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Mechanismen des biologischen Ionentransports - 
Carrier, Kanale und Pumpen in kunstlichen Lipidmembranen 

Voa Peter Lauger* 

Zellmembranen enthalten spezifische Systeme fiir den passiven und aktiven Ionentransport 
zwischen Cytoplasma und extrazellularem Medium. FUr eine Reihe von kleinen bis mittel- 
groljen Transportmolekulen wie Valinomycin und Gramicidin A liegen heute ausftihrliche 
strukturelle und kinetische Daten vor; in diesen Fallen ist es m8glich, die Transportfunk- 
tion auf der Basis der Molekiilstruktur zu verstehen. Durch Einbau in kiinstliche bimoleku- 
lare Lipidmembranen kannen die kinetischen Eigenschaften biologischer Transportsysteme 
im Detail untersucht werden. 

1. Eioleitung 

Die Grundstruktur biologischer Membranen besteht aus 
einer Doppelschicht von Lipidmolekiilen, die mit ihren po- 
laren Kopfgruppen zum waBrigen Medium hin otientiert 
sind, wahrend die apolaren Kohlenwasserstoffketten das 
Innere der Membran bilden (Abb. 1). In die Lipidstruktur 
sind Proteine eingelagert, von denen viele ganz durch die 

~~ 

I*] Prof. Dr. P. Lauger 
Fakultlt filr Biologic der Universitlt 
D-7750 Konstanz 

Membran hindurchreichen. Eine Besonderheit biologi- 
scher Membranen liegt in der Tatsache, daB ihre Struktur 
im wesentlichen durch nicht-kovalente Bindungen (van- 
der-Waals-Krlfte, Coulomb-Wechselwirkungen) zusam- 
mengehalten wird. Auf diese Weise erreichen biologische 
Membranen ein hohes Malj an Flexibilitat hinsichtlich ih- 
rer chemischen Zusammensetzung und ihrer dynamischen 
Eigenschaften. 

Bei physiologischen Temperaturen befindet sich Zell- 
membranen in einemfluiden Zustand"]. Platzwechselzeiten 
benachbarter Lipidmolekule innerhalb der Monoschicht 
liegen zwischen und slz1. Der Austausch von Li- 
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pidmolekiilen in transversaler Richtung, d. h. von Schicht 
zu Schicht, ist dagegen vie1 langsamer (Sekunden bis 
Tage). Bei einer Reihe von Proteinen konnte eine verhalt- 
nismaBig rasche Diffusion in der Membranebene nachge- 
wiesen werdenl3l (Diffusionskoeffizienten 10 - ' '- 10 
cm2/s) ; andere Membranproteine sind vermutlich durch 
Wechselwirkung mit dem Cytoskelett in der Membran fi- 
xiert. 

-pc i r  0 - apolar 

Abb. 1.  Bau einer biologischen Membran (schematisch). Die Grundstruktur 
der Membran wird durch eine Lipid-Doppelschicht gebildet. Periphere Pro- 
teine sind durch vorwiegend elektrostatische KrBfte an die Membran gebun- 
den. Integrale Proteine sind in die Lipidmatrix eingelagert. 

Lipidmembranen sind extrem undurchlassig fur kleine 
lonen wie N a +  oder CI-. Eine proteinfreie Doppel- 
schichtmembran aus Phosphatidylcholin (Lecithin) hat in 
einer 0.1 M NaCI-Losung eine spezifische Leitfahigkeit der 
GroDenordnung 1- 10 n S / ~ m ~ ' ~ ] ;  dieser Wert entspricht 
(bei einer Membrandicke von 5-10 nm) der Leitfiihigkeit 
eines sehr guten Isolators. Ursache der geringen lonen- 
durchlassigkeit ist die hohe Energie, die notwendig ist, um 
ein Ion aus dem wafirigen Medium in das apolare, kohlen- 
wasserstoffartige Membraninnere zu bringen. Diese Bar- 
riereneigenschaft ist fur die Funktion der Zellmembran 
von entscheidender Bedeutung. So kann die Zellmembran 
gewissen Ionensorten selektiv den Durchtritt ermijglichen, 
und sie kann, wie etwa bei der Nervenerregung, die Ionen- 
permeabilitat auf chemischem oder elektrischem Weg steu- 
ern. 

rechtsexponierter Form der Bindungsstelle kann durch 
eine Bewegung des gesamten Carriermolekiils relativ zur 
Membran gewechselt werden, oder (bei grooen, ganz 
durch die Membran reichenden Carriermolekiilen) durch 
eine Konformationsanderung in einem Teil des Molekiils 
(Abb. 2). 

Wasser 

0 

Membran 

n 
_3 
t 

A 

Wasser 

0 

Membran 

B 

Abb. 2. Zwei Mechanismen des Carrier-vermittelten Ionentransports durch 
Lipidmembranen. A: Translation des Carriermolekiils relativ zur Membran. 
B :  Wechsel zwischen linksexponierter und rechtsexponierter Form der lo- 
nenbindungsstelle aufgrund von Konformationsiindcrungen. 

Ein Ionenkanal kann ein die Membran ganz durchdrin- 
gendes Proteinmolekiil sein, das in seinem lnneren einen 
tunnelartigen Transportweg aufweist (Abb. 3). Durch elek- 
trostatische Wechselwirkung mit polaren Gruppen des 
Proteins (z. B. Peptid-Carbonylgruppen) wird der Eintritt 
des Ions in den Kana1 energetisch begiinstigt. Gewisse Io- 
nenkanale in Zellmembranen sind permanent aktiv; sie 

A 

4 

e 
Abb. 3. A: Permanent offener Ionenkanal. 6: Steuerung eines lonenkanals 
durch Bindung eines Effektormolekiils. 

