
Die Permeabilitat der auBeren Bakterienmembran 

Von Hiroshi Nikaido[*] 

Ein beliebtes Objekt fur das Studium von Struktur/Funktions-Beziehungen bei biologischen 
Membranen ist die auljere Membran Gram-negativer Bakterien. Diese Membran hat u. a. 
die Aufgabe, den Einstrom von Nahrungsstoffen und den Ausstrom von Abfallprodukten zu 
ermoglichen. Untersuchungen unter Verwendung von Mutanten zeigten, dalj es mindestens 
zwei allgemeine Wege fur die Diffusion kleiner Molekule durch die SuBere Membran gibt: 
einen fur hydrophobe und einen fur hydrophile Verbindungen. Beim ,,hydrophoben Weg" 
lost sich die hydrophobe Verbindung im Inneren der Membran und verlaBt es entsprechend 
dem Verteilungskoeffizienten. Bei Wildtypformen ist dieser Weg nicht gangbar - vermutlich 
wegen des Fehlens von Bereichen mit Phospholipid-Doppelschichten. Kleine hydrophile Moleku- 
le durchdringen die Membran dagegen beim Wildtyp und bei Mutanten durch wassergefiillte 
Poren 

1. Einleitung 

Bakterienzellen sind gewohnlich von einer Zellwand umge- 
ben, welche der Cytoplasmamembran nach auljen vorgelagert 
ist. In Dunnschnitten Gram-positiver Bakterien erscheint die 
Zellwand unter dem Elektronenmikroskop meistens als dicke, 
diffuse, strukturlose Schicht. Sie besteht hauptsachlich aus 
Murein (Peptidoglycan). Dagegen zeigen Dunnschnitte Gram- 
negativer Bakterien, z. B. von Escherichia coli und Salmonella 
typhimurium, daR hier die Zellwand aus mindestens zwei 
Schichten aufgebaut ist : einer auljeren Schicht (der iiiuljeren 
Membran), die mit ihrem trilaminaren Aussehen den iiblichen 
biologischen Membranen sehr ahnlich ist, und einer inneren, 
strukturlosen Schicht aus Murein"', dem die Wand im wesent- 
lichen ihre mechanische Stabilitat verdankt (Abb. 1). 
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Abb 1 Schemd der Oberflachenschichten von Bakterien in Dunnschnitten 
ZW Zellwand, C M  Cytoplasmamembran, AM a u k r e  Membran, Mur 
Murein (= Peptidoglycan) Sowohl Gram positive als auch Gram-negative 
Zellen konnen noch zusatzliche Zellwdndschichten besitLen 

Die auBere Membran kann aus E. coli oder aus S. typhimu- 
rium[2,31 isoliert werden; sie enthilt nur wenige Arten von 
Proteinen (Abb. 2)[3-61. Dazu gehoren a) ein bis drei Proteine 
mit einem Molekulargewicht von 34000 bis 36000, die als 
,,Porine" bezeichnet werden, da sie Diffusionskanale durch 
die Membran bilden (siehe Abschnitt 4), b) normalerweise 
ein ,,Hitze-modifizierbares" Protein (HMP, Molekulargewicht 
etwa 33 000), dessen Beweglichkeit bei der Acrylamidgel- 
elektrophorese sich beim Erhitzen in unerwarteter Weise 
andert, und c) das Murein-Lipoprotein (MLP), das aus 58 
Aminosaureri und kovalent gebundenen Lipiden be~teht'~! 
Etwa 30% dieses Lipoproteins sind kovalent rnit der darunter- 
liegenden Mureinschicht verknupft. Die CuBere Membran 
enthalt auljerdem noch zwei Arten von amphipathischen 
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Abh. 2. SDS-Polyacrylamidgl-Elektrophorese der Hauptproteine der a u k r e n  
Membran. HMP:  ,,Hitze-modifizierbdres Protein"; MLP: Murein-Lipopro- 
tein. Die Porinc von E.  coli sind in verschiedenen Lahoratorien als Protein(e) 
1 ,  Protein(e) I ,  ,,Matrixprotein", Proteine b nnd c sowie 0 - 9  und 0-8  benannt 
worden, das H M P  als Protein 3a, II*, d und 0-10. Die Porine von Sulmonella 
hat man nach ihren Molekulargewichten mit 36K. 35K und 3 4 K ,  das H M P  
mit 33 K bezeichnet (SDS: Natriumdodecylsulfat). 

Molekulen: 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.-ryphimurium- 
Mutanten Ra bis Re[8~91. Kiirzlich sind Mutanten entdeckt 
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Abb. 3. Struktur van Lipopolysdcchariden (LPS) aus S. fyphirnuriurn. Die 
Biosynthese verlauft in diesem Schema von rechts nach links. So synthetisieren 
Wildtypzellen (&latter Wildtyp") die vollstandige Struktur (,,S-LPS"), wah- 
rend in R-Mutanten, in denen die Biosynthese auf verschiedenen Stufen 
blockiert ist, nur unvollstaudige Strukturen entstehen (,,Ra- his Re-LPS"; 
a :  ,,tief rauhe" Mutanten). Ahkiirzungen: Abe: Abequose; Man: D-Mannose; 
Rha: L-Rhamnose; Gal: D-Galactose; GlcNAc \ -Acetyl-D-glucosaniin; Glc: 
D-Glucose; Hep: L-Glycero-D-munno-Heptose: 8: Phosphat; KDO: 3-Des- 
oxy-D-manno-octulosonsaure; EtN: Aminoethanol; FA: Fettsaure. 
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worden, denen ein oder mehrere Proteine in der auBeren 
Membran fehlen[10-'4]. Mit diesen Mutanten ist eine gezielte 
Anderung der Membranzusammensetzung moglich. Und gera- 
de diese Moglichkeit des ,,genetic engineering" - zusanimen 
mit der relativ einfachen Proteinzusammensetzung ~ machen 
die auDere Membran zu einem attraktiven System fiir das 
Studium von Struktur/Funktions-Beziehungen in biologischen 
Membranen. 

Das basale Kontinuum der auDeren Membran scheint wie 
andere biologische Membranen eine Lipid-Doppelschicht- 
Struktur zu haben, in der die Kohlenwasserstofketten 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 PuDeren Membran sind einheitlich orientiert, und 
die hexagonale, quasi-kristalline Packung dieser Ketten ver- 
schwindet bei hohenTemperaturen in einem kooperativen ,,Auf- 
schme1z"-ProzeB, wie sowohl durch Rontgenbeugung" 5 - 1  61 

als auch durch Elektronenspinresonanz nach Einfiihrung spin- 
markierter Rep~rtermolekule[ '~~ 's] gezeigt werden konnte. 

b) Beim Gefrierbrechen von doppelschichtigen Lipid- 
membranen erfolgt der Bruch mitten in der Membran["? 
Einen ahnlichen Bruch hat man wiederholt auch bei der auBe- 
ren Mem bran beobach tetr2' -- 231. 

Die HuDere Membran dient offenbar hauptsachlich als Bar- 
riere, um die darunterliegende Mureinschicht vor dem Angriff 
hydrolytischer Enzyme (z. B. Lysozym) zu schutzen. Dies wird 
durch die Beobachtung nahegelegt, daO sich die Struktur des 
Mureins in Gram-positiven Bakterien vermutlich wegen des 
Selektionsdrucks fur neuartige, gegen Hydrolasen resistente 
Strukturen wahrend der Evolution enorm verandert hat. Dage- 
gen gibt es bei den Gram-negativen Bakterien kein Anzeichen 
fur eine solche evolutionare Diversifikation der Mureinstruk- 
tur12', 24J. Die auDere Membran soilte aber auch durchlassig 
fur Nahrungsstoffe und Abfallprodukte sein, d. h. sie sollte 
eine selektive Permeabilitat besitzen, in dieser Hinsicht also 
vielen anderen biologischen Membranen ahneln. Die Diffusion 
durch diese Membranen erfolgt allerdings oft durch aktiven 
Transport; ein solcher ProzeD durfte aber fur die HuDere Mem- 
bran nicht in Frage kommen, da sie sich auBerhalb der Cyto- 
plasmamembran befindet. 

Vor 1975 sind nur wenige unzusammenhangende Beobach- 
tungen iiber die selektive Permeabilitat der PuBeren Membran 
publiziert worden. So konnte z. B. durch sorgfaltige kinetische 
Studien iiber den Ausstrom von P-Galactosiden aus E.-coli- 
Zellen die Existenz einer teilweise wirksamen Diffusionsbarrie- 
re ,,auBerhalb der Cyt~plasmamembran"[~ nachgewiesen 
werden. Payne und G i l ~ a r g [ ~ ~ ]  fanden, dal3 E. coli Peptide 
ab einer bestimmten GroDe nicht mehr verwerten kann, ver- 
mutlich weil sie durch eine ,,auBerhalb der Cytoplasmamem- 
bran liegende Sperre" ausgeschlossen werden. Diese Ergebnis- 
se sagen wenig daruber aus, was nun eigentlich die durch 
die auDere Membran ausgeschlossenen Molekule von den 
sie durchdringenden Molekulen unterscheidet und welche Vor- 
gange sich beim Abweisen oder Durchlassen abspielen. Des- 
halb beschlossen wir, diese selektive Permeabilitat der auDeren 
Membran systematisch zu untersuchen, und zwar im wesent- 
lichen an S. typhimurium und E. coli. Aber vorher mul3ten 
wir wissen, ob es nur eine Art oder mehrere Arten der Diffusion 
durch die BuDere Membran gibt. Versuche rnit LPS-Mutan- 
ten[27, haben dabei entscheidend weiterhelfen konnen. 

2. Die Vielfalt der Diffusionswege 

Die Verfugbarkeit von Mutanten mit definierten biochemi- 
schen Defekten in der LPS-Synthese (Abb. 3)[" ermoglicht 
es, die Struktur von Komponenten der SuBeren Membran 
experimentell zu verandern und die Auswirkungen solcher 
Veranderungen auf die Membranpermeabilitat zu untersu- 
chen. Diese sowohl von Roantrrie und als auch 
von Schlecht, Schmidt und Westphul[2'1 begonnenen Studien 
fiihrten zu folgenden Ergebnissen : a) Wildtypstiimme von Sal- 
monella, E. coli und verwandten Bakterien sind empfindlich 
gegen viele Antibiotica einschliel3lich Neomycin, Cycloserin, 
Ampicillin und Cephalothin. Die Empfindlichkeit gegen diese 
Antibiotica andert sich wenig rnit der LPS-Struktur. b) Dage- 
gen sind diese Stamme gegen Antibiotica wie Actinomycin 
D, Erythromycin, Novobiocin und Rifamycin SV, gegen Farb- 
stoffe wie Kristallviolett und gegen Detergentien wie Salze 
von Gallensauren und Natriumdodecylsulfat (SDS) vie1 resi- 
stenter als die meisten Gram-positiven Bakterien. Die Emp- 
findlichkeit gegen diese Agentien nimmt jedoch bei den ,,tier 
rauhen" Mutanten von Sa/monella[27~281 und E. c ~ l i ' ~ ~ ' ,  die 
auBergewohnlich defektes LPS vom Rd,-, Rdz- und Re-Typ 
(Abb. 3) erzeugen, drastisch zu und wird schliel3lich so grof3 
wie bei Gram-positiven Bakterien. 

