Die Permeabilitit der duBeren Bakterienmembran

Von Hiroshi Nikaido["]

Ein beliebtes Objekt fiir das Studium von Struktur/Funktions-Bezichungen bei biologischen
Membranen ist die duBlere Membran Gram-negativer Bakterien. Diese Membran hat u.a.
die Aufgabe, den Einstrom von Nahrungsstoffen und den Ausstrom von Abfallprodukten zu
ermdglichen. Untersuchungen unter Verwendung von Mutanten zeigten, dall es mindestens
zwei allgemeine Wege fiir die Diffusion kleiner Molekiile durch die duBere Membran gibt:
einen fiir hydrophobe und einen fiir hydrophile Verbindungen. Beim ,hydrophoben Weg®
16st sich die hydrophobe Verbindung im Inneren der Membran und verldBt es entsprechend
dem Verteilungskoeffizienten. Bei Wildtypformen ist dieser Weg nicht gangbar — vermutlich
wegen des Fehlens von Bereichen mit Phospholipid-Doppelschichten. Kleine hydrophile Molekii-
le durchdringen die Membran dagegen beim Wildtyp und bei Mutanten durch wassergefiillte

Poren.

1. Einleitung

Bakterienzellen sind gewohnlich von einer Zeliwand umge-
ben, welche der Cytoplasmamembran nach aullen vorgelagert
ist. In Diinnschnitten Gram-positiver Bakterien erscheint die
Zellwand unter dem Elektronenmikroskop meistens als dicke,
diffuse, strukturlose Schicht. Sie besteht hauptsidchlich aus
Murein (Peptidoglycan). Dagegen zeigen Diinnschnitte Gram-
negativer Bakterien, z. B. von Escherichia coli und Salmonella
typhimurium, daB hier die Zellwand aus mindestens zwei
Schichten aufgebaut ist: einer duBeren Schicht (der dufleren
Membran), die mit ihrem trilaminaren Aussehen den iiblichen
biologischen Membranen sehr dhnlich ist, und einer inneren,
strukturlosen Schicht aus Murein!!!, dem die Wand im wesent-
lichen ihre mechanische Stabilitdt verdankt (Abb. 1).
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Abb. 1. Schema der Oberflichenschichten von Bakterien in Diinnschnitten.
ZW: Zellwand; CM: Cytoplasmamembran; AM: dulere Membran; Mur:
Murein (= Peptidoglycan). Sowoh! Gram-positive als auch Gram-negative
Zellen kénnen noch zusdtzliche Zellwandschichten besitzen.

Die duflere Membran kann aus E. coli oder aus S. typhimu-
rium'®31 isoliert werden; sie enthiilt nur wenige Arten von
Proteinen (Abb. 2)I* 761 Dazu gehéren a) ein bis drei Proteine
mit einem Molekulargewicht von 34000 bis 36000, die als
,,Porine“ bezeichnet werden, da sie Diffusionskanile durch
die Membran bilden (siche Abschnitt 4), b) normalerweise
ein ,,Hitze-modifizierbares“ Protein (HMP, Molekulargewicht
etwa 33000), dessen Beweglichkeit bei der Acrylamidgel-
elektrophorese sich beim FErhitzen in unerwarteter Weise
andert, und ¢) das Murein-Lipoprotein (MLP), das aus 58
Aminosduren und kovalent gebundenen Lipiden besteht!”.
Etwa 30 % dieses Lipoproteins sind kovalent mit der darunter-
liegenden Mureinschicht verkniipft. Die dufBlere Membran
enthilt aulerdem noch zwei Arten von amphipathischen
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Abb. 2. SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese der Hauptproteine der duferen
Membran. HMP: ,Hitze-modifizierbares Protein“; MLP: Murein-Lipopro-
tein. Die Porine von E. coli sind in verschiedenen Laboratorien als Protein(e)
1, Protein(e) 1, ,,Matrixprotein®, Proteine b und ¢ sowie O-9 und O-8 benannt
worden, das HMP als Protein 3a, II*, d und O-10. Die Porine von Salmonella
hat man nach ihren Molekulargewichten mit 36K, 35K und 34K, das HMP
mit 33K bezeichnet {(SDS: Natriumdodecylsulfat).

Molekiilen: Phospholipide und Lipopolysaccharide (LPS)
(vgl. auch Abb. 15).

Es sind mehrere genetische Mutanten bekannt, die LPS
mit unterschiedlich defekten Polysaccharidketten erzeugen;
Abbildung 3 zeigt die LPS-Strukturen der S.-typhimurium-
Mutanten Ra bis Re!® %L Kiirzlich sind Mutanten entdeckt
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Abb. 3. Struktur von Lipopolysacchariden (LPS) aus S. typhimurium. Die
Biosynthese verlduft in diesem Schema von rechts nach links. So synthetisieren
Wildtypzellen (,glatter Wildtyp®) die vollstandige Struktur (,,S-LPS*), wih-
rend in R-Mutanten, in denen dic Biosynthese auf verschiedenen Stufen
blockiert ist, nur unvollstindige Strukturen entstehen {,Ra- bis Re-LPS*;
a: tief rauhe” Mutanten). Abkiirzungen: Abe: Abequose; Man: D-Mannose;
Rha: L-Rhamnose; Gal: D-Galactose; GlcNAc: N-Acetyl-D-glucosamtin; Gle:
D-Glucose; Hep: L-Glycero-D-manno-Heptose: ®: Phosphat; KDO: 3-Des-
oxy-D-manno-octulosonsdure; EtN: Aminoethanol; FA: Fettsiure.
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worden, denen ein oder mehrere Proteine in der AuBeren
Membran fehlen!!®~ !4l Mit diesen Mutanten ist eine gezielte
Anderung der Membranzusammensetzung méglich. Und gera-
de diese Moglichkeit des ,,genetic engineering® — zusammen
mit der relativ einfachen Proteinzusammensetzung — machen
die duBere Membran zu einem attraktiven System fiir das
Studium von Struktur/Funktions-Beziehungen in biologischen
Membranen.

Das basale Kontinuum der duleren Membran scheint wie
andere biologische Membranen eine Lipid-Doppelschicht-
Struktur zu haben, in der die Kohlenwasserstoffketten unge-
fahr im rechten Winkel zur Membranebene angeordnet sind
und deren hydrophobe Innenseite bilden. Diese Annahme
wird u.a. durch folgende Daten gestiitzt:

a) Zumindest einige der Kohlenwasserstoffketten in den
Lipiden der duBeren Membran sind einheitlich orientiert, und
die hexagonale, quasi-kristalline Packung dieser Ketten ver-
schwindetbeihohen Temperaturen ineinem kooperativen ,,Auf-
schmelz“-ProzeB, wie sowohl durch Rontgenbeugung!s-1]
als auch durch Elektronenspinresonanz nach Einfiihrung spin-
markierter Reportermolekiile!'” *8] gezeigt werden konnte.

b) Beim Gefrierbrechen von doppelschichtigen Lipid-
membranen erfolgt der Bruch mitten in der Membran!*®.
Einen dhnlichen Bruch hat man wiederholt auch bei der duBe-
ren Membran beobachtet!2°~231

Die dullere Membran dient offenbar hauptsichlich als Bar-
riere, um die darunterliegende Mureinschicht vor dem Angriff
hydrolytischer Enzyme (z. B. Lysozym) zu schiitzen. Dies wird
durch die Beobachtung nahegelegt, daB sich die Struktur des
Mureins in Gram-positiven Bakterien vermutlich wegen des
Selektionsdrucks fiir neuartige, gegen Hydrolasen resistente
Strukturen wihrend der Evolution enorm verdndert hat. Dage-
gen gibt es bei den Gram-negativen Bakterien kein Anzeichen
fiir eine solche evolutiondre Diversifikation der Mureinstruk-
tur!2? 24! Die duBlere Membran sollte aber auch durchlissig
fiir Nahrungsstoffe und Abfallprodukte sein, d.h. sie sollte
eine selektive Permeabilitit besitzen, in dieser Hinsicht also
vielen anderen biologischen Membranen dhneln. Die Diffusion
durch diese Membranen erfolgt allerdings oft durch aktiven
Transport;ein solcher ProzeB diirfte aber fiir die dullere Mem-
bran nicht in Frage kommen, da sie sich aullerhalb der Cyto-
plasmamembran befindet.

Vor 1975 sind nur wenige unzusammenhéangende Beobach-
tungen iiber die selektive Permeabilitét der dulleren Membran
publiziert worden. So konnte z. B. durch sorgfiltige kinetische
Studien iiber den Ausstrom von B-Galactosiden aus E.-coli-
Zellen die Existenz einer teilweise wirksamen Diffusionsbarrie-
re ,auBerhalb der Cytoplasmamembran®“!?5! nachgewiesen
werden. Payne und Gilvarg'?®) fanden, daB E. coli Peptide
ab einer bestimmten GréB8e nicht mehr verwerten kann, ver-
mutlich weil sie durch eine ,,aulerhalb der Cytoplasmamem-
bran liegende Sperre* ausgeschlossen werden. Diese Ergebnis-
se sagen wenig dariiber aus, was nun eigentlich die durch
die duBlere Membran ausgeschlossenen Molekiile von den
sie durchdringenden Molekiilen unterscheidet und welche Vor-
ginge sich beim Abweisen oder Durchlassen abspielen. Des-
halb beschlossen wir, diese selektive Permeabilitdt der duBeren
Membran systematisch zu untersuchen, und zwar im wesent-
lichen an S. typhimurium und E. coli. Aber vorher muf3ten
wir wissen, ob es nur eine Art oder mehrere Arten der Diffusion
durch die duflere Membran gibt. Versuche mit LPS-Mutan-
ten!?7- 28 haben dabei entscheidend weiterhelfen kdnnen.
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2. Die Vielfalt der Diffusionswege

Die Verfiigbarkeit von Mutanten mit definierten biochemi-
schen Defekten in der LPS-Synthese (Abb. 3)18-°1 erméglicht
es, die Struktur von Komponenten der duBeren Membran
experimentell zu verindern und die Auswirkungen solcher
Verinderungen auf die Membranpermeabilitit zu untersu-
chen. Diese sowohl von Roantree und Stocker'?”1 als auch
von Schlecht, Schmidt und Westphal*®! begonnenen Studien
fithrten zu folgenden Ergebnissen: a) Wildtypstimme von Sal-
monella, E. coli und verwandten Bakterien sind empfindlich
gegen viele Antibiotica einschlieBlich Neomycin, Cycloserin,
Ampicillin und Cephalothin. Die Empfindlichkeit gegen diese
Antibiotica dndert sich wenig mit der LPS-Struktur. b) Dage-
gen sind diese Stimme gegen Antibiotica wie Actinomycin
D, Erythromycin, Novobiocin und Rifamycin SV, gegen Farb-
stoffe wie Kristallviolett und gegen Detergentien wie Salze
von Gallensduren und Natriumdodecylsulfat (SDS) viel resi-
stenter als die meisten Gram-positiven Bakterien. Die Emp-
findlichkeit gegen diese Agentien nimmt jedoch bei den , tief
rauhen® Mutanten von Salmonella?”-?®! und E. coli*®, die
auBergewohnlich defektes LPS vom Rd;-, Rd,- und Re-Typ
(Abb. 3) erzeugen, drastisch zu und wird schlieBlich so groB
wie bei Gram-positiven Bakterien.