2. Ionencarrier und Ionenkanale 

Die Ionenpermeabilitat von Zellmembranen ist, wie 
man heute weiB, keine diffuse Eigenschaft der gesamten 
Membran, sondern an spezialisierte Transportmolekule ge- 
bunden. Im Hinblick auf den Mechanismus kann man 
zwei Grenzfalle von Transportsystemen unterscheiden: 
Carrier und KanaIe[']. Ein Ionencarrier ist ein Molekul, 
welches das zu transportierende Ion bindet und in gebun- 
dener Form durch die Membran befordert (Abb. 2). Die 
Bindungsstelle ist dabei abwechselnd von der linken und 
von der rechten Seite her zuganglich, aber nicht von bei- 
den Seiten gleichzeitig. Zwischen linksexponierter und 

sind entweder standig offen oder offnen und schleBen 
sich spontan in statistischen Zeitintervallen. Andere Ka- 
nale offnen sich erst bei Bindung eines Effektormolekiils 
(Abb. 3). Dieser Mechanismus der Steuerung von lonenka- 
nalen liegt der Signalubertragung an neuromuskularen 
Synapsen zugrunde; dort fiihren an den Nervenendigun- 
gen ausgeschiittete ,,Transmitter"-Molekiile zur Aktivie- 
rung von Ionenkanalen in der Muskelmembran[61. Das Off- 
nen und SchlieBen N a + -  und K+-spezifischer lonenka- 
nale in Nervenmembranen wird durch das elektrische Feld 
in der Membran gesteuert[']. 
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3. Kunstliche Lipidmembraneo 

In zahlreichen Laboratorien wird gegenwartig an der 
Isolierung und Reinigung von Transportproteinen aus bio- 
logischen Membranen gearbeitet. Bei der Untersuchung 
der Eigenschaften eines isolierten Transportsystems ergibt 
sich jedoch eine grundsatzliche Schwierigkeit: Anders als 
bei einem Enzym, dessen Aktivitat irn Reagensglas immer 
noch studiert werden kann, ist bei einem Membranprotein, 
sobald es in homogener Losung vorliegt, die Transport- 
funktion nicht mehr feststellbar. Ein Ausweg besteht darin, 
das isolierte Transportmolekiil wieder in eine kiinstliche 
Lipidmembran einzubauen'*]. Hierzu stehen heute zwei 
Membransysteme zur Verfiigung: planare Lipid-Doppel- 
schichtmembranen und Lipidvesikeln. 

3.1. Planare Lipid-Doppelschichtmembranen 

Mit verschiedenen Techniken konnen ebene, bimoleku- 
lare Lipidmembranen in waBrigem Medium mit Durch- 
messern bis zu 10 mm hergestellt werdeni9."'. Bei der von 
Montal und Mueller eingefiihrten Methode1'n-'21 wird eine 
aus zwei Kammern bestehende Teflonzelle benutzt; die die 
beiden Kammern trennende Teflontrlgerfolie enthalt im 
oberen Teil ein Loch. Die beiden Kammern werden bis un- 
terhalb des Loches rnit Wasser gefiillt, und dann wird auf 
der Wasseroberflache eine monornolekulare Lipidschicht 
gebildet. AnschlieBend wird der Fliissigkeitsspiegel erst in 
der einen, dann in der anderen Kammer iiber die Hohe des 
Loches angehoben, wobei nach einem ReiBverschluO-Me- 
chanismus iiber dem Loch eine Lipid-Doppelschicht ent- 
steht (Abb. 4; siehe auch Abb. 5). Mit verschiedenen Lipi- 
den fur die beiden Monoschichten erhalt man asymmetri- 
sche Membranen'". 141. 

Abb. 4. Herstellung kunstlicher Lipid-Doppelschichtmembranen. Auf der 
WasseroberflPche wird durch Spreitung aus einer n-Hexan-lOsung ein mo- 
nomolekularer Lipidfilm erzeugt. Durch Anheben erst der h e n ,  dann der 
andenn wPBrigen Phase bildet sich Uber der 6ffnung im TeflontrPger eine 
bimolekulare Lipidmembran. 

Die elektrischen Eigenschaften von Lipid-Doppel- 
schichtmembranen konnen in der in Abbildung 5 angege- 
benen MeBzelle untersucht werden. Die spezifische 
elektrische Kapazitat einer nach dem Verfahren von Mon- 
tal und Mueller hergestellten Membran aus 1,2-Dioleoyl- 
phosphatidylcholin betragt C, = 0.72 p F / ~ r n ~ ~ ' ~ ] .  Aus C, 
kann nach der fiir einen Plattenkondensator giiltigen Be- 
ziehung C, = E o E / d  die Membrandicke d berechnet wer- 
den (.so=8.85. C V-' m-':  elektrische Feldkonstan- 
te; E :  Dielektrizitatskonstante der Membran). Mit dem 
Wert 8-2.1 fiir einen Kohlenwasserstoff ergibt sich die 

Abb. 5. MeDzelle zur Untersuchung der elektrischen Eigenschaften yon Li- 
pid-Doppelschichtmembranen. Als Elektroden werden platinierte Platinelek- 
troden oder Silber/Silberchloridelektroden verwendet. 

Membrandicke zu d -  2.6 nm. Dieser Wert ist kleiner als 
die doppelte Lange 2 1 der Kohlenwasserstoffkette von 61- 
sBure (2 1 - 4.0 nm), was darauf hindeutet, dalJ die Kohlen- 
wasserstoffketten in der Membran nicht vollig gestreckt 
vorliegen. 