Daneben kann die Struktur der auneren Membran auch 
auf andere Art verandert werden: Bis zu 50 "/, der LPS-Mole- 
kule lassen sich durch kurzzeitige Behandlung von Salmonella- 
und E.-coli-Zellen rnit Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) 
entfernenr3'! L e i ~ e [ ~ ~ ]  entdeckte, daB nach partieller Entfer- 
nung von LPS die Empfindlichkeit dieser Organismen gegen 
Actinomycin D zunimmt. Spatere Untersuch~ngen[~~I  
ergaben, daB die so behandelten Zellen auch empfindlich gegen 
Polymyxin, Novobiocin, Rifampicin, langkettige Fettsluren 
und Detergentien wurden. 

Da die auDere Membran die einzige subzellulare Struktur 
rnit wesentlichem LPS-Gehalt ist[', 31 und da die Wirkungsorte 
der genannten Antibiotica und Farbstoffe gewohnlich in der 
Cytoplasmamembran oder im Cytoplasma liegen, sprechen 
die obigen Ergebnisse dafiir, daB die aul3ere Membran norma- 
lerweise als Durchtrittssperre fur einige Molekularten wirkt 
und daB diese Sperrfunktion durch genetische Anderungen 
des LPS oder durch Entfernung des LPS rnit EDTA teilweise 
aufgehoben werden kann. Daruber hinaus existiert eine andere 
Gruppe von Agentien, deren Wirksamkeit nicht durch Muta- 
tionen des LPS beeinflufit wird. Dies legt nahe, daR es minde- 
stens zwei Diffusionswege gibt: Einer ist von der LPS-Struktur 
oder dem LPS-Gehalt abhangig und einer nicht. 

Wie sind nun die einstromenden Verbindungen einem dieser 
Wege zugeordnet? Eine Zusammenstellung der untersuchten 
Substanzen zeigte, daO 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, daR in der Tat die meisten von ihnen Verteilungskoeffi- 
zienten iiber 0.07 be~aDen[~'] (Tabelle 1). Dagegen erwies sich 
die Mehrzahl der Substanzen, deren Wirksamkeit nicht durch 
die LPS-Struktur beeinflul3bar war, als recht hydrophil, d. h. 
sie hatten Verteilungskoeffizienten unter 0.02[331 (Tabelle 1). 
Am einfachsten lassen sich diese Ergebnisse folgendermaoen 
erklaren: a) Es gibt wenigstens zwei allgemeine Wege fur die 
Diffusion kleiner Molekiile durch die aul3ere Membran, einen 
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Tabelk I .  Hydrophobie. Molekulargewicht und relativc Wirksamkeit (beio- 
gen auf den Wildtyp = I ) von Inhibitoren gegeniiber lief rauhen Mutanten 
[.I- 
Inhibitor rel. Wirk- IIydro- Mol: 

samkeit phobie [b] Gew. 

Actinomycin D 
Novobiociii 
Phenol 
K ristallviolett 
Rifamycin SV 
Malachitgrun 
Nafcillin 
Oxacillin 
Vancomycin 

Penicillin G 
Ampicillin 
Cephalothin 
Carhenicillin 
N eo ni? c i I I  

Cycloscrin 
~ ' l i i ~ ~ r ~ ~ i i i p l i c ~ i i ~ ~ ~ l  
Tetmcyclin 

. 210 

0.5 I 0 

> 20 

> 20 
> 20 

I 4  4 
x x  
4 2  
0.31 
0.07 

> 0.01 [c] 2 

0.02 
> 0.01 
> 0.01 

> 001 
> 0.01 

> 0.01 

12.4 [c] 
0.07 [ c ]  

1255 
61 3 

94 
40x 
698 
365 
414 
418 

,3300 

334 
349 
395 
378 
615 
I02 
323 
444 

[a] Modifiiiert nach [33]. [b] Verteilungskoeffizient als Ma13 der €lydroplio- 
hie beslimmt in einein System ails $ x h e n  Volumente~len I -0ctaiiol und 
0.05 >I i\iatriumphosphatpiiffer (pH ==7.0) hei 24°C. [c] Diese Verbindungen 
folgeri iiner~liirliclierweise nicht dcr allgemeinen Tendenz. 

fur hydrophile und einen fur hydrophobe Substanzen. b) Der 
.,hydrophile Weg" wird nicht sehr stark durch anwesendes 
LPS beeinflufit. c) Der ,,hydrophobe Weg" ist in Wildtypstiim- 
men, dic vollstandiges LPS erzeugen, fast unwirksam ; voll 
aktiv wird er erst in den tief rauhen Mutanten oder in 
EDTA-behandelten Zellen. Dieser Weg fiir hydrophobe Mole- 
kule sol1 im folgenden Abschnitt naher beschrieben werden. 

3. Die Sperre gegen hydrophobe Molekiile 

3.1. il/lessung der Geschwindigkeit der Diffusion durch die 
Mernbran 

Die meisten biologischen Mcmbranen lassen bekanntlich 
die Diffusion kleiner, hydrophober Molekiile Z U ' ~ ~ ] ;  die iiuBere 
Membran der tief rauhen Mutanten verhalt sich iihnlich. 
Im Gegensatz dam (siehe Abschnitt 2) ist die iiuBere Meinbran 
der Wildtypformen von Salntonella und E. cnli fiir viele hydro- 
phobe Verbindungen nicht passierbar. 

Diese Feststeliungen basierten allerdings nur auf dem 
Hemmeffekt, den man an ganzen Zellen gemessen hatte. Wir 
konnten also nur indirekt schlieDen, daR die beobachtete un- 
terschiedliche Empfindlichkeit der Zellen unterschiedlichen 
Durchtrittsgeschwindigkeiten entspricht. Gusrrrfsson et al.["' 
zeigten dagegen direkt, daR die Geschwindigkeit der Aufnahme 
von Kristallviolett durch intakte Zellen von der Art des 
vorhandenen LPS abhiingt. 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 
~erwendeten['~! Wenn wir Nafcillin dicken Suspensionen von 
Zellen tief rauher Mutanten zufugten, war die extrazelluliire 
Konzentration, nach Zentrifugation irn Uberstand bestimmt, 
zur Zeit t = O  und t =  x (in Wirklichkeit nach 5-IOmin bei 
22°C) gleich den Konzentrationen, die man erwarten wiirde, 
wenn Nafcillin zur Zeit t = O  nur im extrazellularen Raum 
vorgelegen und sich nach t= 'XI im extra- und im intrazellula- 

ren Raum gleichm5Big verteilt hiitte. Adsorption, Abbau oder 
aktiver Transport waren deshalb unter diesen Bedingungen 
vernachlassigbar. AulJerdem folgte die Diffusionskinetik einer 
theoretischen Gleichung. mit der sich fur die Permeation eine 
Geschwindigkeitskonstante erster Ordnung berechnen liefi. 
Aus diesen quantitativen Diffusionsmessungen zogen wir fol- 
gende S c h l i i s ~ d ~ ~ ] :  a) Der Durchtritt durch die Cytoplasma- 
mcmbi-an (an Sphiiroplasten ["I gemessenj erfolgte mindestens 
zehnmal schneller als der Einstrom in intakte Zellen tief 
rauher Mutanten. Das bedeutet, da13 in ganzen Zellen der 
Durchtritt durch die auRere Membran der geschwindigkeitsbe- 
stimmende Schritt ist. b) Die Diffusionsgeschwindigkeits- 
konstanten sind sowohl im Wildtyp (S) als auch in den Ra- 
und Rc-Mutanten klein (siehe Abb. 3), in den tief rauhen 
(d. h. in Rdl-,  R d z -  und Re-)Mutanten aber vie1 groBer (siehe 
Abb. 4). 

8 -  

S Rc Rd, Rd7 Re 

tief rouhe Mutonten 
Ahb 4. a )  Geschwindigkeit der Diffusion von Nafcillin (hydrophob) durch 
die iuRere Memhrnn von S.-rrpliin~uticrtn-S~~minei~ (w illkurliche Einheiten): 
b) Zusanimensetzung der LiuBeren Membran in diesen StYmmen (nach [ZZ]). 
Geniessen wurde die Geschwindigkeit dcr Diffusion in die intakteii Zellen; 
~eschwindigkei tsbest inim~nd 1st dabei die Diffusion durch die SuBere hleni- 
bran [33]. Die Diffusionsgeschwindigkeit nimmt nicht einmal hei einem Ver- 
l u y t  von 90 y:, der Saccharidgruppen (wic r  B. bei den Rc-Mutanten) signifikant 
zu. Erst bei den tief ranhcn Mutanten unnmt sie zn - entsprechend dem 
ansteigenden Phospholipid- und dem abnehmenden Proteingehalt. 

3.2. Der Diffusionsverlauf bei hydrophoben Verbindungen 

Seit den bahnbrechenden Arbeiten von Collander und 
Biirizrrid["hl ist derVerlauf der Diffusion hydrophober Molekiile 
durch Membranen eingehend untersucht worden, und man 
weiD, daR kleinere Molekule und stiirker hydrophobe Moleku- 
le schneller diffundieren und daR die Diffusionsgeschwindig- 
keit auchmit derTemperatur . D' ie kritische 
Analyse dieser Ergebnisse zeigte, daR die permeierenden Mole- 
kiile sich zunachst irn hydrophoben lnnern der Membran 
losen, dann durch die Kohlenwasserstoffschicht diffundieren 
und die Meinbran in Richtung der wERrigen Phase auf der 
gegenuberliegenden Seite in einem AusmaB, das ihrem Vertei- 
lungskoeffizienten entspricht, wieder verla~sen[~'! Um nun 
zu testen, ob die Diffusion hydrophober Substanzen durch 

["I Sphiroplahten werden durch Behandlung intakter Zellen mit EDTA und 
Lysorym gebildet, dahei wird die Zellwand weitgehend zerstort. 
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die iuljere Membran von stark rauhen Mutanten iihnlich 
verlauft, haben wir den EinfluB aul3erer Bedingungen auf die 
Diffusionsgeschwindigkeit untersucht und dabei folgendes ge- 
funden: a) Von zwei Verbindungen iihnlicher GroBe diffundiert 
die starker hydrophobe Verbindung schneller. b) Die Diffu- 
sionsgeschwindigkeiteu hangen sehr stark von der Temperatur 
ab; der Q1 "-Wert (Verhdtnis der Geschwindigkeiten bei T 
"C und (T- 1O)"C) liegt bei 10. c) Selbst recht groBe Molekule 
diffundieren offenbar wie oben beschrieben ; es konnte keine 
scharfe Grenze hinsichtlich der GroBe festgestellt werden. Die- 
se Ergebnisse lassen sehr stark vermuten, darj die hydrophoben 
Verbindungen die auBere Membran der stark rauhen Mutan- 
ten passieren, indem sie sich im Membraninneren losen. 