Daneben kann die Struktur der dufleren Membran auch
auf andere Art verindert werden: Bis zu 50 % der LPS-Mole-
kiile lassen sich durch kurzzeitige Behandlung von Salmonella-
und E.-coli-Zellen mit Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
entfernen™°. Leive®!1 entdeckte, daB nach partieller Entfer-
nung von LPS die Empfindlichkeit dieser Organismen gegen
Actinomycin D zunimmt. Spitere Untersuchungen!?)
ergaben, daB die so behandelten Zellen auch empfindlich gegen
Polymyxin, Novobiocin, Rifampicin, langkettige Fettsiuren
und Detergentien wurden.

Da die duflere Membran die einzige subzelluldre Struktur
mit wesentlichem LPS-Gehalt ist!?*1und da die Wirkungsorte
der genannten Antibiotica und Farbstoffe gewohnlich in der
Cytoplasmamembran oder im Cytoplasma liegen, sprechen
die obigen Ergebnisse dafiir, daB die duBlere Membran norma-
lerweise als Durchtrittssperre fiir einige Molekiilarten wirkt
und daB diese Sperrfunktion durch genetische Anderungen
des LPS oder durch Entfernung des LPS mit EDTA teilweise
aufgehoben werden kann. Dariiber hinaus existiert eine andere
Gruppe von Agentien, deren Wirksamkeit nicht durch Muta-
tionen des LPS beeinfluBt wird. Dies legt nahe, daB es minde-
stens zwei Diffusionswege gibt: Einer ist von der LPS-Struktur
oder dem LPS-Gehalt abhingig und einer nicht.

Wie sind nun die einstromenden Verbindungen einem dieser
Wege zugeordnet? Eine Zusammenstellung der untersuchten
Substanzen zeigte, daB diejenigen, deren Wirksamkeit in den
tief rauhen Mutanten und in EDTA-behandelten Zellen zu-
nimmt, gewohnlich hydrophob sind. Die quantitative Bestim-
mung der Hydrophobie dieser Substanzen anhand ihres Vertei-
lungskoeffizienten in 1-Octanol/Phosphatpuffer (pH=7.0) er-
gab, daB in der Tat die meisten von ihnen Verteilungskoeffi-
zienten iiber 0.07 besaBen'3! (Tabelle 1). Dagegen erwies sich
die Mehrzahl der Substanzen, deren Wirksamkeit nicht durch
die LPS-Struktur beeinflulbar war, als recht hydrophil, d.h.
sie hatten Verteilungskoeffizienten unter 0.02033! (Tabelle 1).
Am einfachsten lassen sich diese Ergebnisse folgendermalflen
erkldren: a) Es gibt wenigstens zwei allgemeine Wege fiir die
Diffusion kleiner Molekiile durch die duBere Membran, einen
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Tabelle I. Hydrophobie. Molekulargewicht und relative Wirksamkeit (bczo-

gen auf den Wildtyp = 1) von Inhibitoren gegeniiber tief rauhen Mutanten
[a].
[nhibitor rel. Wirk- Hydro- Mol.-
samkeit phobie [b] Gew.
Actinomycin D >20 1255
Novobiocin >20 613
Phenol >20 94
Kristallviolett t4.4 408
Rifamycin SV =10 8.8 698
Malachitgriin 4.2 365
Nafcillin 0.31 414
Oxacillin 0.07 418
Vancomycin > 0.01 [¢] 23300
Penicillin G A 0.02 334
Ampicillin > 0.01 349
Cephalothin > 0.01 395
Carbenicillin L 0.5-1.0 > 0.01 378
Neomycin > 0.0t 615
Cycloserin > 0.01 102
Chloramphenicol 12.4 [¢] 323
Tetracyclin J 0.07 [¢] 444

[a] Modifiziert nach [33]. [b] Verteilungskoeffizient als Mal} der Hydropho-
bic bestimmt in einem System aus gleichen Volumenteilen 1-Octanol und
0.05M Natriumphosphatpuffer (pH ==7.0) bei 24°C. [c] Diese Verbindungen
folgen unerklirlicherweise nicht der aligemeinen Tendenz.

fir hydrophile und einen fiir hydrophobe Substanzen. b) Der
Lhydrophile Weg* wird nicht sehr stark durch anwesendes
LPS beeinfluBt. ¢) Der ,,hydrophobe Weg" ist in Wildtypstdm-
men, dic vollstindiges LPS erzeugen, fast unwirksam; voll
aktiv wird er erst in den tief rauhen Mutanten oder in
EDTA-behandelten Zellen. Dieser Weg fiir hydrophobe Mole-
kiile soll im folgenden Abschnitt niher beschrieben werden.

3. Die Sperre gegen hydrophobe Molekiile

3.1. Messung der Geschwindigkeit der Diffusion durch die
Membran

Die meisten biologischen Membranen lassen bekanntlich
die Diffusion kleiner, hydrophober Molekiile zu**7; die iiuBere
Membran der tief rauhen Mutanten verhilt sich #Hhnlich.
Im Gegensatz dazu (siche Abschnitt 2) ist die dulere Membran
der Wildtypformen von Salmonella und E. coli fiir viele hydro-
phobe Verbindungen nicht passierbar.

Diese Feststellungen basierten allerdings nur auf dem
Hemmeffekt, den man an ganzen Zellen gemessen hatte. Wir
konnten also nur indirekt schlielen, daB} die beobachtete un-
terschiedliche Empfindlichkeit der Zellen unterschiedlichen
Durchtrittsgeschwindigkeiten entspricht. Gustafsson et al.*%!
zeigten dagegen direkt, daB die Geschwindigkeit der Aufnahme
von Kristallviolett durch intakte Zellen von der Art des
vorhandenen LPS abhingt. Diese Ergebnisse wurden jedoch
durch die starke Adsorption des Farbstoffs an unbekannte
Zellbestandteile kompliziert. Wir konnten diese Schwierigkei-
ten umgehen, indem wir ein halbsynthetisches Penicillin, Naf-
cillin, in hohen Konzentrationen als permeierendes Agens
verwendeten™31. Wenn wir Nafcillin dicken Suspensionen von
Zellen tief rauher Mutanten zufiigten, war die extrazelluliire
Konzentration, nach Zentrifugation im Uberstand bestimmt,
zur Zeit t=0 und t=oc (in Wirklichkeit nach 5-10min bei
22°C) gleich den Konzentrationen, die man erwarten wiirde,
wenn Nafcillin zur Zeit t=0 nur im extrazelluliren Raum
vorgelegen und sich nach ¢=co im extra- und im intrazelluld-
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ren Raum gleichmiBig verteilt hiitte. Adsorption, Abbau oder
aktiver Transport waren deshalb unter diesen Bedingungen
vernachlissigbar. AuBlerdem folgte die Diffusionskinetik einer
theoretischen Gleichung, mit der sich fiir die Permeation eine
Geschwindigkeitskonstante erster Ordnung berechnen lieB.
Aus diesen quantitativen Diffusionsmessungen zogen wir fol-
gende Schliisse!®®): a) Der Durchtritt durch die Cytoplasma-
membran (an Sphiiroplastent™] gemessen) erfolgte mindestens
zehnmal schneller als der Einstrom in intakte Zellen tief
rauher Mutanten. Das bedeutet, daf3 in ganzen Zellen der
Durchtritt durch die dullere Membran der geschwindigkeitsbe-
stimmende Schritt ist. b) Die Diffusionsgeschwindigkeits-
konstanten sind sowohl im Wildtyp (S) als auch in den Ra-
und Rc-Mutanten klein (siche Abb. 3), in den tief rauhen
(d.h. in Rd;-, Rd;- und Re-)Mutanten aber viel groBer (siche
Abb. 4).
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Abb. 4. 4} Geschwindigkeit der Diffusion von Nalcillin (hydrophob) durch
die AuBere Membran von S.-typhimurium-Stdmmen {willkiirliche Einheiten):
b) Zusammensetzung der iiuBeren Membran in diesen Stimmen (nach [22]).
Gemessen wurde dic Geschwindigkeit der Diffusion in die intakten Zellen;
geschwindigkeitsbestimmend ist dabei die Diffusion durch die Gufiere Mem-
bran [33]. Die Diffusionsgeschwindigkeit nimmt nicht einmal bei einem Ver-
lust von 90 V6 der Saccharidgruppen (wic z. B. bei den Re-Mutanten) signifikant
zu. Erst bei den tief ravhen Mutanten nimmt sie zu - entsprechend dem
ansteigenden Phospholipid- und dem abnehmenden Proteingehalt.

3.2. Der Diffusionsverlauf bei hydrophoben Verbindungen

Seit den bahnbrechenden Arbeiten von Collander und
Biirlund®®Vist der Verlauf der Diffusion hydrophober Molekiile
durch Membranen eingehend untersucht worden, und man
weil, daB kieinere Molekiile und stirker hydrophobe Molekii-
le schneller diffundieren und daf} die Diffusionsgeschwindig-
keit auch mit der Temperatur zunimmt'*# 37 ~3%1, Die kritische
Analyse dieser Ergebnisse zeigte, da3 die permeierenden Mole-
kiile sich zunichst im hydrophoben Innern der Membran
18sen, dann durch die Kohlenwasserstoffschicht diffundieren
und die Membran in Richtung der wéBrigen Phase auf der
gegeniiberliegenden Seite in einem AusmaB, das ihrem Vertei-
lungskoeffizienten entspricht, wieder verlassen®”’. Um nun
zu testen, ob die Diffusion hydrophober Substanzen durch

[*] Sphiroplasten werden durch Behandlung intakter Zellen mit EDTA und

Lysozym gebildet, dabei wird die Zellwand weitgehend zerstdrt.
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die #uBere Membran von stark rauhen Mutanten @hnlich
verlduft, haben wir den Einflul duflerer Bedingungen auf die
Diffusionsgeschwindigkeit untersucht und dabei folgendes ge-
funden:a) Von zwei Verbindungen dhnlicher GréBe diffundiert
die stiirker hydrophobe Verbindung schneller. b) Die Diffu-
sionsgeschwindigkeiten hidngen sehr stark von der Temperatur
ab; der Q,,-Wert (Verhiiltnis der Geschwindigkeiten bei T
°C und (T—10)°C) liegt bei 10. ¢) Selbst recht groBe Molekiile
diffundieren offenbar wie oben beschrieben: es konnte keine
scharfe Grenze hinsichtlich der Grofe festgestellt werden. Die-
se Ergebnisse lassen sehr stark vermuten, daf3 die hydrophoben
Verbindungen die dullere Membran der stark rauhen Mutan-
ten passieren, indem sie sich im Membraninneren 16sen.