Die elektrische Leitfiihigkeit reiner Lipid-Doppel- 
schichtmembranen ist, wie bereits erwahnt, sehr klein. Da- 
her konnen Leitfahigkeitsanderungen, die durch den Ein- 
bau biologischer Ionentransportsysteme hervorgerufen 
werden, rnit hoher Empfindlichkeit gemessen werden. Ein 
weiterer wesentlicher Vorteil planarer Lipidmembranen ist 
der geringe elektrische Serienwiderstand zwischen Elektro- 
den und Membran. Auf diese Weise konnen rnit Hilfe von 
Relaxationsmethoden (Abschnitt 4.1) schnelle elektrische 
Prozesse in der Membran rnit hoher Zeitauflasung unter- 
sucht werden. 

Ein Verfahren, mit dem Membranen sehr kleiner Flache 
(einige pm2) hergestellt werden konnen, und das sich gut 
zum Einbau von Proteinen eignet, wurde kiirzlich von 
Hanke et al. be~chr ieben~ '~- '~] .  Eine mit einer Elektrolytlo- 
sung gefiillte Glas-Mikropipette (Spitzendurchmesser ca. 
1 pm) wird rnit der Spitze unter die Wasseroberflache ge- 
taucht (Abb. 6). Nach Herstellung einer Lipid-Mono- 

Abb. 6. Herstellung von Lipid-Doppelschichtmembranen sehr kleiner RP- 
che. Die Spitze einer Glas-Mikropipette befindet sich zunachst unter der 
Wasseroberflache. Nach Bildung einer monomolekularen Lipidschicht wird 
die Pipette aus der Wasserphase herausgezogen und wieder eingetaucht. 

schicht auf der Wasseroberflache wird die Pipette heraus- 
gezogen, wobei sich die Spitze ebenfalls rnit einer Mono- 
schicht bedeckt. Beim Wiedereintauchen der Pipette bildet 
sich durch Vereinigung der beiden Monoschichten eine bi- 
molekulare Membran. Ionenkanale aus biologischen 
Membranen kbnnen durch Spreiten proteinhaltiger Lipid- 
vesikeln an der Wasseroberflache zunschst in die Mono- 
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schicht und damit schlieBlich in die bimolekulare Mem- 
bran eingebaut werden"h-201. Da die Membranflache sehr 
gering ist, kann erreicht werden, dal3 die Membran nur ein 
einziges Kanalmolekul enthalt. Auf diese Weise konnen 
elektrische Einzelkanalstrome rnit hoher Empfindlichkeit 
gemessen werden. 

3.2. Lipidvesikeln 

Fiir die Untersuchung von Transportsystemen rnit gerin- 
gen Transportraten sind planare Lipidmembranen wegen 
der beschrankten Membranflache weniger gut geeignet. 
Fur derartige Transportstudien kann man Suspensionen 
kunstlicher Lipidvesikeln verwenden, die rnit Durchmes- 
sern zwischen etwa 30 nm und 1 pm in wtil3rigen Elektro- 
lytlosungen hergestellt werden konnen12'.221. Lipide, z. B. 
Phosphatidylcholin, quellen in Kontakt rnit Wasser und 
bilden Suspensionen von ,,Liposomen", die zwiebelschalen- 
artig gebaut sind und aus konzentrischen Lagen von Dop- 
pelschichtmembranen bestehen. Durch Ultraschall konnen 
aus den einige pm groBen Liposomen hohlkugelformige 
Lipidvesikeln mit einem AuBendurchmesser von etwa 
30 nm hergestellt werden, die aus einer einzigen, geschlos- 
senen Doppelschichtmembran bestehen. Diese einschali- 
gen Lipidvesikeln haben einen waI3rigen Innenraum, in 
den wasserlasliche Substanzen eingeschlossen werden 
konnen. 

Ein anderes Verfahren zur Herstellung einschaliger Li- 
pidvesikeln besteht darin, ein Lipid mit Hilfe eines Deter- 
gens in micellarer Form in Wasser zu lasen und das Deter- 
gens durch Dialyse oder Gelchromatographie zu entfer- 
nen. Der Vesikeldurchmesser kann durch Wahl des Deter- 
gens und der experimentellen Bedingungen bei der Deter- 
gensentfernung von 50-200 nm variiert werden. Durch 
Dialyse von Cholat werden rnit Dioleoylphosphatidylcho- 
lin Vesikeln rnit einem mittleren AuBendurchmesser von 
90 nm erhalten'231. 1 mL einer Suspension dieser Vesikeln 
enthalt bei einer Lipidkonzentration von 10 g/L eine 
Membranflache von = 3 m2; das eingeschlossene wiiBrige 
Innenvolumen betragt etwa 1% des Gesamtvolumens. 

lnteressante Moglichkeiten ergeben sich durch Einsatz 
synthetischer amphiphiler Verbindungen bei der Vesikel- 
herstellung. Durch Venvendung polymerisierbarer Lipid- 
analoga oder Lipidanaloga rnit funktionellen Gruppen 
konnen Membranvesikeln mit neuartigen Eigenschaften 
erhalten ~ e r d e n [ ~ ~ - ~ ~ ] .  

Transportproteine, die aus biologischen Membranen 
isoliert wurden, konnen in kunstliche Lipidvesikeln einge- 
baut werden : ihre Funktion kann dann unter kontrollier- 
baren Bedingungen untersucht werdenL2'l. Hierzu wird das 
Detergens-solubilisierte Protein zur Lipid/Detergens-Lii- 
sung gegeben und das Detergens entfernt. Das Protein 
wird dabei in die Membran der sich bildenden Lipidvesi- 
keln eingebaut. lonenflusse durch die Vesikelmembran 
konnen rnit radioaktiven Isotopen oder mit optischen Indi- 
katoren untersucht werden. 