3.3. Strukturelle Ursachen der fehlenden Permeabilitat fur hy- 
drophobe Verbindungen 

Die auRere Membran des Wildtyps von Salmonella ist im 
wesentlichen undurchliissig fur hydrophobe Verbindungen. 
Dies uberrascht, da kleine, hydrophobe Molekule schnell so- 
wohl durch kunstliche Phospholipid-Doppelschichten a k  aucli 
durch die meisten biologischen Membranen diffundie- 
ren[34.40! Unsere erste Erklarung war, dalj die hydrophoben 
Molekiile nicht die hydrophile Oberflachenschicht durchdrin- 
gen konnen, die aus den Saccharidketten des Lipopolysaccha- 
rids (LPS) besteht. Die iiuoere Membran von Rc-Mutanten 
ist aber undurchlassig fur hydrophobe Antibiotica, obwohl 
ihr 80-90 % der Saccharidgruppen des Wildtyps (Abb. 3) feh- 
len. Dagegen besitzen Rdl-Mutanten, die im LPS nur einen 
einzigen Zuckerrest weniger als die Rc-Mutanten enthalten 
(Abb. 3), auaergewohnlich durchlassige Membranen. Beim 
Vergleich von Stammen, die LPS mit Saccharidketten graduell 
abnehmender Lange produzieren, kann man demnach einen 
plotzlichen und diskontinuierlichen Anstieg in der Durchlas- 
sigkeit fur hydrophobe Verbindungen beobachten (Abb. 4); 
diese Ergebnisse sind naturlich schwer mit der erwiihnten 
Hypothese zu erklaren. 

Eine wichtige Beobachtung von G.  F. Ames (1974)l5] fuhrte 
uns spater zu einer anderen Hypothese. Ames fand, dalj der 
Proteingehalt der auljeren Membran trotz zunehmend kurze- 
rer Saccharidketten des LPS bis hin zu Rc-Mutanten mehr 
oder weniger konstant bleibt, beim Ubergang zu den tief 
rauhen (d. h. Rdl-, Rdz- und Re-)Mutanten aber plotzlich 
und drastisch abnimmt. Ahnliche Effekte beobachteten Ko- 
plow und Go14f'ine1411 bei einer Re-Mutante von E .  coli. Da 
einige der Proteine vermutlich in das hydrophobe Innere der 
Membran eintauchen, erwarteten wir, daB die Abnahme an 
Proteinen durch eine Zunahme an Phospholipiden oder an 
LPS kompensiert werden konnte. Eine quantitative Analyse 
der Komponenten der auBeren Membran von Mutanten, die 
LPS vom Rc-, RdL-, Rdz- und Re-Typ produzieren, ergab 
in der Tat fur die tief rauhen Mutanten einen kompensatori- 
schen Anstieg an Phospholipiden (Abb. 4 b), wahrend die Zahl 
der LPS-Molekule pro Flacheneinheit in der BuBeren Mem- 
bran unverandert blieb[2zl. Daruber hinaus reichte die absolute 
Menge an Phospholipiden in der 5uReren Membran von S- 
und Rc-Stammen 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- 
kule in der auljeren Halfte der au8eren Membran befin- 
den[42343! Diese Ergebnisse fuhrten zu einem Modell, in dem 
die Phospholipidmolekiile in der aul3eren Membran von S- 

und Rc-Stiimmen aurjergewohnlich asymmetrisch verteilt sind: 
Sie befinden sich nur in der inneren Schicht, wlhrend die 
auOere Schicht praktisch nur Proteine und LPS-Molekule 
enthiilt (Abb. Sa). Da in dieser Struktur keinerlei Bereiche 

b 

zweiwertiges 
Lipid A 

LPS Phospholipid Protein Kation 

Abb. 5. Struktur der iuI3ercn Mernbrm von E. coli und S. i iph~utiiviuiu.  

schematisch. a) Wildtypstimme. b) tief rauhe Mutanten, die LPS voni 
Rd- oder Re-Typ produzieren, c) Wild~yps~iimnie i i x h  kl)TA-Bchandlung 
(Einzelheiten siehc Text). 

mit Phospholipid-Doppelschicht vorkommen, kann sie die 
fehlende Permeabilitat fur hydrophobe Verbindungen unter 
der Annahme erklaren, daB diese Molekule nicht den hydro- 
philen Oberfliichenbereich der Proteine und den Kohlenwas- 
serstoffbereich des LPS durchdringen konnen. Die geringe 
Permeabilitat des letztgenannten Bereiches IiiBt sich folgender- 
maBen erklaren: Die Kohlenwasserstoffketten von LPS liegen 
vermutlich dicht zusammengedrangt vor, da jeweils minde- 
stens sechs Ketten an eine gemeinsame Skelettstruktur gebun- 
den sind und ungesattigte Fettsauren 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 eingeschrankt 
ist[l8]. Sie ist auch rnit den Untersuchungen von Romeo et 
al.[441 an Monoschichten vereinbar. Diese Autoren fanden 
fur LPS-Kohlenwasserstoffe eine kleinere Querschnittsflache 
als fur die Kohlenwasserstoffketten von Phospholipiden. Da 
ein groBer Teil des Widerstands gegen die Diffusion hydropho- 
ber Molekule durch die Membran von der Schwierigkeit her- 
ruhrt, ein Loch zwischen den aneinanderhaftenden Kohlen- 
wasserstofietten zu e r z e ~ g e n ' ~ ~ ' ,  ist leicht einzusehen, daR 
die dicht zusammengedrangten 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 auneren 
Membran. Dadurch wird weniger Protein in die aul3ere Mem- 
bran eingebaut, und dies bewirkt seinerseits den kompensatori- 
schen Zuwachs an Phospholipiden, von denen jetzt einige 
auch in der HuBeren Membranhalfte zu finden sind (Abb. 
5 b). Hydrophobe Molekiile konnen nun offenbar durch einzel- 
ne Bereiche rnit ,,Phospholipid-Doppelschichten" in dieser 
Membran diffundieren. 

Wildtypzellen verlieren bei der Behandlung rnit EDTA LPS 
oder LPS-Protein-Komplexe"O. 4 5 1 .  Nach einer solchen selek- 
tiven Entfernung von Komponenten der auneren Membran- 
halfte rucken offenbar sofort Phospholipide nach, entweder 
durch ,,flip-over" aus der inneren Membranhalfte oder durch 
laterale Diffusion, wie sie Jones und Osborn be~chrieben[~~! 
Dadurch entstehen auch in diesem Falle Bereiche rnit ,,Phos- 
pholipid-Doppelschichten" (Abb. 5 c), so daI3 auch hier die 
ZuBere Membran fur hydrophobe Molekiile durchlassig wird. 

Um zu untersuchen, ob die Phospholipidmolekule tatsach- 
lich, wie in unserem Model1 angenommen, asymmetrisch ver- 
teilt sind, wurden mehrere Experimente d~rchgefiihrt[~']. So 
versuchten wir, die herausragendea Kopfgruppen von Phos- 
phatidylaminoethanol, dem Hauptphospholipid von E. coli 
rnit kovalent gebundenen Reagentien zu markieren. Da zu 
erwarten war, darj die meisten der ,,nicht-penetrierenden" Rea- 
gentien wegen ihrer geringen GroRe die wassergefiillten Poren 
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NH OQ 
O-~-NMH~-O-+CH~-;TO - 

0 CHZO- 
OH 
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Abh. 6.  Kovalente Markierung von Phosphatidylaminoethanol-Kopfgruppen 
an der Zelloberilliche rnit makromolekularen Reagentien [47]: Losliches 
Dextran wurde durch BrCN aktiviert und zu einer Suspension aus intakten, 
in tritiiertem Glycerin kultivierten Zelleii gegeben. Falls die Phospholipide, 
die in Salmonella IiauptsLchlich aus Phosphatidylaminoethanol hestehen, in 
der auBeren I-lalfte der a u k e n  Membran vorkommen (siehe auch Abb. 
5b), wird das Reagens amidinartig rnit dem Aminoethanolteil des Phospholi- 
pids verbunden werden. Der Dextran-Phospholipid-Komplex kann nach Auf- 
losung der Zellen rnit Natriumdodecylsulfat (SDS) quantitativ hestimmt wer- 
den. 

(siehe Abschnitt 4) passieren wiirden, verwendeten wir BrCN- 
aktiviertes Dextran als Reagens (Abb. 6). Nach Inkubation in- 
takter Zellen rnit diesem Reagens war im Falle der tief 
rauhen Mutanten ein betrachtlicher Anteil des gesamten zellu- 
llren Phospholipids rnit dem im Medium vorliegenden akti- 
vierten Dextran verkniipft, wahrend beim S- oder Rc-Stamm 
keine solche Markierung beobachtet werden konnte. Es sei 
darauf hingewiesen, daB diese Ergebnisse schwer durch eine 
mogliche sterische Hinderung durch die Saccharidketten des 
LPS zu erklaren sind, da der Ubergang a d e r s t  scharf nach 
dem Verlust eines einzigen Zuckerrestes eintritt (vgl. Rc rnit 

Die Tatsache, daB die auBere Membran aul3ergewohnlich 
asymmetrisch aufgebaut ist - LPS an der AuRen- und Phospho- 
lipide an der Innenseite ~ wird auch durch weitere Beobachtun- 
gen belegt : 

Rdl, Abb. 3). 

tief rauhe Mutanten 

Abb. 7. AuBere Membrati nach dem Gefrierbrechen (schematisch). In eingefro- 
renen Zellsuspensionen hrechen die Membranen vorrangig in der Mitte. 
Das verleiht den Bruchflachen ihr charakteristisches Aussehen. Glatte Bruch- 
flachen (Pfeile) - typisch fur die Bruchhalften von Phospholipid-Doppelschich- 
ten ~ sind sowohl an  den konvexen als auch an den konkaven Flachen 
der tief rauhen Mutanten. nicht aher an den konkaven Flichen von Wild- 
typzellen zu sehen. 

1. Beim Gefrierbrechen der aurjeren Membran von E. coli 
und S. typhimurium[20* ''I entsteht eine konkave Bruchflache, 
die dicht rnit Partikeln besetzt ist, die iiberwiegend aus 
Proteinen bestehen (Abb. 7)L221. In Pseudomonas aeruginosa 
scheint es sich bei ahnlichen Teilchen in der konkaven Bruch- 
flache um Protein-LPS-Komplexe zu handeln, da sie rnit ED- 
TA, das solche Komplexe aus ganzen Zellen h e r a u ~ l o s t [ ~ ~ ~ ,  
zum grol3en Teil verschwinden'"! Wahrscheinlich ist daher 
die aul3ere Halfte der aul3eren Membran (die der konkaven 
Bruchflache entspricht) von E. coli und Salmonella rnit Protein- 
LPS-Komplexen (oder ,,Partikeln") angefiillt. Glatte Bruchfla- 
chen, wie sie fur Phospholipid-Monoschichten typisch sind, 
waren ausschlienlich an der konvexen Bruchseite zu finden. 
Vornehmlich solche glatten Flachen waren hingegen an den 
konkaven Bruchflachen von tief rauhen Mutanten sichtbar 
(Abb. 8)rzs1. 