3.3. Strukturelle Ursachen der fehlenden Permeabilitit fiir hy-
drophobe Verbindungen

Die duBere Membran des Wildtyps von Salmonella ist im
wesentlichen undurchlissig fiir hydrophobe Verbindungen.
Dies iiberrascht, da kleine, hydrophobe Molekiile schnell so-
wohl durch kiinstliche Phospholipid-Doppelschichten als auch
durch die meisten biologischen Membranen diffundie-
ren®# 4% Unsere erste Erklirung war, dal3 die hydrophoben
Molekiile nicht die hydrophile Oberflachenschicht durchdrin-
gen konnen, die aus den Saccharidketten des Lipopolysaccha-
rids (LPS) besteht. Die duBlere Membran von Rc-Mutanten
ist aber undurchldssig fiir hydrophobe Antibiotica, obwohl
ihr 80-90 % der Saccharidgruppen des Wildtyps (Abb. 3) feh-
len. Dagegen besitzen Rd;-Mutanten, die im LPS nur einen
einzigen Zuckerrest weniger als die Rc-Mutanten enthalten
(Abb. 3), auBergewohnlich durchldssige Membranen. Beim
Vergleich von Stimmen, die LPS mit Saccharidketten graduell
abnehmender Linge produzieren, kann man demnach einen
plotzlichen und diskontinuierlichen Anstieg in der Durchlés-
sigkeit fiir hydrophobe Verbindungen beobachten (Abb. 4);
diese Ergebnisse sind natlirlich schwer mit der erwidhnten
Hypothese zu erkliren.

Fine wichtige Beobachtung von G. F. Ames (1974)!* fithrte
uns spater zu einer anderen Hypothese. Ames fand, daB3 der
Proteingehalt der dufleren Membran trotz zunehmend kiirze-
rer Saccharidketten des LPS bis hin zu Re-Mutanten mehr
oder weniger konstant bleibt, beim Ubergang zu den tief
ravhen (d.h. Rd;-, Rd,- und Re-)Mutanten aber plotzlich
und drastisch abnimmt. Ahnliche Effekte beobachteten Ko-
plow und Goldfine'*'! bei einer Re-Mutante von E. coli. Da
einige der Proteine vermutlich in das hydrophobe Innere der
Membran eintauchen, erwarteten wir, dal die Abnahme an
Proteinen durch eine Zunahme an Phospholipiden oder an
LPS kompensiert werden konnte. Eine quantitative Analyse
der Komponenten der dufleren Membran von Mutanten, die
LPS vom Rc-, Rd,-, Rd;- und Re-Typ produzieren, ergab
in der Tat fiir die tief rauhen Mutanten einen kompensatori-
schen Anstieg an Phospholipiden (Abb. 4b), wihrend die Zahl
der LPS-Molekiile pro Flidcheneinheit in der d4ueren Mem-
bran unverindert blieb'??!, Dariiber hinaus reichte die absolute
Menge an Phospholipiden in der duBleren Membran von S-
und Re-Stdmmen gerade noch nicht ganz aus, um eine Seite
der Membran mit einer durchgehenden Monoschicht zu be-
decken. Es war weiterhin bekannt, daB} sich fast alle LPS-Mole-
kiile in der duBeren Hilfte der duBeren Membran befin-
den™2: 4%, Diese Ergebnisse filhrten zu einem Modell, in dem
die Phospholipidmolekiile in der duBeren Membran von S-
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und Re-Stimmen aullergewohnlich asymmetrisch verteilt sind:
Sie befinden sich nur in der inneren Schicht, withrend die
dulere Schicht praktisch nur Proteine und LPS-Molekiile
enthilt (Abb. 5a). Da in dieser Struktur keinerlei Bereiche
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Abb. 5. Struktur der dulleren Membran von E. coli und S. (yphimurium,
schematisch. a) Wildtypstdimme, b) tief rauhe Mutanten, die LPS vom
Rd- oder Re-Typ produzieren, ¢} Wildtypstimme nach EDTA-Behandiung
(Einzelheiten siehe Text).

mit Phospholipid-Doppelschicht vorkommen, kann sie die
fehlende Permeabilitdt fiir hydrophobe Verbindungen unter
der Annahme erkldren, daB3 diese Molekiile nicht den hydro-
philen Oberflichenbereich der Proteine und den Kohlenwas-
serstoffbereich des LPS durchdringen konnen. Die geringe
Permeabilitidt des letztgenannten Bereiches liBt sich {olgender-
mallen erkldren: Die Kohlenwasserstoffketten von LPS liegen
vermutlich dicht zusammengedringt vor, da jeweils minde-
stens sechs Ketten an eine gemeinsame Skelettstruktur gebun-
den sind und ungeséttigte Fettsduren fehlen. Diese Auffassung
wird durch Spinmarkierungsexperimente gestiitzt, die zeigten,
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daB} die Beweglichkeit der Segmente der LPS-Kohlenwasser-
stoffketten nahe ihrem Carboxyende stark eingeschrdnkt
istl!81 Sie ist auch mit den Untersuchungen von Romeo et
al.'*4! an Monoschichten vereinbar. Diese Autoren fanden
fir LPS-Kohlenwasserstoffe eine kleinere Querschnittsflache
als fiir die Kohlenwasserstoffketten von Phospholipiden. Da
ein grofer Teil des Widerstands gegen die Diffusion hydropho-
ber Molekiile durch die Membran von der Schwierigkeit her-
riihrt, ein Loch zwischen den aneinanderhaftenden Kohlen-
wasserstoffketten zu erzeugen!®®), ist leicht einzusehen, daB
die dicht zusammengedriangten Kohlenwasserstoffketten des
LPS den DurchtrittsprozeB drastisch verlangsamen.

In den tief rauhen Mutanten verhindert vermutlich die
stark verkiirzte Struktur des LPS die normale Wechselwirkung
zwischen LPS und Proteinen bei der Bildung der dulleren
Membran. Dadurch wird weniger Protein in die dufiere Mem-
bran eingebaut, und dies bewirkt seinerseits den kompensatori-
schen Zuwachs an Phospholipiden, von denen jetzt einige
auch in der dulleren Membranhilfte zu finden sind (Abb.
5b). Hydrophobe Molekiile konnen nun offenbar durch einzel-
ne Bereiche mit ,,Phospholipid-Doppelschichten* in dieser
Membran diffundieren.

Wildtypzellen verlieren bei der Behandlung mit EDTA LPS
oder LPS-Protein-Komplexe!?% #%1. Nach einer solchen selek-
tiven Entfernung von Komponenten der dulleren Membran-
hilfte riicken offenbar sofort Phospholipide nach, entweder
durch flip-over” aus der inneren Membranhilfte oder durch
laterale Diffusion, wie sie Jones und Osborn beschrieben!*®!,
Dadurch entstehen auch in diesem Falle Bereiche mit ,,Phos-
pholipid-Doppelschichten” (Abb. 5c), so dal auch hier die
#uBere Membran fiir hydrophobe Molekiile durchlidssig wird.

Um zu untersuchen, ob die Phospholipidmolekiile tatsdch-
lich, wie in unserem Modell angenommen, asymmetrisch ver-
teilt sind, wurden mehrere Experimente durchgefiihrt!*7’. So
versuchten wir, die herausragenden Kopigruppen von Phos-
phatidylaminoethanol, dem Haup;tphospholipid von E. coli
mit kovalent gebundenen Reagentien zu markieren. Da zu
erwarten war, daf} die meisten der ,,nicht-penetrierenden Rea-
gentien wegen ihrer geringen Grofie die wassergefiillten Poren

v 0°
0-C-NH-GaHe-0-P-0-0iy CT0 ~—~
0 CH,0 ~
0
f sDS

”
)
OH NH 0

[[} |
Dextran D_C-NH_CZHA_D_P-IDI_CHZ -[I:TU
0 CHO
04
—HBr {+Br-C=N r
U@

0 i
“eeny o+ HaNGH0-P-0-CH-CTO
07 0 CH,0

Abb. 6. Kovalente Markierung von Phosphatidylaminoethanol-Kopfgruppen
an der Zelloberfliiche mit makromolekularen Reagentien [47]: Losliches
Dextran wurde durch BrCN aktiviert und zu einer Suspension aus intakten,
in tritiiertem Glycerin kultivierten Zellen gegeben. Falls die Phospholipide,
die in Salmonella hauptsichlich aus Phosphatidylaminoethanol bestehen, in
der duBeren Halfte der dulleren Membran vorkommen {siche auch Abb.
5b), wird das Reagens amidinartig mit dem Aminoethanolteil des Phospholi-
pids verbunden werden. Der Dextran-Phospholipid-K omplex kann nach Auf-
16sung der Zellen mit Natriumdodecylsulfat (SDS) quantitativ bestimmt wer-
den.
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(sieche Abschnitt 4) passieren wiirden, verwendeten wir BrCN-
aktiviertes Dextran als Reagens (Abb. 6). Nach Inkubation in-
takter Zellen mit diesem Reagens war im Falle der tief
rauhen Mutanten ein betriachtlicher Anteil des gesamten zellu-
laren Phospholipids mit dem im Medium vorliegenden akti-
vierten Dextran verkniipft, wihrend beim S- oder Re-Stamm
keine solche Markierung beobachtet werden konnte. Es sei
darauf hingewiesen, dal} diese Ergebnisse schwer durch eine
mogliche sterische Hinderung durch die Saccharidketten des
LPS zu erkliren sind, da der Ubergang duBerst scharf nach
dem Verlust eines einzigen Zuckerrestes eintritt (vgl. Rc mit
Rd,, Abb. 3).

Die Tatsache, daB3 die ZuBere Membran auBergewdhnlich
asymmetrisch aufgebaut ist — LPS an der AuBen- und Phospho-
lipide an der Innenseite — wird auch durch weitere Beobachtun-

gen belegt:

/
A

Pratein - LPS - Komplex

Wildtyp

NWC Nl
O
WNC M

Nl WW@ <

tief rauhe Mutanten

/
\Q\\wwwwm//

Abb. 7. AuBere Membran nach dem Gefrierbrechen (schematisch). In eingefro-
renen Zellsuspensionen brechen die Membranen vorrangig in der Mitte.
Das verleiht den Bruchflichen ihr charakterstisches Aussehen. Glatte Bruch-
flachen (Pfeile) - typisch fiir die Bruchhilften von Phospholipid-Doppelschich-
ten — sind sowohl an den konvexen als auch an den konkaven Flichen
der tief rauhen Mutanten, nicht aber an den konkaven Flichen von Wild-
typzellen zu sehen.

