil-
chen diskutiert und auch gemessen wird"3¢ 571 scheint
nicht die Ursache dieser optischen Effekte zu seint'® 44
zumal da sie eher zu kleineren Amplituden fiihren sollte
(vgl. aber ).
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Am Carboxyende der Salmonella- und Proteusflagelline
mit ihren ca. 380 Aminosdureresten steht Arginin!34-36-38J,
Nach seiner enzymatischen Abspaltung durch Carboxy-
peptidase B verliert das Flagellin weitgehend seine Fihig-
keit zur spontanen und schnellen in-vitro-Polymerisa-
tion!*>- 381 1m Flagellum widersteht dagegen dieses C-ter-
minale Arginin dem enzymatischen Angriff. Danach diirfte
der C-Terminus in oder bei den Kontaktflichen zwischen
den Flagellinprotomeren lokalisiert sein. An den Protomer-
bindungsflichen liegen vermutlich auch die meisten Tyro-
sin- und Methioninreste (5 bis 10 bzw. 2 bis 10 je nach
Flagellinspezies), da sie zwar im isolierten Flagellin, nicht
aber im polymeren Flagellum typischen Modifikationsrea-
gentien oder den Hydroxid-lonen zugiinglich sind[4-17-3¢-
43.59), Auflerdem diirften an den intermolekularen Bindun-
gen besonders viele apolare Aminosduren beteiligt sein,
deren Anteil im Flagellin auBlergewdhnlich hoch ist (s.
Abschnitt 4),

Typisch fiir solche hydrophobe Bindungen sind neben
schwach positiven molaren Reaktionsenthalpien AH und
stark positiven molaren Volumenédnderungen AV stark
positive Werte fiir die molare Reaktionsentropie AS. Bei
der Assoziation von Peptidmonomeren wird namlich die
Zahl der Kontakte hydrophober Gruppen zu umgebenden
Wassermolekiilen verringert, die dadurch erhohte Bewe-
gungsfreiheit gewinnen. Vor allem die hieraus resultierende
positive Reaktionsentropie begiinstigt entsprechend der
grundlegenden thermodynamischen Bezichung zwischen
AH und AS einerseits und der molaren Freien Reaktionsen-
thalpie AG andererseits (AG=AH—TAS) die Proteinag-
gregation!®®*1) Auch die betrichtliche Molvolumenzu-
nahme beider Flagellinpolymerisation (s. 0.) ist ein Hinweis
auf die Beteiligung solcher hydrophober intermolekularer
Wechselwirkungen im Flagellum. Derzeit durchgefiihrte
kalorische Messungen!®?] werden zeigen, inwieweit auch
die Enthalpie- und Entropieeffekte dafiir sprechen.

6. Der Polymorphismus

Wie bereits in Abschnitt 2 erwidhnt, hat man bei Bakterien
Flagella mit verschiedengestaltigen (polymorphen) Schrau-
benformen gefunden, die im wesentlichen als normal (n),
kurzwellig oder curly (c) sowie gerade oder straight (s)
bezeichnet werden (s. Abb. 8). Asakuru et al. haben durch
Seedspolymerisationsexperimente mit einheitlichen oder
gemischten n-, c- oder s-Flagellinlosungen die formpréigen-
den oder Anpassungseigenschaften der beteiligten Flagelli-
ne untersucht{!¢:33-631. Bei der Polymerisation von einer
kleinen Menge n- bzw. c-Flagellin mit vielen langen c-
bzw. n-Seeds nahm das neugewachsene Filamentstiick in
beiden Fillen curly-Form an. Dagegen wurde in Losungen,
die neben wenigen kurzen Seeds (gleich welchen Typs)
sehr viel n-, c- oder s-Flagellin enthielten, die Form der
polymerisierten Filamente weitgehend von der Natur die-
ses Monomers bestimmt!?*1,