4. Ionencarrier 

Heute sind eine ganze Reihe von Verbindungen be- 
kannt, die in biologischen Membranen oder kiinstlichen 

Lipidmembranen als bewegliche Ionencarrier (Abb. 2A) 
 irke en[^^-^^^. Am besten untersucht wurden die makrocycli- 
schen Verbindungen Valinomycin, Enniatin B und die Ma- 
krotetrolide wie Monactin (Abb. 7). Valinomycin und En- 
niatin B sind Depsipeptide, sie sind aus Aminosauren und 
a-Hydroxysauren in abwechselnder Folge aufgebaut. Vali- 
nomycin bildet mit K+-Ionen einen 1 : 1-Komplex, wobei 
das Ion kafigartig von den sechs Sauerstoffatomen der 
Estercarbonylgruppen eingeschlossen wirdf3'I (Abb. 8). Die 
AuBenseite des Komplexes, die durch Methyl- und Isopro- 
pylgruppen gebildet wird, ist stark hydrophob. 

Volinomycin 

II II 
0 0 

,~-CH-!- o -CH-C- ]-J R = H  Enniatin 8 

R' 0 H3cw0%Rh O= 
R Z W % = O  

0 R3 CH3 

R' =R2=R3=Rb =CH3 Nonactin 
R'=R2 =R3= CH3 R'= CzHs Monactin 
R'= R3 =CH, R2 = RL=C2H5 Dinactin 
R'=CH3 R2=R3=RL=C$15 Trinactin 

R' =R2=R3=R'=C2H5 Tetranactin 

Abb. 7. Makrocyclische Ionencarrier. Valinomycin, Enniatin A und Enniatin 
B sind Depsipeptide, die abwechselnd aus a-ArninosBuren und a-Hydroxy- 
sBuren aufgebaut sind. 
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Abb. 8. Struktur des Valinomycin/K + -Komplexes 13 I]. Das zcniralc K ' -Ion 
ist kafigartig von sechs Sauerstoffatomen der Estercarbonylgruppen umge- 
ben. Der Kornplex ist durch sechs Wasserstoffbriicken zwischen NH- und 
CO-Gruppen der sechs Aminosauren stabilisiert. 
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Die Struktur des Valinomycin/K+-Komplexes (Abb. 8) 
wurde aus rontgenkristall~graphischen~~~-~~~ und spektro- 
s k ~ p j s c h e n ~ ~ ' . ' ' - ~ ~ ~  Ergebnissen abgeleitet. Das Riickgrat 
des Molekuls ist zu sechs Schleifen gefaltet, die durch 
sechs Wasserstoffbriicken zwischen NH- und C=O-Grup- 
pen der Aminosauren zusammengehalten werden. UV-, 
IR-, Circulardichroismus(CD)- und NMR-Untersuchun- 
gen haben gezeigt, daR das unkomplexierte Valinomycin- 
molekiil in Losung je nach Losungsmittel eine Vielzahl an 
Konformationen annehmen kann[3'.3741. In unpolaren Lo- 
sungsmitteln scheint das Molekul eine geschlossene Kon- 
formation lhnlich der des K+-Komplexes zu haben, wah- 
rend in polaren Losungsmitteln offene Konformationen 
mit einer geringeren Zahl intramolekularer Wasserstoff- 
briicken iiberwiegen (Abb. 9)[29.301. Ubergange zwischen 
den Konformationen spielen sich in 10-9-10-7 s ab, wie 
durch Ultraschallabsorptionsmessungen nachgewiesen 
~ u r d e [ * ~ ] .  Schnelle Konformationsuberggnge scheinen eine 
wesentliche Voraussetzung fur die in homogener Losung 
beobachteten hohen Komplexierungsraten makrocycli- 
scher Ionencarrier zu ~ e i n [ ~ ' . ~ ~ - ~ * J .  

Ahh. Y. Strukturen von Valinomjcin in Lorung. (a) Geschlossene Konforma- 
tion mit sechs intramolekularen Wasserstofhriicken; (b) halb geBffnete Kon- 
formation mit drei intramolekularen Wassentofibriicken. Konformation (a) 
iiberwiegt in apolaren LBsungsmitteln, wahrend Konformation (b) in polaren 
Medien angenommen wird (nach Grell et al. [29]). 

Der Mechanismus des Carrier-vermittelten Transports 
von Alkalimetall-Ionen durch Membranen wurde mit 
Hilfe planarer Lipid-Doppelschichtmembranen genauer 
u n t e r ~ u c h t [ ~ ~ - ~ ~ I .  In einer 1 M KCI-Losung, die 0.1 FM Vali- 
nomycin enthiilt, betriigt die Membranleitfahigkeit etwa 
10mS/cm2, ein Wert, der um sechs GroRenordnungen 
uber der Grundleitfahigkeit der Membran in 1 M KCI 
liegt15"I. Diese starke Leitfahigkeitszunahme beruht prak- 
tisch ausschlieRlich auf einem Transport von K +-Ionen; 
dies ergibt sich aus der Beobachtung, daD die Membran- 
spannung in asymmetrischen KCI-Losungen mit dem 
Nernst-Potential fiir K + u b e r e i n ~ t i m m t [ ~ ~ ~ .  Die Spezifitat 
von Valinomycin ist aul3erordentlich hoch; das Verhaltnis 
der Membranleitfahigkeit in gleichkonzentrierten K + -  und 
Na+-Losungen betragt etwa 2000184-851. Valinomycin kann 
entweder der wahigen Phase oder direkt dem Lipid zuge- 
geben werden. Es stellt sich dabei ein Verteilungsgleichge- 
wicht mit einem Verteilungskoeftizienten von etwa 5 1 lo4 
zugunsten der Membran eini601. 