2. ESR-Untersuchungen rnit spinmarkierten Verbindungen 
sprechen fur eine ziemlich geringe Fluiditat der Kohlenwasser- 
stoflketten des LPS. So zeigen kiinstliche, gemischte Doppel- 
schichten, in denen sich LPS-Molekiile zwischen Phospholi- 
pid-Molekiilen befinden, eine betrachtlich geringere Fluiditat 
als Doppelschichten aus reinen Phospholipiden['8]. Die Phos- 
pholipid-Kohlenwasserstoffketten in der auBeren Membran 
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Ahh. 8. Elektronenmikroskopische Aufnahmon voii konkavcn Bruchflachen 
der iiuneren Membran nach dem Cefrierhrechen [22].  a) Wildtyp von S. 
typhimurium, b) tief rauhe Mutante (TA 2168). Man hcachte den ,,glatten" 
Bereich zwischen den .,Partikeln". ~ Der Stl-ich entspricht 0.2 pm. Der Pfeil 
zeigt die Richtung der Mctall-Schragbedamprung an. (Reproduriert mit Ce- 
nehmigung der American Society for Microbiology.) 

haben dagegen eine ahnlich hohe Fluiditat wie diejenigen 
in der Cytoplasmamembran[16* 181. Dieses Ergebnis weist dar- 
auf hin, dal3 die Phospholipide der luBeren Membran einen 
vom LPS vollstandig getrennten Bereich einnehmen. Dieser 
SchluR wird auch durch die Bestimmung der DominengroDe 
anhand der Austauschverbreiterung der ESR-Signale ge- 
stiitzt"81. 

Die geringe Permeabilitat der auBeren Membran des Wild- 
typs von E .  coli oder Suliizonella fiir hydrophobe Molekiile 
verschafft diesen Organismen einen enormen Selektionsvorteil 
dadurch, dal3 sie widerstandsfahig gegen Salze von Gallensau- 
ren und gegen langkettige Fettsauren sind, die in ihrer natur- 
lichen Umgebung - dem Darmtrakt der Sauger ~ in groRen 
Mengen vorkommen. Es besteht jedoch kein Grund, daB 
alle Gram-negativen Bakterien fur hydrophobe Stoffe un- 
durchlassige auRere Membranen bilden miissen. Tatsachlich 

sind einige nicht im Darm lebende Gram-negative Bakterien, 
z. B. Neissrviu gonorrhoeae, aul3erordentlich empfindlich gegen 
hydrophobe Agentien wie Erythromycin, Rifampin, Acridin- 
orange und Eth id i~mbromid[~~] ,  und man darf erwarten, 
daD diese Bakterien eine a u k r e  Membran vom Typ der Phos- 
pholipid-Doppelschicht besitzen. 

4. Die unspezifische Permeabilitat fur kleine hydrophile 
Molekiile 

4.1. Gleichgewichtsstudien an intakten Zellen 

Gram-negative Bakterien sind empfindlich gegen eine Viel- 
zahl hydrophiler Antibiotica (Tabelle I), welche die iiunere 
Membran durchdringen mussen, um an ihren Wirkungsort 
zu gelangen. Eine ahnliche Diffusion ist auch fur die Nahrstoffe 
einschliefilich der Zucker, Aminosauren und anorganischen 
Salze sowie fur die Abfallprodukte des Zellstoffwechsels erfor- 
derlich. Diese Verbindungen gelangen anders als iiber den 
,,hydrophoben Weg" (Abschnitt 2) ins Innere. Wir hatten die 
Existenz eines unabhangigen ,,hydrophilen Weges" postuliert, 
der gleichermal3en 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 b e n u t ~ t [ ~ ~ I .  

Um den Durchtritt durch die auRere Mcmbran untersuchen 
zu konnen, muRten wir Oligosaccharide verwenden, welche 
die Cytoplasmamembran weder durchdringen konnen noch 
aktiv durch sie hindurchtransportiert werden; Oligosaccharide 
der Saccharose-Raffinose-Reihc erfiillen bei S. typhimurium 
diese Bedingungen. Da der Raum zwischen der 5uBeren Mem- 
bran und der Cytoplasmamembran (der ,,periplasmatische 
Raum") klein ist, war die Diffusion in diesen Raum schwierig 
zu m e s ~ e n [ ~ ~ I .  Wir haben ihn deshalb durch ,,Plasmolyse" 
der Zellen in 0.3 bis 0.5 M NaC1- oder in 0.5 M Saccharose-LK- 

vergroaert. Unter diesen Bedingungen nahm der peri- 
plasmatische Raum 40 bis 50% des Zellvolumens ein, so 

0 . 1 ~  NaCl O.L3# NaCl 

+r3H1- Dextron + ~'4CC1-Saccharose 

Abh 9. Bestimmung der Permcabilltiit fur Oligosaccharide untcr Verwendung 
plasmolysierter Zellcn. lntakte Bakterienzellen werdcn in NaCI- oder Saccha- 
rose-Losungen mahger Konzentration suspendiert. Die geliisten Stoffe difrun- 
dieren durch die a d e r e  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 daR sich in der ,,plasmolysierten" Zelle der Raum rwischen der Zellwand 
und der Cytoplasmamembran (,,periplasmatischer" Raum (b)) stark 
vergrokrt .  Nach Zugabe von ['HI-Dextran und [L4C]-Saccharose dringt 
rwar die Saccharose. nicht aber das Dextran in den periplasmatischen Raum 
ein. Durch Zentrifugation der Zellen und Bcstimmung des ['"Cl- und ['HI- 
Gehalts im Uberstand und im Zentrifugat kann dies quantifiriert werden. 

Angew. Chem. 91. 394-407 (1979)  399 



dal3 das Eindringen der Oligosaccharide in ihn leicht gemessen 
werden konnte (siehe Abb. 9). 

Unsere Untersuchungen ergaben fur diesen Transportweg 
ein deutliches Gro13enlimit1491. Saccharose (Mol.-Gew. 342) 
und Raffinose (Mol.-Gew. 504) waren nach 5 min Inkubation 
bei Raunitemperatur vollstiindig in den periplasmatischen 
Raum eingedrungen, Stachyose (Mo1.-Gew. 666) und groBere 
Oligosaccharide nur zum Teil. Das partielle Eindringen dieser 
grol3eren Saccharide war offenbar der Diffusion in beschadigte 
Zellen z~zuschre iben[~~ ' .  Wir schlossen daraus, dal3 die Zell- 
wand von S. typhimurium fur Disaccharide (Saccharose) und 
Trisaccharide (Raffinose) durchliissig ist, aber nicht fur Tetra- 
saccharide und hohere Oligosaccharide. Offenbar existiert fur 
die Raffinose-Reihe eine scharfe AusschluBgrcnze bei Moleku- 
largewichten von 550-650. 

Diese Ergebnisse waren rnit denen einer wegweisenden Un- 
tersuchung von Payize und Giluarg[zhl in Einklang, die fanden, 
dal3 Peptide mit Molekulargewichten iiber 600-650 nicht in 
E.-coli-Zellen eindringen konnen. Das Problem bestand jedoch 
darin, daB weder die Befunde von Payne und Gilvarg noch 
unsere Ergebnisse die Frage beantworten konnten, welche 
der beiden Schichten der Zellwand, die aul3ere Membran oder 
das Murein, die Sperre fur hydrophile Molekule bilden. Unsere 
spiiteren Untersuchungen zeigten jedoch, dal3 die auBere Mem- 
bran - und nicht die Mureinschicht - als Molekularsieb und 
damit als Sperre ~ i r k t [ ~ ~ l .  Bei einer Versuchsreihe war z. B. 
die Mureinschicht durch Behandlung mit Lysozym oder durch 
Kultivierung in Gegenwart von Penicillin beschadigt worden. 
Die aus solchen Bakterien erzeugten plasmolysierten Zellen 
oder Spharoplasten besaoen trotz der beschidigten Murein- 
schicht weiterhin die beobachteten Molekularsiebeigenschaf- 
ten. 

Wie gelangen nun die hydrophilen Molekule durch die 
aul3ere Membran? Ein Weg, der die Auflosung im Membranin- 
neren erfordert, ist nicht gangbar, da hierbei sehr viele Wasser- 
stoffbriickenbindungen zwischen den Oligosacchariden und 
den Wassermolekulen gebrochen werden miifiten - ein thermo- 
dynamisch sehr ungiinstiger Prozel3. Moglich scheinen nur 
die Diffusion durch wassergefiillte Poren oder die Triger-(Car- 
rier-)vermittelte Diffusion zu sein. Die Diffusion der Oligosac- 
charide durch die %&ere Membran verlauft sogar bei 0°C 
auBerordentlich ~ c h n e l l [ ~ ~ ~ ] .  Diese Beobachtung sowie das 
ubereinstimmendc Grol3enlimit fur recht unterschiedliche Ar- 
ten von Verbindungen schienen fur die Beteiligung wasserge- 
fullter Poren zu sprechen. Eine definitive Antwort erhofften 
wir durch Rekonstitutionsexperimente zu erhalten, die im fol- 
genden Abschnitt beschrieben werden. 

4.2. Untersuchungen zur Rekonstitution 

Wenn man die iiul3ere Membran rnit Detergentien auflost 
und dann die Detergentien langsam in Gegenwart von Mg2+ 
entfernt, kann man die Bildung von Strukturen beobachten, 
die morphologisch der iiuBeren Membran gleiche~i[~~!  Diese 
Versuche haben gezeigt, dal3 die supramolekulare Struktur 
der auBeren Membran letztlich durch Struktur und Eigen- 
schaften ihrer Bestandteile bestimmt wird. Aussagen uber die 
Art der Wechselwirkung zwischen den beteiligten Molekiilen 
oder gar uber die Funktionen der Bestandteile waren allerdings 
kaum moglich. 