1. Beim Gefrierbrechen der duleren Membran von E. coli
und S. typhimurium!2°:*2) entsteht eine konkave Bruchflache,
die dicht mit Partikeln besetzt ist, die iiberwiegend aus
Proteinen bestehen (Abb. 7)!22L. In Pseudomonas aeruginosa
scheint es sich bei dhnlichen Teilchen in der konkaven Bruch-
fliiche um Protein-LPS-Komplexe zu handeln, da sie mit ED-
TA, das solche Komplexe aus ganzen Zellen herauslost(*®),
zum groBen Teil verschwinden'?'l, Wahrscheinlich ist daher
die duBere Hilfte der dulleren Membran (die der konkaven
Bruchfliche entspricht) von E. coli und Salmonella mit Protein-
LPS-Komplexen (oder ,,Partikeln®) angefiillt. Glatte Bruchfla-
chen, wie sie fiir Phospholipid-Monoschichten typisch sind,
waren ausschlieBlich an der konvexen Bruchseite zu finden.
Vornehmlich solche glatten Flachen waren hingegen an den
konkaven Bruchflichen von tief rauhen Mutanten sichtbar
(Abb. 8)251,

2. ESR-Untersuchungen mit spinmarkierten Verbindungen
sprechen fiir eine ziemlich geringe Fluiditidt der Kohlenwasser-
stoffketten des LPS. So zeigen kiinstliche, gemischte Doppel-
schichten, in denen sich LPS-Molekiile zwischen Phospholi-
pid-Molekiilen befinden, eine betrichtlich geringere Fluiditat
als Doppelschichten aus reinen Phospholipiden!'®). Die Phos-
pholipid-Kohlenwasserstoffketten in der dufleren Membran
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Abb. 8. Eiektronenmikroskopische Aufnahmen von konkaven Bruchflichen
der duBeren Membran nach dem Gefrierbrechen [22]. a) Wildtyp von S.
typhimurium, b) tiel ravhe Mutante (TA 2168). Man beachte den ,glatten®
Bereich zwischen den .,Partikeln™. — Der Strich entspricht 0.2 um. Der Pfeil
zeigt die Richtung der Mctall-Schrigbedamplung an. (Reproduziert mit Ge-
nehmigung der American Sociely for Microbiology.)

haben dagegen eine dhnlich hohe Fluiditdt wie diejenigen
in der Cytoplasmamembran!!® '8, Dieses Ergebnis weist dar-
auf hin, da3 die Phospholipide der duBleren Membran einen
vom LPS vollstindig getrennten Bereich einnehmen. Dieser
Schluf wird auch durch die Bestimmung der DominengroQe
anhand der Austauschverbreiterung der ESR-Signale ge-
stiitzt' 81,

Die geringe Permeabilitit der ZuBeren Membran des Wild-
typs von E. ¢oli oder Salmonella fir hydrophobe Molekiile
verschafft diesen Organismen einen enormen Selektionsvorteil
dadurch, daB sie widerstandsfahig gegen Salze von Gallensiu-
ren und gegen langkettige Fettsduren sind, die in ihrer natiir-
lichen Umgebung — dem Darmtrakt der Sduger — in groflen
Mengen vorkommen. Es besteht jedoch kein Grund, daB
alle Gram-negativen Bakterien fiir hydrophobe Stoffe un-
durchldssige dufere Membranen bilden miissen. Tatsdchlich
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sind einige nicht im Darm lebende Gram-negative Bakterien,
z. B. Neisseria gonorrhoeae, auerordentlich empfindlich gegen
hydrophobe Agentien wie Erythromycin, Rifampin, Acridin-
orange und Ethidiumbromid“%) und man darf erwarten,
daB3 diese Bakterien eine 4ullere Membran vom Typ der Phos-
pholipid-Doppelschicht besitzen.

4. Die unspezifische Permeabilitiit fiir kleine hydrophile
Molekiile

4.1. Gleichgewichtsstudien an intakten Zellen

Gram-negative Bakterien sind empfindlich gegen eine Viel-
zahl hydrophiler Antibiotica (Tabelle 1), welche die duBere
Membran durchdringen miissen, um an ihren Wirkungsort
zu gelangen. Eine dhnliche Diffusion ist auch fiir die Néhrstoffe
einschlieBlich der Zucker, Aminosduren und anorganischen
Salze sowie fiir die Abfallprodukte des Zellstoffwechsels erfor-
derlich. Diese Verbindungen gelangen anders als iiber den
whydrophoben Weg"“ (Abschnitt 2) ins Innere. Wir hatten die
Existenz eines unabhédngigen ,hydrophilen Weges* postuliert,
der gleichermaBen im Wildtyp und in den tief rauhen Mutan-
ten beschritten werden sollte. Zum Studium der Eigenschaften
dieses postulierten Transportweges haben wir Oligosaccharide
als permeierende Agentien benutzt!+°’,

Um den Durchtritt durch die dullere Mecmbran untersuchen
zu konnen, muliten wir Oligosaccharide verwenden, welche
die Cytoplasmamembran weder durchdringen kdnnen noch
aktiv durch sie hindurchtransportiert werden; Oligosaccharide
der Saccharose-Raffinose-Reihc erfiillen bei S. typhimurium
diese Bedingungen. Da der Raum zwischen der dulleren Mem-
bran und der Cytoplasmamembran (der ,periplasmatische
Raum®) klein ist, war die Diffusion in diesen Raum schwierig
zu messent>%. Wir haben ihn deshalb durch ,Plasmolyse”
der Zellen in 0.3 bis 0.5 M NaCl- oder in 0.5 M Saccharose-L6-
sung!*? vergroBert. Unter diesen Bedingungen nahm der peri-
plasmatische Raum 40 bis 50 % des Zellvolumens ein, so

0.IM NaCl 0.43M NaCl
+[3H1- Dextran + [ "*C1-Saccharose

—— Dextran
o
| ——Saccharase

Abb. 9. Bestimmung der Permeabilitiit [iir Oligosaccharide unter Verwendung
plasmolysierter Zellen. Intakte Bakterienzellen werden in NaCl- oder Saccha-
rose-Losungen mafiger Konzentration suspendiert. Die geldsten Stofle diffun-
dieren durch die dulere Membran, konnen aber die Cytoplasmamembran
{a) nicht durchdringen. Dadurch wird dem Cytoplasma Wasser entzogen;
das Cytoplasma schrumpft, nicht aber die mechanisch stabile Zellwand (c),
so daB sich in der ,.plasmolysierten Zelle der Raum zwischen der Zellwand
und der Cytoplasmamembran (,periplasmatischer” Raum (b)) stark
vergroflert. Nach Zugabe von [*H]-Dextran und ['*C]-Saccharose dringt
zwar die Saccharose, nicht aber das Dextran in den periplasmatischen Raum
ein. Durch Zentrifugation der Zellen und Bestimmung des [**C]- und [*H]-
Gehalts im Uberstand und im Zentrifugat kann dies quantifiziert werden.
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daBdas Eindringen der Oligosaccharide in ihn leicht gemessen
werden konnte (siche Abb. 9).

Unsere Untersuchungen ergaben fiir diesen Transportweg
ein deutliches Groflenlimit!*®!, Saccharose (Mol.-Gew. 342)
und Raffinose (Mol.-Gew. 504) waren nach 5min Inkubation
bei Raumtemperatur vollstindig in den periplasmatischen
Raum eingedrungen, Stachyose (Mol.-Gew. 666} und groflere
Oligosaccharide nur zum Teil. Das partielle Eindringen dieser
groBeren Saccharide war offenbar der Diffusion in beschddigte
Zellen zuzuschreiben™®!. Wir schlossen daraus, daBl die Zell-
wand von S. typhimurium fiir Disaccharide (Saccharose) und
Trisaccharide (Raffinose) durchldssig ist, aber nicht fiir Tetra-
saccharide und hohere Oligosaccharide. Offenbar existiert fiir
die Raffinose-Reihe eine scharfe Ausschluligrenze bei Moleku-
largewichten von 550—-650.

Diese Ergebnisse waren mit denen einer wegweisenden Un-
tersuchung von Payne und Gilvarg!?®!in Einklang, die fanden,
daB Peptide mit Molekulargewichten iiber 600-650 nicht in
E.-coli-Zellen eindringen kénnen. Das Problem bestand jedoch
darin, dafl weder die Befunde von Payne und Gilvarg noch
unsere Ergebnisse die Frage beantworten konnten, welche
der beiden Schichten der Zellwand, die duere Membran oder
das Murein, die Sperre fiir hydrophile Molekiile bilden. Unsere
spateren Untersuchungen zeigten jedoch,dall die dullere Mem-
bran — und nicht die Mureinschicht — als Molekularsieb und
damit als Sperre wirkt!®?), Bei einer Versuchsreihe war z. B.
die Mureinschicht durch Behandlung mit Lysozym oder durch
Kultivierung in Gegenwart von Penicillin beschadigt worden.
Die aus soichen Bakterien erzeugten plasmiolysierten Zellen
oder Sphiroplasten besaflen trotz der beschidigten Murein-
schicht weiterhin die beobachteten Molekularsiebeigenschaf-
ten.

Wie gelangen nun die hydrophilen Molekiile durch die
dulere Membran? Ein Weg, der die Auflésung im Membranin-
neren erfordert, ist nicht gangbar, da hierbei sehr viele Wasser-
stoffbriickenbindungen zwischen den Oligosacchariden und
den Wassermolekiilen gebrochen werden miif3ten—ein thermo-
dynamisch sehr ungiinstiger ProzeB. Mdglich scheinen nur
die Diffusion durch wassergefiilite Poren oder die Tridger-(Car-
rier-)vermittelte Diffusion zu sein. Die Diffusion der Oligosac-
charide durch die dulere Membran verlduft sogar bei 0°C
auBerordentlich schnell*®!. Diese Beobachtung sowie das
iibereinstimmende Grofenlimit fiir recht unterschiedliche Ar-
ten von Verbindungen schienen fiir die Beteiligung wasserge-
fillter Poren zu sprechen. Eine definitive Antwort erhofften
wir durch Rekonstitutionsexperimente zu erhalten, die im fol-
genden Abschnitt beschricben werden.

4.2. Untersuchungen zur Rekonstitution

Wenn man die dulere Membran mit Detergentien auflost
und dann die Detergentien langsam in Gegenwart von Mg?™*
entfernt, kann man die Bildung von Strukturen beobachten,
die morphologisch der duBleren Membran gleichen'*31. Diese
Versuche haben gezeigt, daB die supramolekulare Struktur
der dufleren Membran letztlich durch Struktur und Eigen-
schaften ihrer Bestandteile bestimmt wird. Aussagen iiber die
Art der Wechselwirkung zwischen den beteiligten Molekiilen
oder gar liber die Funktionen der Bestandteile waren allerdings
kaum moglich.