Die beobachtete Konzentrations- und Spannungsabhan- 
gigkeit der Membranleitfahigkeit 1aBt sich mit der An- 
nahme erklaren, daR Valinomycin und Enniatin B sowie 
die Makrotetrolide nach dem in Abbildung 2A dargestell- 
ten translatorischen Carrier-Mechanismus wirken. Nach 
Abbildung 2A spielt sich der Transportvorgang in vier 
Teilschritten ab: 1) Bildung eines Komplexes zwischen 

M + und dem Carriermolekul S in der Membrangrenzfla- 
che; 2) Translokation des Komplexes MS+ zur gegeniiber- 
liegenden Grenzflache; 3) Freisetzung des Ions; 4) Riick- 
transport des freien Carriermolekuls. In erster Naherung 
kann man die Kinetik des Transportprozesses durch Ein- 
fiihrung von Geschwindigkeitskonstanten fur die einzelnen 
Reaktionsschritte beschreiben (Abb. 10). Dies ist einiger- 
maBen selbstverstandlich im Falle der Assoziations- und 
Dissoziationsreaktionen (Geschwindigkeitskonstanten k ,  
bzw. k D ) ;  kR und k D  sind dabei als globale Geschwindig- 
keitskonstanten aufzufassen, die jeweils mehrere Teilreak- 
tionen (Konformationsanderungen des Carriers, schritt- 
weiser Ersatz von Wassermolekiilen der Hydrathulle durch 
Ligandenatome des Carriers) einschlieBen. Die Beschrei- 
bung der Translokation von MS+ und S mit Hilfe mono- 
molekularer Geschwindigkeitskonstanten kMs und ks ist 
eine Ntlherung. Hierbei liegt die auf energetischen Uberle- 
gungen beruhende Vorstellung zugrunde, daB die Verweil- 
zeiten von MS+ und S in der Grenzflache wesentlich gro- 
Rer sind als die Zeit fur die eigentlichen Translokations- 
schritte1""]. 

Aus dem in Abbildung 10 dargestellten Reaktions- 
schema ergeben sich eine Reihe von interessanten Fragen. 
Gibt es einen geschwindigkeitsbestimmenden Schritt, der 
die Geschwindigkeit der Gesamtreaktion limitiert? 1st die 
hohe Spezifitat von Valinomycin hauptsachlich durch ther- 
modynamische Faktoren (Gleichgewichtskonstante der 
Komplexbildung) oder durch kinetische Parameter be- 
stimmt? Welche kinetischen Faktoren sind fur die opti- 
male Funktionsweise eines Carriers wesentlich? Die Be- 
antwortung dieser Fragen erfordert eine detaillierte Ana- 
lyse des Transportsystems. Eine derartige Analyse wird 
moglich durch den Einsatz von Relaxationsmethoden. 

Abb. 10. Transport eines Ions MI durch den Carrier S .  k R  und k , ,  sind die 
Geschwindigkeitskonstanten fur die Assoziations- bzw. Dissoziarionsschritte, 
kMs und ks die Geschwindigkeitskonstanten far die Translokation des Kom- 
plexes MS + bzw. des freien Carriers S .  

4.1. Relaxationsmethoden zur Untersuchung von 
Ionentransportprozessen in Membranen. Kinetische Analyse 
von Carriersystemen 

Relaxationsverfahren wurden zunachst zum Studium 
schneller chemischer Reaktionen in homogener Phase ent- 
~ i c k e l t ' ~ ~ ' .  Das zu untersuchende System wird durch 
rasche Anderung eines auOeren Parameters (Druck, Tem- 
peratur) gestort und der Zeitverlauf der Naherung an den 
neuen stationaren Zustand verfolgt. Relaxationsmethoden 
haben sich auch fur die Untersuchung der Kinetik von 10- 
nentransportprozessen in Membranen als wertvoll erwie- 

Bei der Spannungssprungmethode (Abb. 11) wird eine 
elektrische Spannung rasch an die Membran angelegt und 

sen[60-63.67-72, 75-61] 
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die Relaxation des Stromes r e g i ~ t r i e r t [ ~ . ~ " ~ ~ ~ .  Bei dem in 
Abbildung 10 dargestellten Carriermechanismus 1aBt sich 
der Zeitverlauf des Membranstromes als Summe von drei 
(in einfachen Fallen zwei) Exponentialfunktionen be- 
schreiben. Aus den Zeitkonstanten und Amplituden der 
Exponentialfunktionen konnen die Geschwindigkeitskon- 
stanten kR, kD,  ks und kMs berechnet werden. 

elektronischer 
Schalter 

u1 

- t  

- t  

elektronischer I &f 
- t  

- t  

Abb. I I .  tlektrische Relaxationsverfahren zur Untersuchung von lonen- 
transportprozessen in Membranen. Bei der Spannungssprungmethode (links) 
wird eine Spannung rasch an die Membran angelegt und die Relaxation des 
Membranstromes I gemessen. Beim Ladungspulsverfahren (rechts) wird die 
Membrankapazitat durch einen ca. 50 ns dauernden Strompuls auf eine An- 
fangsspannung Uo aufgeladen. Am Ende des Strompulses wird der nuDere 
Stromkreis unterbrochen und das durch Ladungstransport in der Membran 
bedingte Abklingen der Spannung verfolgt. 