Wir fiihrten Rekonstitutionsexperimente durch, um die 
Komponenten zu bestimmen, von denen die charakteristische 

Permeabilitat der aul3eren Membran fur hydrophile Molekiile 
abhangt. D a  sowohl die ,,hydrophile Permeabilitat" als auch 
das LPS ausschliel3lich Eigenschaften der iiul3eren Membran 
sind, haben wir zuerst gepriift, o b  LPS an der Porenbildung 
beteiligt ist. Wir haben deshalb Liposomen hergestellt, die 
sow oh1 LPS als auch Phospholipide in der Doppelschicht 
enthielten, indem wir nach Kinsky et al.[541 einen getrockneten 
Phospholipidfilm in einer wal3rigen LPS-Suspension resuspen- 
diert haben. Diese Liposomen rnit ihrer geniischten Doppel- 
schicht aus Phospholipiden und LPS waren jedoch fur hydro- 
phile Verbindungen genauso undurchdringlich wie Liposo- 
men, die nur aus Phospholipiden bestanden'jj! Diese Ergeb- 
nisse fiihrten zur alternativen Hypothese, dal3 die Proteine 
der auBeren Membran eine wesentliche Rolle bei der Porenbil- 
dung spielen konnten. Um diese Hypothese zu prufen, wurden 
in unserem L a b o r a t o r i ~ m [ ~ ~ ]  Liposomen in Gegenwart von 
Proteinen der auoeren Membran hergestellt ; diese Membran- 
proteine wurden durch Extraktion mit Detergentien gewon- 
nen. Die Entfernung der Detergentien durch langere Dialyse 
fiihrte zur Prazipitation der Proteine, die durch Zentrifugation 
gesammelt und rnit Ultraschall in wal3riger Pufferlosung re- 
suspendiert wurden. Durch Zugabe dieser Proteinsuspension 
und einer wal3rigen Suspension von LPS zu einem getrockne- 
ten Phospholipidfilm konnten Membranvesikeln rekonsti- 
tuiert werden (Abb. 10). Enthielt das Rekonstitutionsmedium 

HzO + 
LPS + Protein 

+L3HI  - Dextran 
+?'CI -5occhorose 

/ 
P hospholipide schwoches 

Beschallen 
Erhitzen 1 langsames Abkljhlen 

a 

13H1 -Dextron 

Abb. 10. Kekoiistitution von Vesikeln der iunereii Membran. Ein trockener 
Phospholipidfilm wird in einer wanrigeii Suspension von LPS und geeigneten 
Proteinen resuspendiert. Nach Beachallung \+ ird die Mischung getrocknet 
und der entstehende Film in einer Salzlosung, die ['HI-Dextran und ["CI- 
Saccharose enthllt, resuspendiert. Durch Erhitzen uud langsames Abkuhlen 
erreicht man, da8 die Vesikeln sich vollstandig schlieRen und die Membran- 
komponenten sich optimal anordnen. Danach werden die Vesikeln, dic im 
Inneren wahrscheinlich r3H]-Dextran und ['4C]-Saccharose enthalten, auf 
eine Gelfiltrationssiiule aufgetragen. Beim Eluieren der Saule werden sie 
sehr schnell yon den gelosten Molekiilcn in der extravesikullren Fliissigkeit 
ahgetrennt. 1st nun die Vesikelmernbran fur Saccharose, nicht aber fur  Dextran 
durchlissig. so wird die [14C]-Saccharose wlhrend der Filtration aus den 
Vesikeln diffundieren, so daR die iin AusschluRvolumen gesammelten Vesikeln 
cin vie1 hoheres 3ti/14C-Verhaltnis aufweisen als das verwendete Dextran-Sac- 
charose-Gemisch (siehe auch Tahelle 2). 

sowohl ['HI-Dextran als auch ['4C]-Saccharose, so lagen 
beide Verbindungen nach der Rekonstitution wahrscheinlich 
sowohl im intra- als auch im extravesikularen Raum vor. 
Whhrend der Abtrennung der Vesikeln durch Gelfiltration 
uber Sepharose 4B diffundierte ein grol3er Teil der intravesiku- 
laren ['4C]-Saccharose durch die das Protein enthaltende 
Membran, so dal3 das 3H/'4C-Verhaltnis der zuriickgewonne- 
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nen Liposomenfraktion um vieles holier lag als das Verhaltnis 
im urspriinglichen Rekonstitutionsgemisch. Aus einer Kon- 
trollmischung ohne Proteine entstanden Liposomen, die fur 
Saccharose vollig undurchliissig waren, bei denen also das 
3H/'4C-Verhaltnis praktisch konstant blieb. In einem wciteren 
Kontrollexperiment erwiesen sich die Membranproteine aus 
roten Blutkorperchen von Schafen als vollig ungeeignet fur 
die Herstellung Saccharose-durchlassiger Membranen. Wir 
schlieBen aus diesen Ergebnissen, dalj die Proteine der BuReren 
Membran fur die Bildung wassergefiillter Poren notwendig 
sind. 

AnschlieBeiid haben wir teilweise gereinigte Praparationen 
der aus der auljeren Membran gewonnenen Proteine fur die 
Rekonstitution verwendet, um die an der Porenbildung betei- 
ligten Proteinezu identifi~ieren'~~! Nach Behandlung der Zell- 
hiillen von S. typhimurium rnit Natriumdodecylsulfat (SDS) 
bei 37°C bleibt ein unloslicher Komplex zuriick, der sowohl 
Murein mit kovalent gebundenem Lipoprotein als auch die 
meisten Proteine rnit Molekulargewichten um 34000-36000, 
d. h. die Porine, enthalt[58! Wir fanden nun, da8 der SDS- 
unlosliche Komplex die Porenbildung vie1 starker fordert als 
die durch SDS herausgelosten Proteine. Daraufhin haben wir 
den SDS-unloslichen Komplex rnit Lysozym abgebaut und 
die Reaktionsprodukte durch Gelfiltration im SDS-Gradien- 
ten frdktioniert. Die resultierenden Proteinaggregate enthielten 
nur die Porine von S. typhimuriurn[57J oder von E. col i  K 1 2L591 
odcr Lhnliche, nur aus Porinen von E. colt Br6'-" (Molckularge- 
wichte um 36 500) aufgebaute Ohgomere. Alle diese Aggregate 
forderten bei den Rekonstitutionscxpcrimenten (Tabelle 2) die 
Porenbildung auBerordentlich stark. 