Wir fuhrten Rekonstitutionsexperimente durch, um die
Komponenten zu bestimmen, von denen die charakteristische
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Permeabilitédt der duleren Membran fiir hydrophile Molekiile
abhingt. Da sowohl die ,hydrophile Permeabilitat* als auch
das LPS ausschlieBlich Eigenschaften der dulleren Membran
sind, haben wir zuerst gepriift, ob LPS an der Porenbildung
beteiligt ist. Wir haben deshalb Liposomen hergestellt, die
sowohl LPS als auch Phospholipide in der Doppelschicht
enthielten, indem wir nach Kinsky et al.'®*! einen getrockneten
Phospholipidfilm in einer wiBrigen LPS-Suspension resuspen-
diert haben. Diese Liposomen mit ihrer gemischten Doppel-
schicht aus Phospholipiden und LPS waren jedoch fiir hydro-
phile Verbindungen genauso undurchdringlich wie Liposo-
men, die nur aus Phospholipiden bestanden!®®), Diese Ergeb-
nisse fithrten zur alternativen Hypothese, dal} die Proteine
der dufleren Membran eine wesentliche Rolle bei der Porenbil-
dung spielen kénnten. Um diese Hypothese zu priifen, wurden
in unserem Laboratorium'® Liposomen in Gegenwart von
Proteinen der dulleren Membran hergestellt; diese Membran-
proteine wurden durch Extraktion mit Detergentien gewon-
nen. Die Entfernung der Detergentien durch lingere Dialyse
fiihrte zur Prézipitation der Proteine, die durch Zentrifugation
gesammelt und mit Ultraschall in wéBriger Pufferlosung re-
suspendiert wurden. Durch Zugabe dieser Proteinsuspension
und einer wifrigen Suspension von LPS zu einem getrockne-
ten Phospholipidfilm konnten Membranvesikeln rekonsti-
tuiert werden (Abb. 10). Enthielt das Rekonstitutionsmedium

+[%H1 - Dextran

Hy0 + +[*C1-Saccharose
LPS + Protein in 014 NaCL/0.0"M MgCl,
Beschallen ] Trocknen
. schwaches
Phospholipide Beschallen
Erhitzen
langsames
AbKiihlen
Gelfiltration
1™E)- Saccharose
® [*H1-Dextran

Abb. 10. Rekonstitution von Vesikeln der duBeren Membran. Ein trockener
Phospholipidfilm wird in einer wiBrigen Suspension von LPS und geeigneten
Proteinen resuspendiert. Nach Beschallung wird die Mischung getrocknet
und der entstehende Film in einer Salzldsung, die [*H]-Dextran und [**C]-
Saccharose enthilt, resuspendiert. Durch Erhitzen und langsames Abkiihlen
errcicht man, daB die Vesikeln sich vollstindig schlieBen und die Membran-
komponenten sich optimal anordnen. Danach werden die Vesikeln, die im
Inneren wahrscheinlich [°H]-Dextran und [**C]-Saccharose enthalten, auf
eine Gelfiltrationssdule aufgetragen. Beim Eluieren der Sdule werden sie
sehr schnell von den gelsten Molekiilen in der extravesikuldren Flissigkeit
abgetrennt. Ist nun die Vesikelmembran flir Saccharose, nicht aber fiir Dextran
durchldssig, so wird die [**C]-Saccharose withrend der Filtration aus den
Vesikeln diffundieren, so daB die im AusschluBvolumen gesammelten Vesikeln
cin viel hoheres *H/**C-Verhiltnis aufweisen als das verwendete Dextran-Sac-
charose-Gemisch (siche auch Tabelle 2).

sowohl [*H]-Dextran als auch ['*C]-Saccharose, so lagen
beide Verbindungen nach der Rekonstitution wahrscheinlich
sowohl im intra- als auch im extravesikuldren Raum vor.
Wiihrend der Abtrennung der Vesikeln durch Gelfiltration
iiber Sepharose 4B diffundierte ein groBer Teil der intravesiku-
liren ['*C]-Saccharose durch die das Protein enthaltende
Membran, so daBl das *H/'“C-Verhiltnis der zuriickgewonne-
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nen Liposomenfraktion um vieles héher lag als das Verhaltnis
im urspriinglichen Rekonstitutionsgemisch. Aus einer Kon-
trollmischung ohne Proteine entstanden Liposomen, die fiir
Saccharose vollig undurchlidssig waren, bei denen also das
3H/'*C-Verhiiltnis praktisch konstant blieb. In einem weiteren
Kontrollexperiment erwiesen sich die Membranproteine aus
roten Blutkorperchen von Schafen als vollig ungeeignet fiir
die Herstellung Saccharose-durchldssiger Membranen. Wir
schlieBen aus diesen Ergebnissen, daf3 die Proteine der dulleren
Membran fiir die Bildung wassergefiillter Poren notwendig
sind.

Anschliefend haben wir teilweise gereinigte Praparationen
der aus der duBeren Membran gewonnenen Proteine fiir die
Rekonstitution verwendet, um die an der Porenbildung betei-
ligten Proteine zu identifizieren'® "), Nach Behandlung der Zell-
hiillen von S. typhimurium mit Natriumdodecylsulfat (SDS)
bei 37°C bleibt ein unléslicher Komplex zuriick, der sowohl
Murein mit kovalent gebundenem Lipoprotein als auch die
meisten Proteine mit Molekulargewichten um 34000-36000,
d.h. die Porine, enthiltt>®) Wir fanden nun, daf3 der SDS-
unlosliche Komplex die Porenbildung viel stirker fordert als
die durch SDS herausgelésten Proteine. Daraufhin haben wir
den SDS-unléslichen Komplex mit Lysozym abgebaut und
die Reaktionsprodukte durch Gelfiltration im SDS-Gradien-
ten fraktioniert, Die resultierenden Protemaggregate enthielten
nur die Porine von S. typhimurium® 7 oder von E. coli K 12139
oder dhnliche, nur aus Porinen von E. coli B1*°T (Molckularge-
wichte um 36 500) aufgebaute Oligomere. Alle diese Aggregate
[6rderten bei den Rekonstitutionsexperimenten (Tabelle 2) die
Porenbildung aullerordentlich stark.

Tabelle 2. Ergebnis cines typischen Rekonstitutionsexperiments.

[*H- [4cT
Dextran Saccharose
[Tmp/min] [Imp/min]
Aktivitit in der Rekonstitutionsmischung 240000 260000
Aktivitdt in den Vesikeln nach Gelfiltration
Exp. 1 (ohne Porin) 2400 2100
Exp. Il (mit Porinoligomeren, 10 pg) 3350 <30

[a] Membranvesikeln wurden aus 0.8 mg LPS und 0.8 mg Phospholipiden
in Gegenwart von [*H]-Dextran und ['#C]-Saccharose, ohne Porin oder
mit Porinoligomeren, rekonstituiert [57]. Bei der Riickgewinnung der Vesi-
keln wurden die radioaktiven Saccharide abgetrennt, die durch die Vesikel-
membran ausdiffundiercn konnten (siche Abb. 10).

Inouye!'®') hat aufgrund von theoretischen Uberlegungen
vorgeschlagen, dal Oligomere aus den Lipoproteinen des Mu-
reins in ihrem Inneren wassergefiillte Kanile enthalten und
deshalb Poren bilden, welche die gesamte dullere Membran
durchziehen. Unser aktiver Komplex enthielt jedoch nur sehr
wenig Lipoprotein. Sogar das Porinoligomer aus einer Mutan-
te!'*1von E. coli K 12, die iiberhaupt kein Lipoprotein cnthiilt,
erwies sich als vollstindig aktivi®®). AuBerdem zeigten Aggre-
gate, die hauptsiichlich aus Lipoproteinen neben wenig Porin
bestanden, nur ein sehr geringes Porenbildungsvermogen; ge-
reinigtes Lipoprotein war inaktiv.

Die Poren, die durch Beimischung der Porine erzeugt werden
konnten, hatten die erwartete GréBe, d.h. sie ermoglichten
die freie Diffusion von Saccharose und Raffinose, aber nicht
von Stachyose und groBeren Oligosacchariden. Auch die gebil-
deten Vesikeln waren fiir einc Vielfalt kleiner, hydrophiler
Molekiile zuginglich, einschlieBlich Galactose, Glucosamin,
Glucose-1-phosphat, Lysin, Tryptophan, Uridin, UMP, GDP
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sowie Polyethylenglycol (Mol.-Gew. 600). Polyethylenglycol
mit dem Molekulargewicht 1540 konnte dagegen nicht eindrin-
gen'*"!. Da hier Komplexe, die nur aus einer bis drei Protein-
spezies bestehen, das Eindringen so unterschiedlicher Verbin-
dungen ermdglichen, kann der Diffusion kein trigervermittel-
ter Transport zugrunde liegen, bei dem fiir jede Verbindung
ein spezifisches ,,Carrier*-Protcin erforderlich ist. Die fehlende
Spezifitit ist in der Tat einer der stiirksten Hinweise auf die
Beteiligung wassergefiillter Poren.

Die Fihigkeit des Porins zur Bildung von Kanilen ist kiirz-
lich auf andere Art bestitigt worden. Benz et al.l*] gaben
eine stark verdiinnte Losung (z. B. 0.5ng/ml) von Porin aus
E. coli B zu ciner wiBrigen Lésung, in die eine planare Mem-
bran aus Lipid-Doppelschichten gehingt worden war. Interes-
santerweise nahm die Leitfdhigkeit stufenweise zu. Das Inkre-
ment von 1.7 Nanosiemens pro Stufe (in 1 M KCl) soll durch
den Einbau eines Porinmolekiils oder -oligomers in die Mem-
bran bewirkt werden.

Dic Rekonstitution hydrophiler Poren ist auch mit den
Proteinen der duBleren Membran anderer Bakterien als E.
coli oder S. typhimurium gelungen'®3-°4], Eine teilweise Rekon-
stitution aus isolierten Phospholipiden, LPS und einem kleinen
Anteil an Fragmenten der dufleren Membran konnte kiirzlich
auch mit Komponenten von P. aeruginosa erreicht werden!®31.
Interessanterweise lassen die Ergebnisse vermuten, daf die
AusschluBgrenze der Poren von P. aeruginosa bei einem Mole-
kulargewicht von mehreren tausend liegt, also wesentlich ho-
her als bei den Darmbakterien.

4.3. Bestimmung der Diffusionsgeschwindigkeit an intakten
Zellen

Falls die Poren in der duBBeren Membran von Porinmolekii-
len umgeben sind, soltten Mutationen, die zu porinfreien Bak-
terien fithren, letal sein. Nach Verlust dieser Proteine!!!!3!
oder aller ,,Haupt“-Proteine!* 2! konnte man jedoch keine Ver-
minderung der Wachstumsgeschwindigkeit feststellen. 1977
wurde dieses Ritsel durch Anwendung zweier Methoden
gelost. Mit jeder dieser Methoden lieB sich statt der Gleichge-
wichtsverteilung der gelosten Stoffe (Abschnitt 4.1) die Ge-
schwindigkeit der Diffusion durch die dullere Membran bestim-
men. Zugleich erhielten wir weiteren Einblick in die Funktion
der Poren der dufleren Membran.