Die so entstandenen Filamente wurden unter dem Elektro-
nenmikroskop vermessen und durch ihre auf eine Wellen-
linge A entfallende Konturlidnge L und durch ihre maxima-
le Wellenhohe h charakterisiert. Bei der gemeinsamen oder
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Mischpolymerisation von n- und s-Flagellin konnten nach
Zusatz sehr weniger kurzer Seeds je nach Mischungsver-
héltnis fiinf deutlich unterscheidbare, stabile Filamentfor-
men beobachtet werden (vgl. Abb. 8 und Tabelle 1): wih-
rend mit homogenen n- bzw. s-Flagellinlésungen fast aus-
nahmslos normalwellige (Abb. 8a, Typ I) bzw. gerade (Abb.
8¢, Typ V) Filamente entstanden, lagen in gemischten
Losungen (n+s) drei weitere wellige (helicale) Filamentty-
pen II, III bzw. IV (Abb. 8b, 8¢ bzw. 8d) vor. Da die
Wellen- und Konturlédngen mit zunehmendem Gehalt an
s-Flagellin abnehmen, entsprechendie vollig geraden s-Fla-
gella also dem Grenzfall unendlich kleiner L- und A-Wer-
te!'%. Analog entstanden bei der Mischpolymerisation von

o
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Abb. 8. Elektronenmikroskopische Aufnahme der fiinf stabilen Filament-
typen, erhalten durch Copolymerisation von n- und s-Flagellin {10]
im Verhiltnis von: a) 1:0 (normal (n), Typ 1); b) 9:1 (Typ 1I); ¢) 1:t
(curly (c), Typ III); d) 1:9 (Typ IV); e} 0:1 (straight (s), Typ V). Die
Aufnahme wurde freundlicherweise von Dr. S. Asakura zur Verfiigung
gestellt.

c- und n-Flagellin neben normalen Flagella je nach Mi-
schungsverhiiltnis zwei kiirzerwellige Filamenttypen, die
den Typen II und IIT (Abb. 8 und Tabelle 1} dhnlich
sind!10-631,

Tabelle 1. Gestaltsparameter der durch Copolymerisation von n- und
s-Flagellin erhaltenen Filamente (nach [10], vgl. Text und Abb. 8).

Typ
1 11 it v \
Konturldnge L {pm] 270 1.54 .15 063 O
Wellenldnge A [pm] 249 1.36 1.08 — 0

Wellenhohe h [um] 045 031 016 0027 0

Bemerkenswert ist, daB die durch Mischpolymerisationen
entstandenen Filamente fast immer in durchgehend einheit-
licher Form vorlagen, obwohl in ihnen die einzelnen Flagel-
linspezies deren unterschiedlicher Polymerisationsge-
schwindigkeit wegen nicht vollig gleichmiBig verteilt an-
geordnet waren. Selten konnten, unter bestimmten dufleren
Bedingungen, bei Filamenten aus reinem n-Flagellin rever-
sible Transformationen zwischen der n- und der c-Form
beobachtet werden, wobei die Filamente immer vollstindig
eine dieser Formen annahmen!33! (,Alles-oder-Nichts*“-
Fall®1l), Offenbar ist es also meistens fiir die Filamente
energetisch am giinstigsten, in ihrer ganzen Lange von
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einheitlichem Typus zu sein. Dabei kann jede Flagellinspe-
zies in mehrere stabile Flagellatypen eingebaut werden.
Mit wachsendem Gewichtsanteil in der Mischung prigen
die Flagelline den Filamenten aber ihre bevorzugte Form
immer stédrker auf (s. Abb. 8).