Die Zeitauflosung der Spannungssprungmethode ist 
durch die Aufladezeit der Membrankapazitat limitiert und 
betrligt etwa 1 p. Eine wesentlich hdhere Zeitaufldsung 
kann mit dem Ladungspulsverfahren (Abb. 11) erreicht 
~ e r d e n ~ ~ ~ * ~ ' . ~ ' .  Hier wird durch einen 10-50 ns dauernden 
Strompuls die Membrankapazitat auf eine Anfangsspan- 
nung von etwa 10mV aufgeladen. Nach dem Ende des 
Strompulses wird der liul3ere Stromkreis unterbrochen und 
das durch Ionenbewegungen in der Membran bedingte 
Abklingen der Spannung verfolgt. Mit der Ladungspuls- 
methode kann in gunstigen Fallen eine Zeitauflosung von 
40 ns erzielt werdenIB7'. 

Ein weiteres Relaxationsverfahren basiert auf einer 
sprunghaften Temperaturanderung der Membran und der 
angrenzenden Ltjsungen. Der Temperatursprung kann 
durch Absorption eines intensiven Lichtblitzes erzeugt 
~ e r d e n ~ ~ " ~ ~ ' .  Bei Verwendung einer im sichtbaren Bereich 
emittierenden Blitzlichtquelle wird den AuBenlosungen 
der Membran ein Farbstoff als Absorber z ~ g e s e t z t [ ~ ' ~ .  We- 
gen der geringen Membrandicke folgt die Membran der 
Temperaturanderung der Losungen innerhalb von 1 ns. 
Bei einer verbesserten Version der Methode (Abb. 12) wird 
die Losung durch einen Puls eines Infrarot-Lasers aufge- 
h e i ~ t [ ~ ~ ] .  Bei der Emissionswellenlange des Nd-Glas-Lasers 
(A = 1.06 km) betragt der decadische Absorptionskoeffi- 
zient von Wasser 0.063 cm - I. Dies ermoglicht Temperatur- 
spriinge von etwa 0.3-0.4 K innerhalb von 0.4 ms in der 
,,fixed-Q"-Mode des Lasers. Bei der iiblichen Version der 
Methode wird eine konstante Spannung bereits vor dem 
Temperatursprung an die Membran angelegt. Der T- 

Sprung fuhrt zu einer momentanen Zunahme der Mem- 
branleitfahigkeit, entsprechend der Temperaturabhangig- 
keit der Geschwindigkeitskonstanten des Ionentransports. 
Der sprunghaften Zunahme des Membranstromes folgt ein 
langsamerer, durch Translokation von Carriermolekiilen in 
der Membran und binderung des Komplexierungsgrades 
bedingter RelaxationsprozeO. 

Abb. 12. Prinzip der Temperatursprung-Relaxali~iii~mKlh~~K. Memhr;m u n d  
angrenzende Losungen werden durch Absorption eines Infrarot-Laserpulses 
schnell aufgeheizt. Eine Spannung U liegt bereits vor dem T-Sprung an der 
Membran an. Der T-Sprung fuhrt zu einem praktisch momentanen Anstieg 
der MembranleitRhigkeit (entsprcchend der Temperaturabhangigkeit der 
Geschwindigkeitskonstanten). gefolgt von langsameren Relaxationsprozes- 
sen. 

Die Analyse der Kinetik eines Carriersystems vom Vali- 
nomycin-Typ (Abb. 10) erfordert die Bestimmung von vier 
Geschwindigkeitskonstanten (kK, k,,, ks und kMS). Mit 
Hilfe der S p a n n u n g s s p r u n g m e t h ~ d e ~ ~ " ~ ~ ' ~ ~ ' ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ " ~ ~ ' ~  und 
des Ladung~pulsverfahrens~~'-~''.~~~ wurden die Ionencar- 
rier Valinomycin, Enniatin A und B, Beauvericin sowie die 
Makrotetrolide in kunstlichen Lipidmembranen unter- 
sucht. Als typisches Beispiel werden im folgenden die Ge- 
schwindigkeitskonstanten fur den Valinomycin-vermittel- 
ten K+-Transport durch Monoolein-Membranen bei 25°C 
angegebedbnl. 

Bei einer K+-Konzentration von 1 M (cM = 1 M) sind die 
Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation (cM kK) ,  Dis- 
soziation (k,) und der Translokation des beladenen Car- 
riers (kMs) ungefihr gleich groB (2.10'-3. 10' s - '). Der ge- 
schwindigkeitsbestimmende Schritt ist in diesem Fall der 
Rucktransport des freien Carriers (k ,  = 4.10' s - I). 

kM,-2.10' s - '  ist die Frequenz, mit der das beladene 
Carriermolekiil die Membran iiberquert; der Reziprokwert 
l/kMs=5 ps gibt die Zeit an, die der Komplex im Mittel 
im Energieminimum in der Membrangrenzflache zu- 
bringt. 

Eine niitzliche GroBe fur die Beschreibung der Kinetik 
von Carriern (und anderen Transportsystemen) ist die ma- 
ximale WechselzahlJ die definiert ist als der Grenzwert 
der Transportrate, der unter KurzschluBbedingungen fur 
unendlich hohe lonenkonzentration auf der linken und 
verschwindende Ionenkonzentration auf der rechten Seite 
erreicht wirdL6']. f ist die maximale Zahl von Transportcy- 
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den, die ein Carriermolekul pro Sekunde ausfuhren kann. 
Bei bekannten Geschwindigkeitskonstanten kann die 
Wechselzahl nach der Beziehung 

berechnet werden. Im oben angefiihrten Beispiel erhalt 
manf- 2 .  lo4 s - I ,  was bedeutet, daB ein einzelnes Valino- 
mycinmolekul 104-105 K+-Ionen in der Sekunde durch die 
Membran transportieren kann. 