Die Diffusion durch die 4ullere Membran verlduft so schnell,
dal} sic mit den oben beschriebenen Gleichgewichtsmethoden
nicht gemessen werden kann. Zimmermann und Rosselet'®®)
haben kiirzlich eine elegante Methode zur Messung solcher
Diffusionsgeschwindigkeiten entwickelt. Sie mafBen die Ge-
schwindigkeit der Hydrolyse von B-Lactam-Antibiotica (z.B.
Penicilline und Cephalosporine) sowohl durch intakte als auch
durch aufgebrochene E.-coli-Zellen, die im periplasmatischen
Raum ein B-Lactam-abbauendes Enzym, B-Lactamase, ent-
hielten. In diesem Fall sollte bei intakten Zellen beim FlieB3-
gleichgewicht die Geschwindigkeit der Dillusion durch die
dullere Membran gerade gleich der Hydrolysegeschwindigkeit
im periplasmatischen Raum sein. Zimmermann und Rosseler'©®s
konnten nun zeigen, dal in der Tat bei intakten Zellen die
Hydrolysegeschwindigkeit mit der Vorhersage iibereinstimmt
und sich unter der Annahme berechnen 148t, daB die Diffusion
und dic Hydrolyse dem Fickschen Gesetz bzw. der Michaelis-
Menten-Kinetik folgen (Abb. 11). Ich mé6chte unterstreichen,
daB diese quantitative Behandlung fir die Diskussion der
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Abb. 11. Methode von Zimmermann und Rosselet [66] zur Bestimmung
der Permeabilitiit der uBeren Membran. Gibt man Substrate (z. B. -Lactam-
Antibiotica) zu intakten Bakterienzellen, die hydrolytische Enzyme (z.B. -
Lactamase) mit bekannten V,,,- und Ky-Werten im periplasmatischen Raum
enthalten, so kann man die Permeabilitit der duBeren Membran aus den
beobachteten Hydrolysegeschwindigkeiten berechnen, Der Ausstrom der Hy-
drolyseprodukte sollte — wegen der geringeren GroBe der Produkte — viel
schneller als der Einstrom des Substrats sein und deshalb im FlieBgleichge-
wicht keinen merkbaren Einflu8 auf die Kinetik haben. Im Flielgleichgewicht
gilt Voissrusiony = Miydr(otysey. Damit 1Bt sich der Permeabilititskoeffizient P
aus Wy, berechnen.

Permeabilitit der duleren Membran unbedingt notwendig
ist. So bedeutet z. B. die ,,Kryptizitidt* (Verhiltnis der Hydroly-
segeschwindigkeiten in intakten und in aufgebrochenen Zellen)
beiwillkiirlich gewdhlten Substratkonzentrationen sehr wenig,
da sich die Zahlenwerte der , Kryptizitit” beliebig mit der
benutzten Substratkonzentration dndern kénnen!®®l.

Wir haben deshalb ebenfalls die Methode von Zimmermann
und Rosselet angewendet und die Permeabilitdtskoeffizienten
P der duBeren Membran in mehreren S.-typhimurium-Stimmen
bestimmt!®”!. Wir fanden, daB bei Mutanten mit verringertem
Gehalt an allen drei Porinen die Permeabilitit der dufleren
Membran fiir Cephaloridin, ein hydrophiles p-Lactam mit
dem Molekulargewicht 415, auf weniger als 10 7 des Wertes
fiir den Wildtyp fiel. Ahnliche Ergebnisse an E. coli K12
wurden unabhingig von anderen Arbeitsgruppen erhalten,
die das Problem von der anderen Seite angingen: Sie priiften
die Membranveranderungen in ,kryptischen* Mutanten. In-
takte Zellen dieser Mutanten, die Beacham et al.1®81 untersuch-
ten, zeigten bei der Hydrolyse von Nucleotiden durch periplas-
matische Nucleotidasen erhthte Halbsittigungs-(oder Mi-
chaelis-)Konstanten (Ky) neben unverinderter Maximalge-
schwindigkeit (V,ax). Die duBere Membran dieser Mutanten
war durch einen drastisch verringerten Poringehalt charakteri-
siert1®8],

Bei der gerade besprochenen Methode wurde das Problem,
die Geschwindigkeit der Diffusion durch die dufiere Membran
zu bestimmen, durch Verwendung von Enzymen geldst, welche
die Substrate hydrolysierten, sobald sie in den periplasmati-
schen Raum gelangen. Voraussetzung fiir diese Versuche zur
Bestimmung der Permeabilitit der 4uBeren Membran ist dem-
nach der schnelle Abbau der in den periplasmatischen Raum
eindiffundierenden Substratmolekiile. Nur unter dicsen Bedin-
gungen hingt die Gesamtgeschwindigkeit des Prozesses prak-
tisch ausschlieBlich von der Geschwindigkeit der Diffusion
durch die uBere Membran ab. Damit wird die zuletzt genann-
te Geschwindigkeit meBbar. Die Substrate lassen sich aber
auch durch Systeme fiir den aktiven Transport entfernen,
die in der Cytoplasmamembran lokalisiert sind. Auf dieser
Moglichkeit basiert die zweite zu beschreibende Methode:
das Studium der Transportkinetik in intakten Zellen. Die
Geschwindigkeit der Diffusion (V) durch die duere Membran
ist durch das Ficksche Gesetz gegeben. Bezeichnet man die
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Substratkonzentrationen im duBBeren Medium und im periplas-
matischen Raum mit C, bzw. Cp, so gilt

V=P-A-(C,~C,)

wobei P und A der Permeabilititskoeffizient bzw. die
Membranflidche sind. Die Geschwindigkeit des aktiven Trans-
ports folgt der Michaelis-Menten-Kinetik, d. h. es gilt

V=C, Vau/ (Km+Cyp)

Im FlieBgleichgewicht sind beide Geschwindigkeiten gleich
groB, so da} wir C, eliminieren kénnen. Dies fithrt zu

Ve s [Vaax + P-A-Ku+ P 1.C, -
L B+ P Kyt PoA-C? =4y P ]

Diese Gleichung sieht ziemlich unhandlich aus. Setzt man
jedoch plausible Werte fir A, Ky und V,,, ein, so ergibt
sich, daf} sich mit abnehmender Permeabilitdt (P) der dulleren
Membran die Gesamttransportgeschwindigkeit (V) &dndert.
Diese Anderungen sprechen fiir einen erhdhten ,,Ky“-Wert
fir den Transport (Ky) in intakten Zellen ohne gleichzeitige
Anderungen von V., (Abb. 12). Demnach wird sich vermutlich

17V {nmoimg's'] —

1/Cq [L/mmol] —

Abb. 12. Vorhergesagtes Verhalten von Transportsystemen in intakten Zellen.
Die Gesamttransportgeschwindigkeit wurde fiir mehrere Werte von C, (Sub-
stratkonzentration im dufleren Medium} unter der Annahme berechnet, daB3
die Substrate zunichst entsprechend ihrem Permeabilititskoeffizienten P
durch die duBere Membran diffundieren und anschlieBend aktiv durch die
darunterlicgende Cytoplasmamembran transportiert werden. Der letzt-
genannte ProzeB soll durch eine maximale Geschwindigkeit (V.. von 2nmol
mg "'s ™! (bezogen aul das Trockengewicht) und die Halbsittigungs-(Michae-
lis-)Konstante (Ky) von 1 umol/l charakterisiert sein. Die Rechnung wurde
fiir P=1.4x 1072 cm/s (Kurve a. .theoretische” Permeabilitit der duferen
Membran von E. coli fiir Glucose; Kiy= 1.5 pmoi/l [70]) sowie fiir 1 % bzw.
0.1 % dicses Wertes durchgefiihrt. Diese niedrigen P-Werte sollen fiir Mutanten
gelten, die 1 % bzw. 0.1 % der Normalmenge an Porinen produzieren (Kurven
b und ¢, Ky =55 bzw. 550 pmol/l). Bei den Mutanten bleibt also der Vi,,-Wert
des Gesamttransportprozesses gleich, withrend der scheinbare Ky-Wert (d. h.
der Wert von C, bei halbmaximaler Transportgeschwindigkeit in intakten

Zellen) cunimmt. AuBer bei sehr hohen C,-Werten verlaufen die Kurven
linear.

ein Mangel an Porin nur bei niedrigen Substratkonzentratio-
nen (oder bei hohen 1/C,-Werten) in der Transportgeschwindig-
keit bemerkbar machen. AuBerdem wird der Effekt bei niedri-
gen C,-Werten kaum erkennbar sein, falls der V,,.-Wert des
aktiven Transportsystems (der inneren Membran) niedrig ist.
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Tatsdchlich konnte von Meyenburg!®®) vor einiger Zeit
Mutanten mit der vorhergesagten Anderung isolieren — d.h.
erhohten ,. Ky“-Werten fiir den Transport einer Reihe von
Substanzen. Bei diesen Mutanten war kein Defekt der duBeren
Membran erwartet worden. Diese Mutanten haben einen Man-
gel an Porinen, und zwar am 36.5K-Porin im Fall von E.
coli B/r und an den beiden Porinen im Fall von E. coli K 121701,
Da die Porin-Mangelmutanten erhohte ,,Ky“-Werte fiir den
Transport einer Vielfalt von Verbindungen aufweisen (mehrere
Zucker, ein Zuckeralkohol, ein Zuckerphosphat, Aminosdu-
ren, ein Pyrimidin und sogar anorganische Anionen wie Phos-
phat und Sulfat)!”®, wird durch diese Versuche zugleich die
wichtige Rolle der Porine fiir die Diffusion hydrophiler Sub-
stanzen durch die Membran deutlich. Nehmen wir weiterhin
an, daB3 die aktiven Transportsysteme in der Cytoplasmamem-
bran sehr groBe Affinititen (gleichbedeutend mit niedrigen
K\-Werten) fiir das Substrat haben, so kénnen wir den Min-
destwert fiir den Permeabilitidtskoeffizienten fiir verschiedene
Substrate abschitzen!"*l.

Die Transportstudien sowie die Untersuchungen mit f3-Lac-
tamase in unserem Laboratorium haben bisher folgende Infor-
mationen geliefert:

a) Die Diffusionsgeschwindigkeit hydrophiler Substanzen
hdngt recht wenig von der Temperatur ab — im Gegensatz
zur Diffusionsgeschwindigkeit hydrophober Substanzen (Ab-
schnitt 3). Fiir das p-Lactam-Antibioticum Cephaloridin ergab
sich ein Q,o-Wert von etwa 2!7]; diese geringe Temperaturab-
héangigkeit ist ein starker Hinweis darauf, dal die Permeation
durch wassergefillte Poren stattfindet.

b) Am bemerkenswertesten sind die sehr unterschiedlichen
Permeabilititskoeffizienten der einschleusbaren Substanzen.
So betrdgt z. B. bei Wildtypzellen der Permeabilitéitskoeffizient
fiir Lactose >1x10"*cm/s, wihrend er fiir 6-Aminopeni-
cillansiure viel geringer ist (1.4 x 10~ ° cm/s)!72, obwohl diese
nur ein Molekulargewicht von 216 hat (Lactose: 342). Die
Faktoren, welche die Eindringgeschwindigkeit in diese Poren
beeinflussen, verstehen wir noch nicht ganz; von einigen Para-
metern ist bekannt, daf3 sie wichtig sind. Der erste Faktor
ist offenbar die MolekiilgroBe. Bei den Experimenten zur Be-
stimmung des scheinbaren Ky-Wertes fiir den Transport er-
gibt die Rechnung nur minimale, mit groBer Unsicherheit
behaftete P-Werte fiir die dullere Membran, wenn man die
Werte fiir Wildtypzellen zugrundelegt. Dagegen ist die Ge-
samttransportgeschwindigkeit in intakten Zellen von Porin-
Mangelmutanten (omp B) praktisch durch die Geschwindig-
keit der Diffusion durch die duflere Membran begrenzt, vor
allem bei kleinen C,-Werten. Dies ermdglicht eine ziemlich
genaue Berechnung der P-Werte!”%). Da das omp-B-Gen sehr
wahrscheinlich ein Regulatorgen ist!"3], werden die Mutanten
vermutlich eine kleinere Zahl unverinderter Poren erzeugen.
Wenn wir demnach annehmen, daB die hydrophilen Substan-
zen durch die wenigen verbliebenen Porinkanile die dulere
Membran der Mutanten durchqueren, so weisen die Daten
in Abbildung 13 deutlich auf den EinfluBl der Molekiilgroe
hin. AuBerdem ergibt sich eine recht gute Anpassung an die
nach Renkin!"* berechneten Werte. Die Gleichung von Renkin
beriicksichtigt sowohl die St6Be zwischen Molekiilen endlicher
GréBe und dem Rand kleiner Poren als auch die Viskositét
der Porenwiinde.