7. Das in-vivo-Wachstum

Motile Bakterien vermdgen innerhalb einer bis weniger
Generationsdauern vollstindige GeiBeln von etwa 10 um
Linge auszubildent*). So kénnen z. B. Salmonellabakterien
unter giinstigen Lebensbedingungen ihre GeiBeln bei 37°C
um etwa 0.15 pm/min verlidngern!* ®41, In Abschnitt 5 wur-
de bereits gesagt, daB sich das Flagellin in vitro bei der
Seedspolymerisation ausschlieBlich am eingeschnittenen
Schwanzende der Filamente anlagert (siche Abb. 3 und
6). Vor kurzem konnte nundurch zwei hiibsche Experimen-
te gezeigt werden, daB auch das in-vivo-Wachstum der
Flagella am eingeschnittenen distalen, also von der Bakte-
rienzelle weit entfernten Ende vor sich geht. Im ersten
Versuch wurde von der Beobachtung Gebrauch gemacht,
daB bestimmte Mangelmutanten in einem Vollmedium,
das statt Phenylalanin dessen p-Fluorderivat enthilt, an-
stelle der normalwelligen nur noch curly-Flagella produzie-
ren'®!, Nach Uberfithrung der Mangelmutanten aus einem
normalen in ein p-Fluorphenylalanin enthaltendes Nahr-
medium nahmen die wachsenden Flagella in ihrem distalen
Bereich plotzlich curly-Charakter an. Folglich muBte dieser
Bereich zuletzt synthetisiert worden seinl®®], Dieses iiberra-
schende Ergebnis konnte durch autoradiographische Un-
tersuchungen bestatigt werden, bei denen die Bakterien
wihrend ihrer Wachstumsphase nacheinander in einem
kalten und anschlieBend in einem tritiummarkierten Me-
dium inkubiert wurden!®%). Die elektronenmikroskopische
Auswertung ergab, daB vorwiegend die vom Geilelhaken
abgewandten Filamentteile filmschwirzend und also mar-
kiert waren, d.h. auch zuletzt fertiggestellt worden sein
mubBten.

Offen bleibt dabei, auf welchem Wege die Flagellinproto-
meren in vivo zu der vom Zellkorper hiufig sehr weit
entfernten Flagellawachstumszone gelangen. In einem wei-
teren Experiment!®”! wurden die geraden s-Flagella unbe-
weglicher Mutanten durch Ultraschallbehandlung gekiirzt
und anschlieBend dieser BakterienlGsung relativ konzen-
trierte Losungen von n-Flagellin zugefiigt. Nach einiger
Zeit konnten in der Losung aktiv bewegliche Bakterien
beobachtet werden, die zum Teil heteromorphe Flagella
mit geradem proximalem und normalgewelltem distalem
Teil, zumeist aber vollstindig normale Geifleln besaBen.
Das zugesetzte n-Flagellin muBte also aus der Losung
auf die Flagellastiimpfe aufpolymerisiert worden sein. Es
ist aber fast auszuschlieflen, daB auch bei der natiirlichen
Flagellaentstehung freies, gelostes Flagellin zunachst von
der Zelle an das offene, umgebende Medium abgeschieden
wird und von dort nach Art der Seedspolymerisation auf-
wichst. Man hat ndmlich bisher in Bakterienlésungen au-
Berhatbder Zellen kein freies Flagellin nachweisen kénnen.
Und die bei 37 °C beobachtete hohe in-vivo-Wachstumsge-
schwindigkeit konnte in vitro nur bei Raumtemperatur
und mit relativ hohen Flagellinkonzentrationen (ca. 5-
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10mg/ml) gemessen werden!'® 331 (vgl. Abschnitt 5); die
Anlagerungsmechanismen in vivo und in vitro sind dem-
nach vermutlich verschieden. So muB man woh] annehmen,
daB das Flagellin nach seiner Biosynthese an der Basal-
membran'*' in den verschiedentlich nachgewiesenen Fla-
gellumkanal (Abschnitt 3 und Abb. 5) abgegeben wird,
dort aktiv oder passiv entsprechend dem Konzentrations-
gradienten zum distalen Flagellumende ,diffundiert” und
sich dort direkt anlagert.