Tabelle 2. Ergebnia cines typischen Rekonstitutionsexperiments. 
~ ~~~~ ~~~~~~ 

13131- "4Cl- 
Dextran Saccharose 
[Imp/min] [Imp/min] 

~~~ 

Aktivitit in der Rekonstitutionsmischung 240000 260000 
Aktivitat i n  den Vcsikcln nach Gelfiltration 

Exp. 1 (ohne Porin) 2 400 2100 
Exp. I1 (mit Porinoligomeren, 10 pg) 3 850 < 30 

~~- .. ~~ ~- ~ - ~~~ 

[a] Membranvesikeln wurden aus 0.8 mg LPS und 0.8 mg Phospholipiden 
in Gegenwart von [3H]-Dextran und ['4C]-Saccharose, ohne Porin oder 
mit Porinohgomcren. rekonstituiert 1571. Rci tier Rhckgewinnung der Vesi- 
keln wurden die radioaktiven Saccharide abgetrennt, die durch die Vesikcl- 
niembran ausdiffundiercn konnten (siehe Abb. 10). 

l n o u ~ d ~ ~  hat aufgrund von theoretischen Uberlegungeii 
vorgeschlagen, daB Oligomerc aus den Lipoproteinen des Mu- 
reins in ihrem Inneren wassergefiillte KanBle cnthalten und 
deshalb Poren bilden, welche die gesamte auljere Membran 
durchziehen. Unser aktiver Komplex enthielt jedoch nur sehr 
wcnig Lipoprotein. Sogar das Porinoligomcr aus einer Mutan- 
te['41von E. coli K 12, die iiberhaupt kein Lipoprotein enthalt, 
erwies sich als vollst2ndig aktivr6'I. Aunerdem 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 GroDe, d. h. sie ermoglichten 
die freie Diffusion von Saccharose und Raffinose, aber nicht 
von Stachyose und groneren Oligosacchariden. Auch die gebil- 
deten Vesikcln waren fiir einc Viclfalt kleiner, hydrophiler 
Molekiile zuganglich, einschlieBlich Galactose, Glucosamin, 
Glucose-I -phosphat, Lysin, Tryptophan, Uridin, UMP, GDP 

sowie Polyethylenglycol (Mol.-Gew. 600). Polyethylenglycol 
rnit dem Molekulargewicht 1540 konnte dagegen nicht eindrin- 
gen[57J. Da hier Komplexe, die nur aus einer bis drei Protein- 
spezies bestehen, das Eindringen so unterschiedlicher Verbia- 
dungen ermoglichen, kann der Diffusion kein tragervermittel- 
ter Transport zugrunde liegen, bei dem fur jede Verbindung 
ein spezifisches ,,Carrier"-Protein erforderlich ist. Die fehlende 
SpezifitBt ist in der Tat einer der stiirksten Hinweise auf die 
Beteiligung wassergefullter Poren. 

Die Fahigkeit des Porins zur Bildung von Kaniilcn ist kiirz- 
lich auf andcre Art bestatigt worden. B m z  et al,[6z1 gaben 
eine stark verdiinnte Losung (z. B. 0.5 ng/ml) von Porin ails 
E. cob B zu einer waBrigen Losung, in die eine planare Mem- 
bran aus Lipid-Doppelschichten gehangt worden war. Interes- 
santerweise nahm die Leitfahigkeit stufenweise zu. Das Inkre- 
ment von 1.7 Nanosiemens pro Stufe (in 1 M KCI) sol1 durch 
den Einbau eines Porinmolekiils oder -0ligomers in die Meni- 
bran bewirkt werden. 

Die Rekonstitution hydrophiler Poren ist auch rnit den 
Proteinen der auljeren Membran anderer Bakterien als E. 
coli oder S. typhimurium g e l ~ n g e n ' ~ ~ , ~ ~ !  Eine teilweise Rekon- 
stitution aus isolierten Phospholipiden, LPS und einem kleinen 
Anteil an Fragmenten der BuBeren Membran konnte kurzlich 
auch rnit Komponenten von P. aeruginosu crreicht werden'65! 
Interessanterweise lassen die Ergebnisse vermuten, daB die 
AusschluBgrenze der Poren von P. uerugiriosrr bei einem Mole- 
kulargewicht von mehrcrcn tausend liegt, also wesentlich ho- 
her als bei den Darmbakterien. 

4.3. Bestimmung der Diffusionsgeschwindigkeit an intakten 
Zellen 

Falls die Poren in der auBeren Membran von Porinmolekii- 
len umgeben sind, sollten Mutationen, die zu porinfreien Bak- 
terien fiihren, letal sein. Nach Verlust dieser Proteine" l 3 1  

oder aller ,,Haupt"-Proteine" 21 konnte man jedoch keine Ver- 
minderung der Wachstumsgeschwindigkeit feststellen. 1977 
wurde dieses RBtsel durch Anwendung zweier Methoden 
geliist. Mit jeder dieser Methoden liclj sich statt der G/eich<ge- 
wichtszwfeiluny der gelosten Stoffe (Abschnitt 4.1 ) die Ge- 
schwindigkeit der Dzf3irsim durch die Bunere Membran bestim- 
men. Zugleich erhielten wir weiteren Einblick in die Funktion 
der Poren der auBeren Membran. 

Die Diffusion durch die a d e r e  Membran verlauft so schnell, 
daB sic rnit den oben beschriebenen Gleichgewichtsmethoden 
nicht gemessen werden kann. Zimmcmnariii und Ro.ssplptLb61 
haben kiirzlich eine elegante Methode zur Messung soldier 
Diffusionsgeschwindigkeiten entwickelt. Sie maBen 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 P-Lactam-abbauendes Enzym, 0-Lactamase, ent- 
hielten. In dieseni Fall sollte bei intakten Zellen beim FlieB- 
gleichgewicht die Geschwindigkeit der Diffusion durch die 
auBere Membran gerade gleich der Hydrolysegeschwindigkeit 
im periplasmatischen Raum sein. Zimmei-munn und Rosse/er["'] 
konnten nun zeigen, daB in der Tat bei intakten Zellen die 
I iydrolysegeschwindigkeit rnit der Vorhersage iibcreinstimmt 
und sich untcr der Annahme berechnen laljt, daB die Diffusion 
und die Hydrolyse dem Fickschen Gesetz bzw. der Michaelis- 
Menten-Kinetik folgen (Abb. 1 1 ) .  Ich mochte unterstreichen, 
daB diese quantitative Behandlung fur die Diskussion der 
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periplasmotischer Ram 

Ahb. 1 I .  Methode von Zimnrermaiin und Rosselet [66] zur Bestimmung 
der Perrneahilitlit der auReren Membran. Gibt man Substrate (z. B. [$-Lactam- 
Antibiotica) zu intakten Bakterienzellen, die hydrolytische Enzyme (2. B. [3- 
Lactamase) mit bekannten V,,,- und K,,-Werten im periplasmatischen Raum 
cnthalten, so kann man die Permeabilitat der auBeren Memhran aus den 
beobachteten Hydrolysegeschwindigkeiten herechnen. Der Ausstrom der Hy- 
drolyseprodukte sollte - wegen der geringeren GriiRe der Produkte - vie1 
schneller als der Einstrom des Suhstrats seiii und deshalh in1 FlieRgleichge- 
wicht keinen rnerkharen Eiiiflul? auf die Kinetik haben. Im FlieBgleichgewicht 
gilt V,,,,,,,,,,,,, = l/H~dr,oi)re). Damit l i n t  sich der Permeabilitjtskoeffizient P 
aus V,,,,, bercchnen. 

Permeabilitat der BuBeren Membran unbedingt notwendig 
ist. So bedeutet z. B. die ,,Kryptizitiit" (Verhaltnis der Hydroly- 
segeschwindigkeiten in intakten und in aufgebrochenen Zellen) 
bei willkurlich gewahlten Substratkonzentrationen sehr wenig, 
da sich die Zahlenwerte der ,,Kryptizitat" beliebig mit der 
benutzten Substratkonzentration andern konnen[66! 

Wir haben deshalb ebenfalls die Methode von Zimmrrmann 
und Rosselet angewendet und die Pernieabilitatskoeffizienten 
P der EuReren Membran in mehreren S.-t4.phinzurium-Stammen 
be~tirnmt[~'l. Wir fanden, daB bei Mutanten rnit verringertem 
Gehalt an alien drei Porinen die Permeabilitlt der auBeren 
Membran fur Cephaloridin, ein hydrophiles b-Lactam init 
dem Molekulargewicht 415, auf weniger als 10 % des Wertcs 
fur den Wildtyp fiel. Ahnliche Ergebnisse an E. coli K 12 
wurden unabhiingig von anderen Arbeitsgruppen erhalten, 
die das Problem von der anderen Seite angingen: Sie pruften 
die Membranveranderungen in ,,kryptischen" Mutanten. In- 
takte Zellen dieser Mutanten, die Beucham et aI.['*' untersuch- 
ten, zeigten bei der Hydrolyse von Nucleotiden durch periplas- 
inatische Nueleotidasen erhiihte Halbsattigungs-(oder Mi- 
chaelis-)Konstanten (KM) neben unveranderter Maximalgc- 
schwindigkeit (V,,,). Die BuBere Membran d i e m  Mutanten 
war durch einen drastisch verringerten Poringehalt charakteri- 
siertC6*1. 

Bei der gerade besprochenen Methode wurde das Problem, 
die Geschwindigkeit der Diffusion durch die iiuaere Membran 
zu bestimmen, durch Verwendung von Enzymen geliist, welche 
die Substrate hydrolysierten, sobald sie in den periplasmati- 
schen Raum gelangen. Voraussetzung fur diese Versuche zur 
Bestimmung der Permeabilitst der SuBeren Membran ist dem- 
nach der schnelle Abbau der in den periplasmatischen Raum 
eindiffundierenden Substratmolekule. Nur unter dicsen Bedin- 
gungen hiingt die Gesamtgeschwindigkeit des Prozesses prak- 
tisch ausschlieBlich von der Geschwindigkeit der Diffusion 
durch die auBere Membran ab. Damit wird die zuletzt genann- 
te Geschwindigkeit meBbar. Die Substrate lassen sich aber 
auch durch Systeme fur 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 auBere Membran 
1st durch das Ficksche Gesetz gegeben. Bezeichnet man die 

Substratkonzentrationen im BuBeren Medium und im periplas- 
matischen Raum mit C, bzw. C,, so gilt 

v= P .  A .(C, - C,) 

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

Im FlieBgleichgewicht sind beide Geschwindigkeiten gleich 
groB, so daB wir C, eliminieren kiinnen. Dies fuhrt zu 

Diesc Llcichung sieht cicmlich unhaiicllich iiu.4. Sctzt man 
jedoch plausible Werte fur A ,  KM und VmaX ein, so ergibt 
sich, daB sich mit abnehmender Permeabilitat ( P )  der a u k e n  
Membran die Gesamttransportgeschwindigkeit (V) andert. 
Diese Anderungen sprechen fur einen erhohten ,,KM"-Wert 
fur den Transport (KM) in intakten Zellen ohne gleichzeitige 
Anderungen von V,,, (Abb. 22). Demnach wird sich vermutlich 

b,_  
a, 1 

I , , ,  I , , ,  I , , ,  , I , ,  
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Abh. 12. Vorhergesagtes Vcrhaltcn yon Transportsystemen in intakten Zellen. 
Die Gesamttransportgeschwindigkeit wurde fur mehrere Werte von C, [Sub- 
stratkoiizentration im IuReren Medium) unter der Annahrne bercchnet. daR 
die Substrate iuniichst entsprecliend ihrem Permeahilitiitskoeffirienteii P 
durch die 2uRere Membran diffundieren und anschlienend aktiv durch die 
darunterliegende Cytoplasmamembran transportiert werden. Der letrt- 
genaiiiite ProreR sol1 durch eine maximale Geschwindigkeit (V,,J von 2 nmol 
mg s (hezogen auf das Trockcngewicht) und die Halbsiittigungs-(Michae- 
lis-1Konstante ( K N )  von I pmol:l charakterisiert sein. Die Rechnung wurde 
fiir P =  1.4 x 10-l cm/s (Kurve a. .,theoretische" Permeahilitiit der iiuBeren 
Menibran van E. roii fur Glucose; K b =  I.Spmol!l 1701) aonie fur 1 ?,, hzu. 
0.1 % dicscs Wertea durchgcfuhrt Diese niedrigen P-Werte sollen fur Mutanten 
gelten. die I ')<, hzw. 0. I "i der Normalinengc an Porinrn produrieren ( K u r x c n  
b iind c, K $ = S 5  hzw. 550 pmol/l). Bei den Mutanten bleiht also der V,,,-Wert 
dcs Gesamttransportproresses gleich, wiihrend dcr acheinhare K$-Wert (d. h. 
der Wert von C,, bei halhmaximalcr Transportgeschwindigkeit in intakten 
Zellen) zunimrnt. A u k  hei sehr hohen C,-Werten berlaufen die Kurven 
linear 