Der zweite Faktor ist die Hydrophobie. Hydrophobe Anti-
biotica konnen die duBere Membran der Wildtypen von E.
coli und S. typhimurium nicht schnell passieren, auch wenn
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Abb. 13. Berechnete und gemessene Permeabilitit geloster Molekiile unter-
schiedlicher Grofle. Die berechneten Werte (Kurven) wurden erhalten, indem
die (freien) Diffusionskoeflizienten von Arabinose (Ara), Glucose (Glu) und
Lactose (Lac) mit den Renkin-Faktoren fiir mehrere PorengréBen R multipli-
ziert wurden (Hydratationsradien r siche [75]). Die beobachtete Permeabilitit
(o}wurde aus ,, Wachstums- Ky“-Werten der auf diesen drei Zuckern kultivier-
ten Porin-Mangelmutanten CM 7 (omp B) abgeleitet sowie aus der Wachs-
tumsgeschwindigkeit und der Ausbeute (Einzelheiten siche [70]). Als MaB
der Permeabilitiit dient die relative Diffusionsgeschwindigkeit Voicr.e1.

thre GroBe deutlich unter der Ausschiuflgrenze der Poren
liegt!®2l, Dies spricht dafiir, daB die Poren eine Tendenz zum
Ausschlufl hydrophober Substanzen haben — eine Idee, die
Zimmermann und Rosselet'9) direkt priiften. Sie verglichen
die Permeabilitdt der dulleren Membran von E. coli fiir eine
Reihe halbsynthetischer Cephalosporinderivate; ihre Daten
(siche Abb. 14) bestiitigen die umgekehrte Beziehung zwischen

g
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Abb. 14. Permeabilitat (P, willkiirliche Einheiten) der Poren in Abhingigkeit
von Hydrophobie und Ladung. Gemessen wurde die Geschwindigkeit der
Diffusion von p-Lactam-Antibiotica durch die duflere Membran von E. coli
(nach [66]). Die Verteilungskoefflizienten (als MaB der Hydrophobie) wurden
in Isobutanol/0.02 M Phosphatpuffer, pH = 7.4, in Gegenwart von 0.9 % NaCl
bei 37°C bestimmt. @ monoanionische Cephalosporine {a: C 49288; b:
C 49753, ¢: Cephacetril, d: Cephazolin. e: Cephalothin), a zwitterionisches
Cephalosporin (Cephaloridin), © monoanionische Penicilline (f: Ampicillin,
g: Benzylpenicillin).

Hydrophobie und Diffusionsgeschwindigkeit (durch die Poren
der Membran) zumindest fiir einige monoanionische Cephalo-
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sporine. Es ist noch nicht klar, warum die Poren hydrophobe
Molekiile ausschlieen. Denkbar wiire, dal} diese hydrophoben
Antibiotica deshalb nicht in die Poren eindringen konnen,
weil siec Micellen bilden. Nun bilden diese Substanzen tatséich-
lich bei sehr hohen Konzentrationen Micellen, doch scheinen
sie bei den fiir Permeabilitatsstudien verwendeten Konzentra-
tionen hauptsiichlich als Monomere vorzuliegen!”'. Hier sollte
man aber beriicksichtigen, dall sich der Porendurchmesser
nicht sehr stark vom Durchmesser der geldsten Molekiile
unterscheidet. Die Porenwinde sind vermutlich hydrophil oder
neigen zur Bildung von Wasserstoffbriicken, so daB3 die Uber-
fiihrung hydrophiler Molekiile aus der wifirigen Lésung in
das Poreninnere in summa ohne das zusitzliche Losen vieler
Wasserstoffbriicken erfolgen kann. Man wird verniinftigerwei-
se erwarten, daflin der ,leeren® Pore ziemlich viele Wasserstoff-
briicken zwischen den Porenwinden und Wassermolekiilen
bestehen, so daB3 das Wasser in den Kanilen stirker iiber
Wasserstoffbriicken verbunden ist und mehr Struktur aufweist
als das umgebende Wasser. In die Poren eindringende hydro-
phobe Molekiile miiB3ten diese Struktur zerstdren, was energe-
tisch ungiinstig ist.

Die offenbar grofieren Poren bei P. aeruginosa konnten
der Grund fiir die leichtere Diffusion hydrophober Molekiile
sein!®*!. P. geruginosa kann auf vielen organischen Siduren
und Alkoholen!”® und bei Anwesenheit eines passenden ,ab-
bauenden* Plasmids sogar auf Paraffinen und Campher wach-
sen!””). Méglicherweise konnte eine groBere Pore auch hydro-
phobe Molekiile zusammen mit ihrer ,,Hiille* aus strukturier-
ten Wassermolekiilen durchlassen, ja sogar ganze Micellen,

Dritter Faktor ist die elektrische Ladung. Bei den Experi-
menten von Zimmermann und Rosselet!®®! durchdrang das
zwitterionische Cephaloridin die dullere Membran sehr viel
schneller als das vergleichbar hydrophobe monoanionische
Cephalothin (Abb. 14). Moglicherweise enthalten die Poren-
winde mehrere anionische Gruppen; in diesem Zusam-
menhang sei daran erinnert, da8 die Porine sowohl bei
E. ¢oli'®®78 als auch bei S. typhimurium!’®! die sauersten
Proteine in der dufleren Membran sind. Ein betrdcht-
licher Teil des Widerstands gegen anionische Molekiile mag
jedoch auch daher riihren, daB der periplasmatische Raum
viele negativ geladene Makromolekiile enthilt; das resultieren-
de Donnan-Potential sollte den Ausstrom diffusionsfahiger
Anionen aus dem periplasmatischen Raum begiinstigent®!/.

¢) Diese Betrachtungen lassen uns auch die physiologischen
Funktionen der Porine verstehen. In einer einzigen Zelle exi-
stieren etwa 10° Porine. Bei Zellen, die in einem Labormedium
wachsen, das die iibliche Menge an Glucose (z. B. 0.2 %%) ent-
hilt, sind natiirlich weit mehr Porine vorhanden, als fiir den
Einstrom von Glucose fiir ein exponentielles Wachstum mit
Verdoppelungszeiten von etwa 45min notwendig wiiren (Be-
rechnungen siche ["®). Die Erzeugung dieser vielen Porine
ist allerdings keine Verschwendung, da sie unter zwei Bedin-
gungen benétigt werden: Erstens werden Porine fiir die Diffu-
sion von weniger permeablen Verbindungen gebraucht. Nach
der Renkin-Gleichung sollte die Diffusionsgeschwindigkeit
von Disacchariden ungefihr 5% der von Glucose betragen.
Hydrophobie und elektrische Ladungen werden die Diffu-
sionsgeschwindigkeit noch einmal um einige GroBenordnun-
gen verringern; dies gilt z. B. fiir Peptide, die Hauptnahrungs-
quelle fiir Darmbakterien in ihrem natiirlichen Lebensraum.
Es scheint daher, daB fiir die Diffusion einiger Verbindungs-
klassen tatsichlich 10° Porinmolekiile notwendig sind. Zwei-
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tens ist die Konzentration der Nihrstoffe wichtig. Die Ge-
schwindigkeit der passiven Diffusion ist der Konzentrations-
differenz beiderseits der Membran proportional. Obwohl also
10° Porinmolekiile ein unnotiger Aufwand in einem Medium
mit 0.2% (etwa 1077 mol/l) Glucose sein mobgen, werden
alle diese Porinmolekiile bendtigt, sobald E. coli versucht,
seine maximale Wachstumsgeschwindigkeit auch in Gegen-
wart von nur 10~ % mol/l Glucose aufrecht zu erhalten — derart
verdiinnten Glucose-Losungen ist E. coli in seiner natiirlichen
Umgebung vermutlich sehr hiufig ausgesetzt®%,

Zusiitzlich zu unseren Ergebnissen!’®) wurde in anderen
Laboratorien gefunden, dal Porin-Mangelmutanten weniger
permeabel fiir Nihrstoffe und Inhibitoren wie Cu**, Ag*,
Tetracyclin und Chloramphenicol sind#!). Diese Befunde sind
mit der fehlenden Spezifitit der Porinkanile in Einklang, wie
sie bei den Rekonstitutionsexperimenten beobachtet wurde,
und weisen darauf hin, daB die meisten kleinen, hydrophilen
Molekiile die Membran durch diese Kanile durchqueren (vgl
jedoch Abschnitt 5).

Sowohl E. coli K 12 als auch S. typhimurium LT 2 synthetisie-
ren mehr als eine Porinspezies. Da die Biosynthese der Spezies
durch die Umgebungsbedingungen reguliert wird®2!, erscheint
es moglich, daB jede Spezies Kanile mit etwas unterschiedli-
chen Eigenschaften bildet. Alle bisherigen Rekonstitutionsun-
tersuchungen ergaben jedoch fiir die drei Spezies von Salmonel-
la-Porinen die gleichen AusschluBgrenzen!®?!.

Inouye!®!] hatte aufgrund der Aminosiduresequenz vorge-
schlagen, daB das Lipoprotein des Mureins Oligomere mit
einem zentralen Kanal bilden konnte, die als Poren durch
die Membranen fiihren sollten. Bisher sind keine experimentel-
len Anhaltspunkte fiir diese Hypothese bekannt geworden.
An einer Mutante ohne Lipoprotein!**! haben wir kiirzlich
durch Messung der Diffusion von 6-Aminopenicillansiure!”?]
zeigen konnen, daB sich die Permeabilitiat der duBeren Mem-
bran fiir hydrophile Verbindungen bei Abwesenheit dieses
Proteins nicht verringert.

4.4. Strukturelle Grundlagen der Permeabilitiit fiir hydrophile
Molekiile

Wir haben gesehen, dal3 spezielle Proteine, die Porine, die
duflere Membran fiir hydrophile Molekiile durchlissig ma-
chen. Falls diese Proteine Kanile bilden, die durch die gesamte
Membran fithren, miiten sie eine der Membrandicke entspre-
chende Ausdehnung haben. Tatsdchlich ragen Teile der Porine
iiber die duBere Oberfliche der dufleren Membran hinaus,
wie man aus der Bindung makromolekularer Markierungsrea-
gentien®*] porinspezifischer Bakteriophagen'®* und Antik6r-
per!®® ersieht. Zugleich haben die Porine eine starke Affinitit
zur darunterliegenden Mureinschicht!®® 37 Man glaubt des-
halb, da8 sie auch an der inneren Oberfliche aus der duBeren
Membran herausragen.