8. Die Schraubenform

Im Feinstrukturmodell (Abb. 7), in dem u.a. die wahr-
scheinliche Nahbereichsordnung innerhalb eines kurzen Fi-
lamentstiickes demonstriert werden soll, wird das GeilBelfi-
lament wie ein dem Tabakmosaikvirus oder den Bakterien-
pilit") dhnliches gerades Stidbchen behandelt. Wie bereits
beschrieben (Abschnitt 2), sind aber die meisten Flagella
sowohl im funktionstiichtigen als auch im isolierten Zu-
stand schraubenformig verdreht. Einfache Symmetrieiiber-
legungen zeigen, daf} die einzelnen, chemisch identischen
Flagellinuntereinheiten wegen dieser iiberhelicalen Struk-
tur der Flagella nicht vollig identische, sondern wegen
der nur dhnlichen Nachbarschaftsbeziehungen quasiiqui-
valente Positionen im Flagellum einnehmen konnen!¢®!,
Dies sollte ein verfeinertes und dennoch moglichst einfa-
ches Flagellamodell ebenfalls beriicksichtigen.

Klug!®® nimmt in seinem Modell zwei energetisch etwa
gleichwertige Sitze von Protomerbindungen an, die beide
allein zu geraden, leicht unterschiedlichen Zylindern fiih-
ren. Eine gleichzeitige (teilweise) Absiittigung beider Bin-
dungssétze in einer Struktur ist dagegen nur in einem
Zylinder mit zur Helix deformierter Achse mdglich. Im
folgenden soll an einem anderen Modell anschaulich ge-
zeigt werden, wie ein Tubus, der aus vielen sehr dhnlichen
Bausteinen besteht, je nach deren Anordnung mehrere
unterscheidbare Superhelixformen annehmen kann. Dabei
wird einem Vorschlag von Asakural!® folgend angenom-
men, daBl die Untereinheiten im wesentlichen in nur zwei
unterschiedlichen Formen (Konformationen) in der Super-
schraube (Flagellahelix) auftreten konnen.
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Abb. 9. a) Oberflichengitter und b) entsprechendes Zylindermodell.
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Abb. 10. a) Oberflichengitter und b) entsprechendes Superschraubenmo-
dell; Beziehungen zwischen Abb. 9a und 104 siche Text.

Beim Zusammenrollen des ebenen, regelméBigen Oberfld-
chengitterst®®! (Abb. 9a) entsteht der Mantel eines geraden
Zylinders (Abb. 9b), in dem — in Anlehnung an das Fein-
strukturmodell (Abb. 7)— Untereinheiten mit schematisier-
tem quadratischem Querschnitt in acht achsenparallelen
Reihen (A bis H) angeordnet sind. Der Einfachheit halber
sind die Untereinheiten oder Protomeren in benachbarten
Reihen nicht gegeneinander versetzt gezeichnet. Sie sind
hinsichtlich ihrer Form und, bis auf beide willkiirlich ge-
wihlten Enden, ihrer Position und Nachbarschaftsbezie-
hung vollig identisch oder dquivalent.