ein Mange1 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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Tatsachlich konnte uon M e y e n b ~ r y [ ~ ~ J  vor einiger Zeit 
Mutanten mit der vorhergesagten Anderung isolieren - d. h. 
erhohten ,,KM"-Werten fur den Transport einer Reihe von 
Substanzen. Bei diesen Mutanten war kein Defekt der auoeren 
Membran erwartet worden. Diese Mutanten haben einen Man- 
gel an Porinen, und zwar am 36.5K-Porin im Fall von E. 
cob B/r und an den beiden Porinen im Fall von E. coli K 1 2["! 
Da die Porin-Mangelmutanten erhohte ,,KM''-Werte fur den 
Transport einer Vielfalt von Verbindungen aufweisen (mehrere 
Zucker, ein Zuckeralkohol, ein Zuckerphosphat, Aminosau- 
ren, ein Pyrimidin und sogar anorganische Anionen wie Phos- 
phat und S~lfat)[''~], wird durch diese Versuche zugleich die 
wichtige Rolle der Porine fur die Diffusion hydrophiler Sub- 
stanzen durch die Membran deutlich. Nehmen wir weiterhin 
an, daB die aktiven Transportsysteme in der Cytoplasmamem- 
bran sehr groDe Affinitaten (gleichbedeutend mit niedrigen 
KM-Werten) fur das Substrat haben, so konnen wir den Min- 
destwert fur den Permeabilitatskoeffizienten fur verschiedene 
Substrate ab~chi i tzen[~~!  

Die Transportstudien sowie die Untersuchungen rnit 0-Lac- 
tamase in unserem Laboratorium haben bisher folgende Infor- 
mationen geliefert : 

a) Die Diffusionsgeschwindigkeit hydrophiler Substanzen 
hangt recht wenig von der Temperatur ab ~ im Gegensatz 
zur Diffusionsgeschwindigkeit hydrophober Substanzen (Ab- 
schnitt 3). Fur das 0-Lactam-Antibioticum Cephaloridin ergab 
sich ein Qlo-Wert von etwa 2"lJ; diese geringe Temperaturab- 
hangigkeit ist ein starker Hinweis darauf, daD die Permeation 
durch wassergefullte Poren stattfindet. 

b) Am bemerkenswertesten sind die sehr unterschiedlichen 
Permeabilitatskoeffizienten der einschleusbaren Substanzen. 
So betragt z. B. bei Wildtypzellen der Permeabilitatskoeffizient 
fur Lactose 2 1 x cm/s, wahrend er fur 6-Aminopeni- 
cillansaure vie1 geringer ist (1.4 x C ~ / S ) [ ' ~ ] ,  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, daD sie wichtig sind. Der erste Faktor 
ist offenbar die MolekiilgroDe. Bei den Experimenten zur Be- 
stimmung des scheinbaren KM-Wertes fur den Transport er- 
gibt die Rechnung nur minimale, mit groDer Unsicherheit 
behaftete P-Werte fur die auDere Membran, wenn man die 
Werte fur Wildtypzellen zugrundelegt. Dagegen ist die Ge- 
samttransportgeschwindigkeit in intakten Zellen von Porin- 
Mangelmutanten (omp B )  praktisch durch die Geschwindig- 
keit der Diffusion durch die a d e r e  Membran begrenzt, vor 
allem bei kleinen C,-Werten. Dies ermoglicht eine ziemlich 
genaue Berechnung der P-Werte["]. Da das omp-B-Gen sehr 
wahrscheinlich ein Regulatorgen werden die Mutanten 
vermutlich eine kleinere Zahl unveranderter Poren erzeugen. 
Wenn wir demnach annehmen, daB die hydrophilen Substan- 
zen durch die wenigen verbliebenen Porinkanale die auBere 
Membran der Mutanten durchqueren, so weisen die Daten 
in Abbildung 13 deutlich auf den EinfluR der Molekulgrolje 
hin. AuBerdem ergibt sich eine recht gute Anpassung an die 
nach Ren/~in"~] berechneten Werte. Die Gleichung von Renkin 
beriicksichtigt sowohl die StoDe zwischen Molekulen endlicher 
GroDe und dem Rand kleiner Poren als auch die Viskositat 
der Porenwande. 

Der zweite Faktor ist die Hydrophobie. Hydrophobe Anti- 
biotica konnen die HuBere Membran der Wildtypen von E. 
cob und S. typhimurium nicht schnell passieren, auch wenn 

Aro Glu loc 
r l n r n l  - 

Abb. 13. Berechnete und gemessene Permeabilitat geloster Molekiile unter- 
schiedlicher Grofie. Die berechneten Werte (Kurven) wurden erhalten, indem 
die (freien) Diffusionskoeffizienten von Arabinose (Ara), Glucose (Glu) und 
Lactose (Lac) mit den Renkin-Faktoren fur mehrere PorengroOen R rnultipli- 
ziert wurden (Hydratationsradien r siehe 1751). Die beobachtete Permeabilitat 
(0 )  wurde aus ,,Wachsturns-KM"-Werten der auf diesen drei Zuckcrn kultivier- 
ten Porin-Mangelmutanten CM 7 (omp B )  abgeleitet sowie aus der Wachs- 
tumsgeschwindigkeit und der Ausbeute (Einzelheiten siehe 1701). Als Ma0 
der Permeabilitlt dient die relative Diffusionsgeschwindigkeit VD,ff.,e,. 

ihre GroBe deutlich unter der AusschluDgrenze der Poren 
liegt[3zl. Dies spricht dafur, daD die Poren eine Tendenz zum 
AusschluD hydrophober Substanzen haben - eine Idee, die 
Zimmermann und Rosselet[66J direkt priiften. Sie verglichen 
die Permeabilitat der auoeren Membran von E. coli fur eine 
Reihe halbsynthetischer Cephalosporinderivate; ihre Daten 
(siehe Abb. 14) bestatigen die umgekehrte Beziehung zwischen 
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Abb. 14. Permeabilitdt ( P ,  willkiirliche Einheiten) der Poren in Abhangigkeit 
von Hydrophobie und Ladung. Gemessen wurde die Geschwrndigkeit der 
Diffusion von p-Lactam-Antibiotica durch die auBere Membran von E. coli 
(nach 1661). Die Verteilungskoeffizienten (als MaB der Hydrophobie) wurden 
in Isobutanol/0.02 M Phosphatpuffer, pH =7.4, in Gegenwart von 0.9 % NaCl 
bei 37°C bestimmt. 0 monoanionische Cephalosporine (a: C 49288; h: 
C 49 753, c: Cephacetril, d :  Cephazolin. e:  Cephalothin), A zwitterionisches 
Cepbalosporin (Cephaloridin), o monoanionische Penicilline (f: Ampicillin, 
g: Benzylpenicillin). 

Hydrophobie und Diffusionsgeschwindigkeit (durch die Poren 
der Membran) zumindest fur einige monoanionische Cephalo- 
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sporine. Es ist noch nicht klar, warum die Porcn hydrophobe 
Molekiile ausschlieI3en. Denkbar ware, daR diese hydrophoben 
Antibiotica deshalb nicht in die Poren eindringen konnen, 
weil sie Micellen bilden. Nun bilden diese Substanzen tatslch- 
lich bei sehr hohen Konzentrationen Micellen, doch scheinen 
sie bei den fur Permeabilitatsstudien verwendeten Konzentra- 
tionen hauptsachlich als Monomere ~orzuliegen[~'! I-lier sollte 
man aber beriicksichtigen, daR sich der Porendurchmesser 
nicht sehr stark vom Durchmesser der gelosten Molekiile 
unterscheidet. Die Porenwande sind vermutlich hydrophil oder 
neigen zur Bildung von Wasserstoffbrucken, so daI3 die Uber- 
fuhrung hydrophiler Molekiile aus der wanrigen Losung in 
das Poreninnere in summa ohne das zusatzliche Losen vieler 
Wasserstoffbrucken erfolgen kann. Man wird vernunftigerwei- 
se erwarten, da8 in der Jeeren" Pore zienilich viele Wasserstoff- 
briicken zwischen den Porenwiinden und Wassermolekiilen 
bestehen, so daR das Wasser in den Kanalen starker uber 
Wasserstoffbriicken verbunden ist und mehr Struktur aufweist 
als das umgebende Wasser. In die Poren eindringende hydro- 
phobe Molekule miil3ten diese Struktur zerstoren, was energe- 
tisch ungiinstig ist. 

Die offenbar groReren Poren bei P. arruginosu konnten 
der Grund fur die leichtere Diffusion hydrophober Molekule 
sein[6'1. P. aeruginosu kann auf vielen organischen Sauren 
und Alkoholen[761 und bei Anwesenheit eines passenden ,,ab- 
bauenden" Plasmids sogar auf Paraffinen und Campher wach- 
senf771. Moglicherweise konnte eine grBBere Pore auch hydro- 
phobe Molekiile zusammen rnit ihrer ,,Hiilk" aus strukturier- 
ten Wassermolekiilen durchlassen, ja sogar ganze Micellen. 

Dritter Faktor ist die elektrische Ladung. Bei den Experi- 
menten von Zimmermarzn und Rosselet[661 durchdrang das 
zwitterionische Cephaloridin die auI3ere Membran sehr vie1 
schneller als das vergleichbar hydrophobe monoanionische 
Cephalothin (Abb. 14). Moglicherweise enthalten die Poren- 
wande mehrere anionische Gruppen; in diesem Zusam- 
menhang sei daran erinnert, daR die Porine sowohl bei 
E. als auch bei S. typhimuriurn[791 die sauersten 
Prokine in der BuReren Mcmbran sind. Ein betracht- 
licher Teil des Widerstands gegen anionische Molekiile mag 
jedoch auch daher ruhren. daI3 dcr periplasmatische Raum 
viele negativ geladene Makromolekiile enthalt; das resultieren- 
dc Donnan-Potential sollte den Ausstrom diffusionsfihiger 
Anionen aus dcm periplasmatischen Raum begunstigent" I. 

c) Diese Betrachtungen lassen uns auch die physiologischen 
Funktionen der Porine verstehen. In einer einzigcn Zelle exi- 
stieren etwa l o 5  Porine. Bei Zellen, die in einem Labormedium 
wachsen, das die iibliche Menge an Glucose (z. B. 0.2 ?<)) ent- 
hiilt. sind natiirlich weit mehr Porine vorhanden, als fur den 
Einstrom von Glucose fur ein exponentielles Wachstum rnit 
Verdoppelungszeiten von etwa 45 min notwendig waren (Be- 
rechnungen siehe r701). Die Erzeugung dieser vielen Porine 
ist allerdings keine Verschwendung, da sie untcr zwei Bedin- 
gungen benotigt werdcn: Erstens werden Porine fur die Diffu- 
sion von neniger permeablen Verbindungen gebraucht. Nach 
der Renkin-Gleichung sollte die 1)iffusionsgeschwindigkeit 
von Disacchariden ungefahr 5 "<, dcr \ on  Glucose betragen. 
FIydrophobie und elektrische Ladunpen werden die Diffu- 
sionsgeschwindigkeit noch einmal um einige GroRenordnun- 
gen verringern ; dies gilt z. B. fur Peptide, die Hauptnahrungs- 
quelle fur Darmbakterien in ihrem natiirlichen Lebensraum. 
Es scheint daher, da13 fur die Diffusion einiger Verbindungs- 
klassen tatsachlich lo5 Porinmolekiile notwendig sind. Zwei- 

tens ist die Konzentration der Nahrstoffe 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 mol/l) Glucose sein mogen, werden 
alle diese Porinmolekule benotigt, sobald E. coli versucht, 
seine maximale Wachstumsgeschwindigkeit auch in Gegen- 
wart von nur 10- ' mol/l Glucose aufrecht ZU erhalten - derart 
verdunnten Glucose-Losungen ist E. coli in seiner natiirlichen 
Umgebung vermutlich sehr haufig ausgesetzt[80! 

Zusatzlich zu unseren E r g e b n i s ~ e n [ ~ ~ ]  wurde in anderen 
Laboratorien gefunden, daR Porin-Mangelmutanten weniger 
permeabel fur Nlhrstoffe und Inhibitoren wie Cu2+,  Ag', 
Tetracyclin und Chloramphenicol sind Diese Befunde sind 
mit der fehlenden Spezifitat der Porinkanale in Einklang, wie 
sie bei den Rekonstitutionsexperimenten beobachtet wurde, 
und weisen darauf hin, daI3 die meisten kleinen, hydrophilen 
Molekiile die Membran durch diese Kanlle durchqueren (vgl. 
jedoch Abschnitt 5). 

Sowohl E. coli K 12 als auch S. typhimuriurn LT 2 synthetisie- 