Die hohe Effizienz von Valinomycin als Ionencarrier er- 
gibt sich hauptsachlich aus dieser groBen Wechselzahl. 
Demgegeniiber ist die Stabilitatskonstante K = kR/kD = 
I M - ’  des K+-Komplexes in der Membrangrenzflache be- 
merkenswert klein. Wesentlich groaere Werte fur die Sta- 
bilititskonstante (K = 3. lo4 M - ’) werden in Methanol ge- 
f~nden‘*~’. In MethanoVWasser-Mischungen ist K jedoch 
kleiner und erreicht bei 70 Volumenprozent Wasser in Me- 
thanol ungefahr 1 M - ’ ~ ~ ~ ] .  Eine Mischung von 30% Metha- 
nol und 7@?/0 Wasser verhalt sich also hinsichtlich der 
Komplexstabilitat ahnlich wie die Membrangren~flache[~’~. 
Ahnliches gilt fur die Geschwindigkeitskonstanten der As- 
soziation und Dissoziation. In reinem Methanol findet 
man kR=4.107 M - ‘  s - ’  und kD= 1.2. lo3 s - ‘ ( ~ ~ ] ,  wahrend 
sich in Methanol mit 70 Volumenprozent Wasser extrapo- 
lierteWertevonkR=1.4.1O5 M - ’ ~ - ’ u n d k ~ - 1 . 8 . 1 0 ~ ~ - ’  
ergeben, ahnlich wie im Falle der Membran1301. Mit Hilfe 
von CD-Messungen wurde die Stabilitatskonstante des Va- 
linomycin/K+-Komplexes in kiinstlichen Dimyristoylle- 
cithin-Vesikeln zu K == 1 M - I b e ~ t i m m t ~ ~ ~ ] ,  was mit dem aus 
Relaxationsuntersuchungen an planaren Lipidmembranen 
erhaltenen Wert ubereinstimmt. 

4.2. Optimierungsprinzipien bei Carriersystemen 

Die oben beschriebene Analyse fiihrt auf das allgemeine 
Problem der Optimierung von Carriersystemen. Insbeson- 
dere kann man die Frage stellen, wie weit bei der biologi- 
when Evolution von Ionencarriern die Natur sich einer 
optimalen Losung angenahert hat. Fur hohe Transportra- 
ten ist es naturlich gunstig, wenn alle Geschwindigkeits- 
konstanten mciglichst groB sind. Hier sind aber physikali- 
sche Grenzen gesetzt. Die Translokationsgeschwindigkeits- 
konstante ks des freien Carriers ist begrenzt durch die Mo- 
IekiilgrCiBe, durch die Mikroviskosit3t der Membran und 
durch die Bindung des amphiphilen Molekiils an die 
Membrangrenzflache. kMs ist ebenfalls durch die Mem- 
branviskositat sowie durch die HShe der dielektrischen 
Energiebarriere der Membran limitiert. Es ist daher wenig 
wahrscheinlich, daB bei einem beweglichen Carrier ks und 
kMs vie1 grbber als der bei Valinomycin beobachtete Wert 
von etwa lo5 s - ’  werden k6nnen. Die Assoziationsge- 
schwindigkeitskonstante kR liegt dagegen weit unterhalb 
des Grenzwerts fur eine diffusionskontrollierte Reaktion. 
Der verhaltnismiBig kleine Wert von k R  ergibt sich wahr- 
scheinlich daraus, daR das Carriermolekiil in der Mem- 
brangrenzflache in einer offenen, fur die Komplexbildung 
weniger giinstigen Konformation stabilisiert ist. 

Wie groB ist bei gegebenen Werten von k R ,  k M S  und ks 
der optimale Wert der Dissoziationsgeschwindigkeitskon- 
stanten kD? Ein sehr groBer Wert von k, ware offensicht- 
lich ungunstig, da dann die Stabilitatskonstante K = kR/kD 
klein wird und das Molekiil nicht mehr als Komplexbild- 
ner wirken kann. Jedoch ware bei einem sehr kleinen Wert 
von kD die Transportrate durch die langsame Dissoziation 
des Komplexes MS + in der Membrangrenzflache limitiert. 
Der optimale Wert von kD kann leicht aus der Bedingung 
berechnet werden, daB die Carrier-induzierte Membran- 
leitfahigkeit bei festen kR, kMS und ks ein Maximum an- 
nehmen soll. Es ergibt ~ i c h ~ ’ ~ ]  

Mit den oben angegebenen experimentellen Werten von 
kR, kMS und ks findet man k*, = 1 . lo’ s - I bei cM = 0.1 M, 
was ungefahr mit dem tatsachlichen Wert kD=3.  lo5 s - ’  
iibereinstimmt. Samtliche bis jetzt synthetisierten makrocy- 
clischen Peptid- und Depsipeptid-Analoga von Valinomy- 
cin haben sich als weniger effiziente Carrier erwiesen als 
valinomycinI27. 72.92.931 

4.3. EinfluD der Membranstruktur 
auf die Kinetik von Carriersystemen 

Biologische Membranen enthalten eine Vielzahl von Li- 
piden, die sich in der Struktur der polaren Kopfgruppe, 
der Lange der Kohlenwasserstoffketten und der Zahl der 
C=C-Bindungen unterscheiden. Die funktionelle Bedeu- 
tung dieser Vielfalt ist nur ungenugend bekannt. Durch 
Herstellung kiinstlicher Doppelschichtmembranen aus 
chemisch einheitlichen Lipiden ergibt sich die Moglich- 
keit, den EinfluB der Membranstruktur auf die Kinetik von 

Elektrische Ladungen und Dipolmomente der Kopf- 
gruppen fiihren zu einer Beeinflussung des lonentrans- 
ports. Membranen aus Phosphatidylserin oder Phosphat- 
idylinositol haben ein negatives Grenzflachenpotential; 
daraus ergibt sich eine Anreicherung von Kationen an der 
Membrangrenzflache und eine Erh6hung der Kationen- 
Transportge~chwindigkeiten[~~~. Durch orientierte Dipol- 
schichten in der Membrangrenzflache entsteht eine zusatz- 
liche Potentialdifferenz zwischen dem Membraninnern 
und den wiiBrigen L i 5 ~ u n g e n [ ~ ~ . ~ ~ ] .  Z. B. kann man aus Ex- 
perimenten mit positiv und negativ geladenen lipophilen 
Ionen abschltzen, daI3 das Innere einer Phosphatidylcho- 
linmembran gegenuber dem AuBenmedium ein um = 0.3 V 
erhahtes Potential hat[971. Auf diese Weise entsteht eine 
hohe Energiebarriere fur den Transport von Kationen, 
wahrend der Transport von Anionen begunstigt wird. 