Nun sei der Fall betrachtet, daf alle Protomeren einer
der willkiirtich gewéhlten longitudinalen Reihen (z.B. E)
eine etwas langere und zugleich abgewinkelte Form anneh-
men. Die Protomeren der iibrigen Reihen sollen aber wei-
terhin unter Beibehaltung einer geschlossenen Tubusober-
flache die urspriingliche (kiirzere und quadratische) Form
beizubehalten versuchen, was der von der E-Reihe am
weitesten entfernten A-Reihe am besten gelingen wird. Das
entsprechende ebene Oberfliachengitter ist in Abbildung
10a dargestellt. Die Einfithrung des neuen Protomertypus
hat folgende Konsequenzen: aufgrund der gewinkelten
Form wird eine Versetzung in den einzelnen, bezifferten
Querreihen erzeugt, so dafl diese und gleichermaBen die
longitudinalen Reihen nach dem Zusammenrollen des Git-
ters (Abb. 10a) nicht mehr senkrecht bzw. parallel, sondern
schridg zur Zylinderachse verlaufen (Abb. 10b). Zugleich
wird sich der Zylinder wegen der Léangenunterschiede der
LHongitudinalen“ Reihen zusammenrollen. Weil dabei aber
die ldngste (kiirzeste) Protomerreihe immer bestrebt ist,
an der duBeren, lingeren (inneren, kiirzeren) Kriimmungsli-
nie zu liegen zu kommen, wird der Zylinder deren schriigen
Verlaufs wegen nicht zu einem Reifen, sondern zu einer
groBen Schraube deformiert (Abb. 10b). Deren Parameter
ergeben sich eindeutig aus Versetzung und GroBenunter-
schieden der Untereinheiten. Diese besitzen jetzt aber nur
noch dhnliche Nachbarschaftsbezichungen, ihre Formen
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und Beriihrungsflichen sind auch in mittleren Tubusab-
schnitten nicht mehr vollig gleich, sondern nur noch quasi-
dquivalent.
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Abb. 11. a) Oberflichengitter und b) entsprechendes Superschraubenmo-
dell; Bezichungen zwischen Abb. 11a und 10a siehe Text.
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Abb. 12. a) Oberflichengitter und b) entsprechendes Zylindermodell;
Bezichungen zwischen Abb. 12a und 11a siche Text.
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Nehmen nun auch die Protomeren einer weiteren, benach-
barten Reihe (z. B. D in Abbildung 11 a) die ldngere, gewin-
kelte Form an, so wird eine noch engere Schraube mit
kleinerer Ganghdhe und geringerem Durchmesser entste-
hen (Abb. 11 b) usw. Sind schlieBlich alle Reihen umgewan-
delt, ergibt sich wegen der Identitdt der Untereinheiten
unabhiingig von deren (einheitlicher) Form und GroBe
schlieBlich wieder ein gerader Zylinder (Abb. 12b), dessen
»longitudinale” Reihen A—H von allen Zylindern oder Su-
perschrauben den grofBten Winkel zur Tubusachse aufwei-
sen und dessen Abmessungen im Vergleich zum urspriing-
lichen geraden Zylinder (Abb. 9b) verindert sind.

Der Einfachheit halber ist in diesem Modell statt der in
den Flagella verwirklichten hexagonalen (vgl. Abschnitt
3 und Abb. 7) die quadratische Protomeranordnung ge-
wihlt werden. Erstere kénnte aber ohne grundsitzliche
Veridnderungen durch gegenseitige Versetzung der ,,longi-
tudinalen® Reihen eingefiihrt werden. Dieses einfache Mo-
dell bietet nun eine plausible Erkldrung fiir den Polymor-
phismus und die Biplizitit der Flagella. Es zeigt, wie unter
Verwendung einer einzigen Protomerspezies, die in nur
zwei Formen (Konformationen) vorliegen kann, je nach
Besetzungsverhiltnis neben zylindrischen mehrere Schrau-
benstrukturen aufgebaut werden kdnnen, die sich zugleich
in der Konturlinge L, in der Ganghdhe A und im Helix-
durchmesser (etwa gleich h) voneinander unterscheiden.

In den Superschraubenmodellen (Abb. 10 und 11) stellen
die ,longitudinalen“ Reihen A bis H jeweils eine oder
zwei langste (D, E) oder kiirzeste (A, B) und mehrere
Linien mittlerer Linge dar, die in groBen Schrauben (long-
range helix) um den Tubus herumlaufen. Diese Schrauben-
linien entsprechen vermutlich den ,longitudinalen“ Flagel-
linreihen (Abb. 7), die wahrscheinlich nicht parallel, son-
dern z.B. in den normalschraubigen Flagella in einem
Winkel von 1 bis 2° schriig zur Filamentachse!”! verlaufen.
Die periodischen Storungen innerhalb des Léangsstreifen-
musters der negativkontrastierten Flagella (s. Abb. 4) konn-
ten recht gut dadurch erklirt werden, daB sich die in
einem spitzen Winkel zueinander laufenden Protomer-
stringe von Flagellaober- und -unterseite iiberlagern und
solche Stérungsmuster hervorrufen'”).