ren mehr als eine Porinspezies. D a  die Biosynthese der Spezies 
durch die Umgebungsbedingungen reguliert wird[8zJ, erscheint 
es moglich, daI3 jede Spezies Kanale rnit etwas unterschiedli- 
chen Eigenschaften bildet. Alle bisherigen Rekonstitutionsun- 
tersuchungen ergaben jedoch fur die drei Spezies von Salmonel- 
la-Porinen die gleichen Ausschlu13grenzen[s31. 

Inouyr1611 hatte aufgrund der Aminosauresequenz vorge- 
schlagen, daB das Lipoprotein des Mureins Oligomere mit 
einem zentralen Kana1 bilden konnte, die als Poren durch 
die Membranen fuhren sollten. Bisher sind keine experimentel- 
lei1 Anhaltspunkte fur diese Hypothese bekannt geworden. 
An einer Mutante ohne L i p ~ p r o t e i n l ' ~ ~  haben wir kiirzlich 
durch Messung der Diffusion von 6-Aminopenic i l lan~aure~~~~ 
zeigen konnen, daI3 sich die Permeabilitlt der auneren Mem- 
bran fur hydrophile Verbindungen bei Abwesenheit dieses 
Proteins nicht verringert. 

4.4. Strukturelle Grundlagen der Permeabilitat fur hydrophile 
Molekiile 

Wir haben gesehen, daI3 spezielle Proteine, die Porine, die 
iiuRere Membran fur hydrophile Molekiile durchlhssig ma- 
chen. Falls diese Proteine Kanale bilden, die durch die gesamte 
Membran fiihren, miifiten sie eine der Membrandicke entspre- 
chende Ausdehnung haben. Tatsachlich ragen Teile der Porine 
uber die iiul3ere OberflLche der auReren Membran hinaus, 
wie man aus der Bindung makromolekularer Markierungsrea- 
gentien Is4], porinspezifischer Bakteriophagen["] und Antikor- 
per'""' crsieht. Zugleich haben die Porine cine starke Affiiiitiit 
zur darunterliegenden MureinschichtlS8, 871. Man glaubt des- 
halb, daI3 sie auch an der inneren Oberfliiche aus der auReren 
Membran herausragen. 

Wie sind nun diese Proteine in der Membranebene angeord- 
net'? Durch Quervernetzung mit bifunktionellen Reagenti- 
enIxR1 und in Sedimentationsgleichgewichts-Untersuchun- 
genlx91 konnte gezeigt werden, daI3 die in 0.1G0.2 '.!/, Natrium- 
dodecylsulfat (SDS) bei Raumtemperatur geltisten Porine of- 
fenbar Trimere sind. Auch in der intakten auneren Meinbran 
scheinen sie als Trimere vorzuliegen, da durch Quervernetzung 
an Zellhiillen hauptsachlich Porindimere und -trimere entstan- 
den[*']. 
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Durch zwei Methoden konnten diese Porinoligomere auch 
in der luReren Membran ,,sichtbar" gemacht werden. Ueki 
et al.["] haben die Rontgen-Kleinwinkelstreuung orientierter 
Schichten der intakten aul3eren Membran von S.  typhimurium 
untersucht. Sic erhielten eine Serie von Reflexen, die regelma- 
Rig angeordneten Proteinaggregaten von etwa 10 nm Durch- 
messer zu entsprechen schienen. Von besonderem Interesse 
ist ein zentrales, elektronendurchlassiges Areal oder ein 
,,Loch" von etwa 5 nm Durchmesser. An der auReren Membran 
einer Porin-Mangelmutante konnten keine solchen Reflexe 
registriert werden, d. h. diese Oligomere konnen nur aus den 
Porinen entstehen. Die zweite Methode, die Elektronenmikro- 
skopie nach dem Gefrierbrechen, ergab etwa lo4 Membran- 
,,Partikel" auf 1 pmz der konkaven Bruchflache der auReren 
Membran (vgl. Abb. 7 und 8)[20-221. Aus der Gesamtzahl 
von Porinmolekiilen pro Zelle["J und der Oberflache einer 
E.-coli-Zelle wurde man etwa lo4 Porintrimere auf 1 pm2 Fla- 
che erwarten. Damit entspricht wahrscheinlich die Mehrzahl 
dieser Partikel Porintrimeren (oder deren Komplexen rnit 
LPS). Ihre GroRe (8-10nm) stimmt ebenfalls rnit der durch 
Rontgen-Kleinwinkelstreuung bestimmten GroBe der Porin- 
oligomere iiberein. 

Enthllt 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, fur Saccharose durchgangige 
Membranen aus monomeren Porinen zu rekon~tituieren[~~! 
Andererseits sind einige publizierte Ergebnisse rnit der Ein-Po- 
rin-Ein-Kanal-Hypothese zumindest konsistent. Wird die Zell- 
hiille von E .  coLi B bei Raumtemperatur rnit SDS extrahiert, 
so bleiben Mureinblattchen rnit hexagonal angeordneten Porin- 
oligomeren zuriick["! Diese regelmaBige Anordnung ermog- 
lichte Steven et al.1911 die Anwendung von Bildverstarkungsme- 
thoden bei der Elektronenmikroskopie. Die nach NegativFir- 
bung erhaltenen Bilder zeigten Proteintrimere, die in der Mitte 
drei Liicher mit jeweils 2 nm Durchmesser enthielten. Nach 
Steven et al. sind diese Locher mit Lipoproteinen gefullt, doch 
klingt dies unwahrscheinlich, da dann die Wande hydrophob 
sein miinten und die hydrophilen Teilchen des Negativfarb- 
stoffs abstol3en sollten. Falls jedes dieser Locher einem Kanal 
entsprache, wiirde ihre GroDe sehr gut rnit der aus den Diffu- 
sionsmessungen gewonnenen iibereinstimmen, die einen 
Durchmesser von etwa 1.2 nm ergeben hatten (Abschnitt 4.3). 
Moglicherweise konnte dieses ,,Kanaltriplett" bei der Rontgen- 
Kleinwinkelstreuung - schon wegen der geringeren Auflosung 
(von etwa 2nm) bei dieser letzteren Methode["] - als ein 
einziges grol3es Loch erscheinen. 

5. Spezifische Diffusionsprozesse 

Bradbeer et al.[921 beobachteten als erste, daB einige Proteine 
der iiul3eren Membran sich am spezifischen Transport von 
Nahrungsstoffen beteiligen. So ist ein Vitamin-B1 2-bindendes 
Protein, das in der auBeren Membran vorkommt, fur den 
Transport dieses Substrats in das Cytoplasma notwendig. Die- 
ser Entdeckungfolgten viele weitere Arbeiten, in denen vielerlei 
Systeme beschrieben und ihre Komponenten definiert wurden 
(Tabelle 3). 

Wir haben im vorigen Abschnitt gesehen, daR die passive 
Diffusion durch die Porinkanale wahrscheinlich ausschlagge- 
bend ist, wenn die gelosten Molekule groD sind, wenn ihre 

fabelle 3. An spezifischen Diffusionsprozessen beteiligte Proteine der BuBeren 
Membraii. 

erleichtert die MoLGew. Proteine wirken Lit 
Diffusion yon: der Proleine: als Rezeptor Kir: 

Maltose und 
Maltodextrinen 47000 2. [931 
Ferrichrom 78 000 . r s , n . a m  ~ 4 1  

Fe'+-Enterochelm 81 000 Colicin B r951 
Nucleosiden 25 000 f 6 ,  Colicin K ~ 9 6 1  

Colicin M 

Vitamin B, 60000 BF23, Colicine der [92, 971 
E-Gruppe 

Konzentration in der umgebenden Losung normalerweise 
niedrig ist, oder wenn die Geschwindigkeit des aktiven Trans- 
ports sehr hoch ist. In diesen Fallen sollte es spezielle Systeme 
fur den Transport durch die auDere Membran geben, und 
tatsachlich sind in allen in Tabelle 3 aufgefuhrten Fallen eine 
oder mehrere der obigen Bedingungen erfullt. So sind 2.B. 
sowohl Eisenchelatkomplexe (Ferrichrom, Fe3+-Enteroche- 
lin; Mo1.-Gew. 740 bzw. 746) als auch Vitamin B12 (Mo1.-Gew. 
1357) sehr groRe Molekiile und liegen iiblicherweise nur in 
sehr geringen Konzentrationen vor. Oligosaccharide vom Typ 
des Maltodextrins sind ebenfalls grol3. ObwohI monomere 
Maltose durch die Porinkanale diffundieren wird 
fur Disaccharide die Diffusion der entscheidende Schritt, so- 
bald deren auRere Konzentration unter etwa 10-4mol/l fiillt 
(siehe Abschnitt 4.3). Demnach konnen die Porinkanale bei 
niedrigen Substratkoiizentrationen ihre Funktion als Malto- 
setransportsystem nicht mehr erfullen. Dabei hat dieses System 
eine sehr hohe Affinitat fur Maltose (Kdia des periplasmati- 
schen, maltosebindenden Proteins fur Maltotriose: 2 x 10- ' 
m ~ l / l [ ~ ~ ~ ' ) .  Erstaunlicherweise existiert ein eigenes Protein fur 
den Transport von nicht sehr groBen Nucleosiden (Mo1.-Gew. 
< 300). Dieser Befund hangt vermutlich rnit der Tatsache 
zusammen, dal3 der Nucleosidtransport hinsichtlich Affinitat 
und Geschwindigkeit zu den wirksamsten Transportsystemen 
in E. roli gehort["! 

Das Maltosesystem, der ,,h-Rezeptor", transportiert nicht 
nur Maltose, sondern auch Maltotriose uiid moglicherweise 
auch hohere Ol igo~acchar ide[~~~!  Da dieses Protein viele Ei- 
genschaften des Porins b e s i t ~ t [ ~ ~ " ] ,  wirkt es moglicherweise 
auch wie eine grol3e Pore mit Auslesefiinktion. In Einklang 
rnit dieser Annahme ist die Beobachtung, da8  es auch bei 
Porin-Mangelmutanten die wenn auch nur sehr langsame Dif- 
fusion von Glucose und Lactose (nicht aber von Histidin) 
ermiigli~ht[~'1. Kiirzlich hat man auch zeigen kiinnen, daB 
der h-Rezeptor ionenpermeable Kanale in planaren L.ipidfil- 
men bildet r991. Auch bei den Transportprozessen, die von 
anderen spezifischen Transportproteinen abhangen, konnten 
Poren eine Rolle spielen. Dariiber 1st aber bisher nur wenig 
be kann t. 

6. Die Durchschleusung von Makromolekiilen 

Unter bestimmten Bedingungen konnen offenbar auch Ma- 
kromolekiile die Barriere der auneren Membran u berwin- 
den" ' ' 1 .  Dies ist nicht etwa mit dem Fehlen irgendeiner spezifi- 
schen Komponente der BuReren Membran korreliert, sondern 
wird beobachtet, wenn die Stabilitat der auBeren Membran- 
struktur herabgesetzt 1st. Hochstwahrscheinlich entsteht hier 
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die ,,Undichtigkeit" durch das vorubergehende ZerreiBen und 
Wiederschlieljen der Membran. 

7. SchluRbetrachtung 

Wegen ihrer Lage auRerhalb der Cytoplasmamembran war 
die iiuBere Membran gezwungen, ungewohnliche Permeabili- 
tatseigenschaften zu entwickeln. So ist sie fiir kleine hydrophile 
Molekule durchlassig und, zumindest bei E. coli und Salmonel- 
la, im wesentlichen undurchlassig fur hydrophobe Molekiile. 
AuRerdem muBte sie fur spezifische Diffusionswege fur auBer- 
gewohnliche Verbindungen sorgen. Heute verstehen wir die 
strukturellen Grundlagen dieser Permeabilitatseigenschaften 

I I I 
M L P  Murein Phospholipid 

Abb. 15. Spekulatives Modell der Zellwand von E .  coli und S. fyphimurium. 
Es ist noch nicht experimentell bestatigt worden, da8  jedes Porinmolekiil 
einen Kana1 bildet, dafldas Murein-Lipoprotein nur uher seine Kohlenwasser- 
stoffketten mit der Membran verbunden ist, da8  dieses Lipoprotein sich 
an das Porin anlagert usw. spez. Protein: Protein, das die Diffusion spezieller 
Verbindungen erleichtert; LPS: Lipopolysaccharid; MLP: Murein-Lipo- 
protein (Brannsches Lipoprotein). 

auf molekularer Ebene bereits recht gut. Wahrscheinlich ist 
bei der auBeren 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 
uber ihre Struktur angesammelt hat, wird sie vermutlich auch 
in Zukunft ein sehr niitzliches Studienobjekt fur die allgemei- 
nen Prinzipien der Membranstruktur und Membranfunktion 
bleiben" O 1  1. 
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