Wie sind nun diese Proteine in der Membranebene angeord-
net? Durch Quervernetzung mit bifunktionellen Reagenti-
en'®® und in Sedimentationsgleichgewichts-Untersuchun-
gen'®1 konnte gezeigt werden, daB die in 0.1-0.2 % Natrium-
dodecylsulfat (SDS) bei Raumtemperatur gelosten Porine of-
fenbar Trimere sind. Auch in der intakten dufleren Membran
scheinen sie als Trimere vorzuliegen, da durch Quervernetzung
an Zellhiillen hauptsdchlich Porindimere und -trimere entstan-
den!88],
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Durch zwei Methoden konnten diese Porinoligomere auch
in der #ulleren Membran ,sichtbar” gemacht werden. Ueki
et al.’®%T haben die Réntgen-Kleinwinkelstreuung orientierter
Schichten der intakten duBeren Membran von S. typhimurium
untersucht. Sic erhielten eine Serie von Reflexen, die regelma-
Big angeordneten Proteinaggregaten von etwa 10 nm Durch-
messer zu entsprechen schienen. Von besonderem Interesse
ist ein zentrales, elektronendurchldssiges Areal oder ein
»Loch®“von etwa S nm Durchmesser. An der Aufleren Membran
einer Porin-Mangelmutante konnten keine solchen Reflexe
registriert werden, d. h. diese Oligomere k6nnen nur aus den
Porinen entstehen. Die zweite Methode, die Elektronenmikro-
skopie nach dem Gefrierbrechen, ergab etwa 10* Membran-
oPartikel* auf 1 um? der konkaven Bruchfliche der duBeren
Membran (vgl. Abb. 7 und 8)P°7221 Aus der Gesamtzahl
von Porinmolekiilen pro Zelle®®! und der Oberfliche einer
E.-coli-Zelle wiirde man etwa 10* Porintrimere auf 1 pm? FIi-
che erwarten. Damit entspricht wahrscheinlich die Mehrzahl
dieser Partikel Porintrimeren (oder deren Komplexen mit
LPS). Ihre GroBe (8—10nm) stimmt ebenfalls mit der durch
Rontgen-Kleinwinkelstreuung bestimmten Groe der Porin-
oligomere iiberein.

Enthilt nun ein jedes Monomer einen Kanal, oder bildet
sich der Kanal in der Mitte erst nach Assoziation von drei
Untereinheiten? Eine eindeutige Antwort steht noch aus. Bis-
her ist es noch nicht gelungen, fiir Saccharose durchgingige
Membranen aus monomeren Porinen zu rekonstituieren!®®l
Andererseits sind einige publizierte Ergebnisse mit der Ein-Po-
rin-Ein-Kanal-Hypothese zumindest konsistent. Wird die Zell-
hiille von E. coli B bei Raumtemperatur mit SDS extrahiert,
sobleiben Mureinblittchen mit hexagonal angeordneten Porin-
oligomeren zuriick!*®), Diese regelmiiBige Anordnung ermog-
lichte Steven et al.1*!1die Anwendung von Bildverstirkungsme-
thoden bei der Elektronenmikroskopie. Die nach Negativfir-
bung erhaltenen Bilder zeigten Proteintrimere, die in der Mitte
drei Locher mit jeweils 2nm Durchmesser enthielten. Nach
Steven et al. sind diese Locher mit Lipoproteinen gefiillt, doch
klingt dies unwahrscheinlich, da dann die Winde hydrophob
sein miiten und die hydrophilen Teilchen des Negativfarb-
stoffs abstoBen sollten. Falls jedes dieser Locher einem Kanal
entspriche, wiirde ihre Grofe sehr gut mit der aus den Diffu-
sionsmessungen gewonnenen iibereinstimmen, die einen
Durchmesser von etwa 1.2nm ergeben hatten (Abschnitt 4.3).
Moglicherweise konnle dieses ,,Kanaltriplett bei der Rontgen-
Kleinwinkelstreuung — schon wegen der geringeren Auflosung
(von etwa 2nm) bei dieser letzteren Methode!®®! - als ein
einziges groBes Loch erscheinen.

5. Spezifische Diffusionsprozesse

Bradbeer et al.l®?1beobachteten als erste, daB} einige Proteine
der dulleren Membran sich am spezifischen Transport von
Nahrungsstoffen beteiligen. So ist ein Vitamin-B;,-bindendes
Protein, das in der dufleren Membran vorkommt, fiir den
Transport dieses Substrats in das Cytoplasma notwendig. Die-
ser Entdeckung folgten viele weitere Arbeiten, in denen vielerlei
Systeme beschrieben und ihre Komponenten definiert wurden
(Tabelle 3).

Wir haben im vorigen Abschnitt gesehen, daf die passive
Diffusion durch die Porinkanile wahrscheinlich ausschlagge-
bend ist, wenn die gelosten Molekiile groB sind, wenn ihre
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Tabelle 3. An spezilischen Diffusionsprozessen beteiligte Proteine der duBeren
Membran.

Mol.-Gew.
der Proteine:

erleichtert die
Diffusion von:

Proteine wirken Lit.
als Rezeptor fiir:

Maltose und

Maltodextrinen 47000 x [93]

Ferrichrom 78000 T5, T, & 80, [94]
Colicin M

Fe?®*-Enterochelin 81000 Colicin B [95]

Nucleosiden 25000 T6, Colicin K [96]

Vitamin B, 60000 BF23, Colicine der  [92, 97]
E-Gruppe

Konzentration in der umgebenden LoOsung normalerweise
niedrig ist, oder wenn die Geschwindigkeit des aktiven Trans-
ports sehr hoch ist. In diesen Fillen sollte es spezielle Systeme
fur den Transport durch die dullere Membran geben, und
tatséchlich sind in allen in Tabelle 3 aufgefiihrten Fallen eine
oder mehrere der obigen Bedingungen erfillt. So sind z.B.
sowohl Eisenchelatkomplexe (Ferrichrom, Fe®*-Enteroche-
lin; Mol.-Gew. 740 bzw. 746) als auch Vitamin B, (Mol.-Gew.
1357) sehr grofle Molekiile und liegen iiblicherweise nur in
sehr geringen Konzentrationen vor. Oligosaccharide vom Typ
des Maltodextrins sind ebenfalls groB. Obwohl monomere
Maltose durch die Porinkanile diffundieren kann!®3" wird
fiir Disaccharide die Diffusion der entscheidende Schritt, so-
bald deren dullere Konzentration unter etwa 10™*mol/l fallt
(sieche Abschnitt 4.3). Demnach konnen die Porinkanile bei
niedrigen Substratkonzentrationen ihre Funktion als Malto-
setransportsystem nicht mehr erfiillen. Dabei hat dieses System
eine sehr hohe Affinitit fiir Maltose (Kg;,, des periplasmati-
schen, maltosebindenden Proteins fiir Maltotriose: 2 x 1077
mol/I*°3*)). Erstaunlicherweise existiert ein eigenes Protein fiir
den Transport von nicht sehr grofien Nucleosiden (Mol.-Gew.
<300). Dieser Befund hingt vermutlich mit der Tatsache
zusammen, daf} der Nucleosidtransport hinsichtlich Affipitdt
und Geschwindigkeit zu den wirksamsten Transportsystemen
in E. coli gehort!®801,

Das Maltosesystem, der , A-Rezeptor®, transportiert nicht
nur Maltose, sondern auch Maltotriose und moglicherweise
auch hohere Oligosaccharide®3") Da dieses Protein viele Ei-
genschaften des Porins besitzt!?3*], wirkt es méglicherweise
auch wie eine groBe Pore mit Auslesefunktion. In Einklang
mit dieser Annahme ist die Beobachtung, daBl es auch bei
Porin-Mangelmutanten die wenn auch nur sehr langsame Dif-
fusion von Glucose und Lactose (nicht aber von Histidin)
ermoglicht®®) Kiirzlich hat man auch zeigen kinnen, daB
der A-Rezeptor ionenpermeable Kanile in planaren Lipidfil-
men bildet™®®. Auch bei den Transportprozessen, die von
anderen spezifischen Transportproteinen abhiingen, konnten
Poren eine Rolle spielen. Dariiber ist aber bisher nur wenig
bekannt.

6. Die Durchschleusung von Makromolekiilen

Unter bestimmten Bedingungen kdnnen offenbar auch Ma-
kromolekiile die Barriere der duBeren Membran iiberwin-
den! %1 Dies ist nicht etwa mit dem Fehlen irgendeiner spezifi-
schen Komponente der dulleren Membran korreliert, sondern
wird beobachtet, wenn die Stabilitit der duBeren Membran-
struktur herabgesetzt ist. Hochstwahrscheinlich entsteht hier
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die ,,Undichtigkeit* durch das voriibergehende Zerreifien und
Wiederschlieflen der Membran.

7. Schlufibetrachtung

Wegen ihrer Lage auBerhalb der Cytoplasmamembran war
die duflere Membran gezwungen, ungewGhnliche Permeabili-
titseigenschaften zu entwickeln. So ist sie fiir kleine hydrophile
Molekiile durchlissig und, zumindest bei E. coli und Salmonel-
la, im wesentlichen undurchlissig fiir hydrophobe Molekiile.
AuBerdem muBte sie fiir spezifische Diffusionswege fiir aufer-
gewohnliche Verbindungen sorgen. Heute verstechen wir die
strukturellen Grundlagen dieser Permeabilititseigenschaften

spez. Protein.

LPSx _

| |
MLP Murein Phospholipid

Abb. 15. Spekulatives Modell der Zellwand von E. coli und S. typhimurium.
Es ist noch nicht experimentell bestitigt worden, daB jedes Porinmolekiil
einen Kanal bildet, dafl das Murein-Lipoprotein nur iiber seine Kohlenwasser-
stoffketten mit der Membran verbunden ist, dal dieses Lipoprotein sich
an das Porin anlagert usw. spez. Protein: Protein, das die Diffusion spezieller
Verbindungen erleichtert; LPS: Lipopolysaccharid; MLP: Murein-Lipo-
protein (Braunsches Lipoprotein).

auf molekularer Ebene bereits recht gut. Wahrscheinlich ist
bei der duBeren Membran der Zusammenhang zwischen Struk-
tur und Funktion besser als bei den anderen biologischen
Membranen bekannt. Da diese Membran recht einfach aufge-
baut ist (Abb. 15) und da sich bereits eine Vielzahl von Daten
iiber ihre Struktur angesammelt hat, wird sie vermutlich auch
in Zukunft ein sehr niitzliches Studienobjekt fiir die allgemei-
nen Prinzipien der Membranstruktur und Membranfunktion
bleiben!! 1],

Die Forschungsarbeiten im Laboratorium des Autors wurden
vom U.S. Public Health Service (Grant AI-09644) und von
der American Cancer Society (Grant BC-20) unterstiitzt. Ich
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