Kiirzlich konnte mit der Optischen Diffraktion und der
Optischen Filterung an elektronenmikroskopischen Auf-
nahmen gerader Flagella gezeigt werden, daB die (elf(!*?)
Protomerreihen bei geraden Flagella in dem recht groBen
Winkel von etwa 7° zur Flagellumachse verlaufen!!®! (vgl.
Abb. 12b). Der Ubersichtlichkeit halber sind in den Model-
len (Abb. 9 bis 12) die GroBenverhiltnisse vollig verzerrt
wiedergegeben. So 4Bt sich z. B. eine Zahl von 4000 Proto-
meren pro Helixwindung fiir die normalen Flagella errech-
nen, deren Helixdurchmesser auBerdem mit 3400 Al!°- 79!
ein Vielfaches ihres Tubusdurchmessers von ca. 150 A be-
tridgt. Und die Protomeren der ldngsten (duBeren) und
kiirzesten (inneren) Reihe unterscheiden sich in den n-Fla-
gella nur um 1 bis 2%. Durch diese kleine, systematische
Variation im regelméBigen Bindungsmuster — wie Quasi-
dquivalenz definiert wird®!—erhalten die c- und n-Flagella
eine Schraubenstruktur, die im Vergleich zu geraden Zylin-
dern (mit dquivalenter Protomeranordnung) offenbar sehr
viel stabiler ist. Da die Flagella meistens in einer einheit-
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lichen Schraubenform vorliegen, miissen zwischen den ein-
zelnen Protomeren sehr starke kooperative Nachbar-
schaftswechselwirkungen bestehen!5%).

9. Die Geillelbewegung

Das oben beschriebene Modell bietet auch eine brauchbare
Hypothese fiir den moglichen Bewegungsablauf innerhalb
des GeiBelfilaments. Da dieses offenbar keinerlei AT Pase-
Aktivitit besitzt, darf man wohl annehmen, daB es allein
als ein passiver Leiter einer helicalen Wellenbewegung
dient, die durch chemische Energie an der Basalregion
induziert wird!®), Dazu ist nun zunichst nicht nur eine
hohe Kooperativitit innerhalb der ,Jlongitudinalen* Rei-
hen, sondern auch - tiber das Hakenstiick hinweg — zwi-
schen diesen und den korrespondierenden Strukturen in
der Basalregion erforderlich. Diese Strukturen konnten
gewissermaBen als allosterische Effektoren!” ! die Konfor-
mation der einzelnen Reihen bestimmen (vgl. Endeffekte
bei linearen Biopolymerent3®), Wiirde z B. in den Schrau-
benmodellen (Abb. 10 und 11) zyklisch nacheinander den
einzelnen Reihen die lingere, gewinkelte Konformation
aufgezwungen, so wiren diese Reihen nacheinander be-
strebt, an der ,,AuBenseite“ der Superschraube zu liegen
zu kommen. Das helicale Filament konnte dabei mehrere
mikroskopisch nicht unterscheidbare und energetisch vol-
lig gleichwertige (entartete) Mikrozustinde durchlaufen,
die — worauf auch der Polymorphismus hinweist — vermut-
lich nur durch geringe Aktivierungsschwellen voneinander
getrennt sind. So konnten iiber das Flagellum ungedimpfte
helicale Wellen zur Spitze fortschreiten!®7-681 entspre-
chend der Beobachtung an Flagellabiindeln (Abschnitt 2).
Dabei erfolgt also nur eine scheinbare Rotation des schrau-
bigen Filaments relativ zur Basis!*>-7-72, die einzelnen Pro-
tomeren behalten wihrend der Bewegung ihre Orientie-
rung im Raum bei. Eine freie Schraube konnte allerdings
—1im Gegensatz zu einem freien Seil, iber das ebene Wellen
hinweglaufen — durch eine solche Rotation keinen Vor-
wirtsschub erzeugen, sie wiirde wegen der Drehimpulser-
haltung als stationir erscheinen!®). Erst die Koppelung
an den groBen Bakterienzelikdrper verhindert diese freie
Rotation und bewirkt bei verschieden schneller, gegensinni-
ger Rotation der Flagella einerseits und des Zellkorpers
andererseits einen Vorwirtsschub!®¢), der nach Berech-
nungen ausreicht, um den Organismen die beobachteten
Geschwindigkeiten bis zu 50 pm/s zu verleihen. Dabei sind
alleine viskose und nicht etwa Trigheitskrifte beteiligt!®l.

Nach Meinung des Autors spielt fiir Struktur und Funktion
des Filaments der GeiBelhaken (Abschnitt 3) eine wichtige
Rolle. Das Filament sollte ndmlich senkrecht aus der Mem-
bran heraus- und durch die Zellwand hindurchtreten und
erst danach in die Schraubenkriimmung iibergehen. Die
vermutlich ebene Kriimmung des GeiBelhakens konnte
diese Aufgabe sehr gut erfiillen. In der (scheinbar) rotieren-
den Schraube sollte dabei im Haken immer gerade diejenige
Protomerreihe verkiirzt sein, die im Schraubenteil die dufle-
re, also langste Schraubenlinie bildet, d.h. sein Struktur-
und Funktionsmuster sollte gerade entgegengesetzt be-
schaffen sein. Ist der bereits auBerhalb der Zelle gelegene
Haken aber fiir Struktur und Funktion der GeiBel notwen-
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dig, so muB} er auch - sollen auch kiirzere, noch nicht
fertiggestellte GeiBeln funktionieren — als erster entstehen.
Dies konnte ein Grund sein fiir das an sich eigenartige
Wachstum der GeiBleln an ihrer jeweiligen Spitze (Ab-
schnitt 7).

10. Ausblick

Es muB darauf aufmerksam gemacht werden, daB im Vor-
hergehenden hiufig mit Hypothesen gearbeitet werden
mubBte. Sehr viele Fragen bleiben offen, so z.B. die nach
Ort und Art der Flagellinbiosynthese und der chemisch-
mechanischen Energieumwandlung. Vollig ungekldrt sind
natiirlich auch Initiierung, Regelung und Koordination
der GeiBelbewegung. Man ist geneigt, diese Funktion in
die Basalregion und die angrenzende Zellmembran zu
verlegen. In dieser miissen auch Leitungsmechanismen zwi-
schen den nachweisbaren Chemorezeptoren!’®! und den
Bewegungszentren bestehen, wodurch erst die chemo- und
phototaktischen Leistungen vieler Bakterien ermoglicht
werden, nimlich auf Nihrstoff- oder Lichtgradienten durch
gesteuerte Schreckreaktionen zu antworten!”4, Die schein-
bar einfachen baktericllen Bewegungsorganellen bildenalso
in Wirklichkeit eine duflerst komplizierte Struktur- und
Funktionskette, deren einzelne Glieder noch recht wenig
bekannt sind. Vielleicht hat uns die Natur mit dem helicalen
Flagellafilament eine relativ einfache Struktur in die Hand
gegeben, die beispielhaft zeigt, wie in der Zelle Informatio-
nen iiber lineare oder zweidimensionale (membrangse)
Proteinaggregate auf nichtelektrischem Wege — ndmlich
durch kooperative Wechselwirkungen in allosterischen
Proteinstrukturen — {ibertragen werden konnen. Dem Fla-
gellumtubus dhnliche Strukturen sind jedenfalls an
Mechano-, Chemo- und Photorezeptoren aufgefunden
worden!73~ 78],

Herrn Professor J. Engel und Herrn Dipl.-Chem. S. Knof
sei fiir Kritik und anregende Diskussion gedankt.
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