Die Geschwindigkeitskonstanten von Ionencamern 
hangen stark von der Llnge der Kohlenwasserstoffkette 
und der Zahl der Doppelbindungen ab. In Tabelle 1 sind 
kinetische Daten des Valinomycin/Rb +-Systems in Mem- 
branen aus verschiedenen Monoglyceriden a~~gegeben‘~~’.  
Bei VergrbBerung der Kettenlgnge von c[6 auf C22 nehmen 
die Translokationsgeschwindigkeitskonstanten kS und k M s  
auf 118 bis 1/10 ab, wahrend kR und kD nahezu konstant 
bleiben. Eine Erhohung der Zahl der C=C-Bindungen von 
eins auf vier fuhrt dagegen zu einer starken Zunahme von 

Ca,.,-iersystemen zu untersuchen[62. 63.69.70.72.73.94-961 
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k, und kMs. Diese Erhohung der Translokationsgeschwin- 
digkeiten resultiert wahrscheinlich im wesentlichen aus 
dem verminderten Ordnungsgrad und der verminderten 
Mikroviskositat von Membranen aus hoch ungeslttigten 
Lipiden. 

Tahelle I .  EinfluR der Kettenlange und der Zahl der Doppelbindungen von 
Lipiden auf die Geschwindigkeitskonstanten des Valinomycin-vermittelten 
Rb + -Transports 1691. Die Membranen wurden aus a-Monoglyceriden (MG) 
mit folgenden Fettsaureresten hergestellt: Palmitalsiiure (16 : I), &Sure 
( I  8 : 2), 1 I-Eicosensaure (20 : I),  Eurcinshre (22 : I), 11,14-EicosadiensBure 
(20 :2), I1,14,17-EicosatriensBure (20 :3 )  und Arachidonsaure (20 :4). Die 
Membranen wurden in n-Decan hergestellt. T= 25°C. 

Lipid k R  ki, k,s ks 
1104 M - I  s-11 1104 s-11 1104 s-11 1104 s - i ~  

Variation der Kettenlange 
(16:1)-MG 43 13 74 8.5 
(18:l)-MG 37 24 27 3.5 
(20:I)-MG 23 12 10 1.8 
(22:I)-MG 24 13 7 1 . 1  

Variation der Zahl der Doppelbindungen 
(20: I)-MG 23 12 10 1.8 
(20:2)-MG 34 9 39 3.2 
(20:3)-MG 34 5 I36 9.4 
(20 :4)-MG 42 3 240 12 

5. Der Gramicidin-Kana1 

Die einfachste bekannte Verbindung, die lonenkanale in 
Lipidmembranen bilden kann, ist Gramicidin A (Abb. 13), 
ein lineares Pentadecapeptid der Sequenz 

I M Cs+-Losung bei 0.1 V etwa 8 .  I V " A  hetriigt (Abb. 
14)['031. Setzt man der Membran steigende Mengen Grami- 
cidin A zu, so iiberlagern sich zunehmend einzelne Strom- 
fluktuationen, bis die Membran schliel3lich eine makrosko- 
pische Leitfahigkeit annimmt. Die einfachste Deutung die- 
ser Experimente besteht in der Annahme, daR die beob- 
achteten mikroskopischen Stromfluktuationen durch Ent- 
stehen und Verschwinden einzelner Ionenkanile zustande- 
kommen. Aus der Stufenhohe der Stromschwankungen be- 
rechnet sich die Leitfahigkeitsanderung (in 1 M Cs+-LB- 
sung) zu 80 pS, was (bei einer Spannung von 0.1 V) einem 
Durchtritt von 5 .  lo7 Cs+-Ionen in der Sekunde entspricht. 
Diese Transportgeschwindigkeit ist um 3-4 GrBDenord- 
nungen hoher als die maximale eines Ionencamers vom 
Valinomycin-Typ (Abschnitt 4.1). Daraus kann geschlos- 
sen werden, daR Gramicidin A nicht als Carrier wirkt; die 
beobachteten hohen Transportgeschwindigkeiten sind je- 
doch mit einem Kanalmechanismus in Einklang['031. 

Die Moglichkeit, durch empfindliche Strommessungen 
molekulare Einzelereignisse in einer Membran direkt zu 
beobachten, beruht letztlich auf der auljerordentlich 
kleinen Grundleitfahigkeit einer Lipidmembran. Kuzrlich 
ist es gelungen, mit Hilfe von Glas-Mikropipetten kleine 
Bezirke von Zellmembranen elektrisch zu isolieren und auf 
diese Weise Einzelkanalstrome durch biologische lonenka- 
niile zu r e g i ~ t r i e r e n ~ ' ~ ~ ~ .  

Eine genauere Analyse des in Abbildung 14 dargestell- 
ten Experiments zeigt, daR die Amplituden der Leitfahig- 
keitsfluktuationen nicht vollig einheitlich sind, sondern 

ct'i, Cn, 
L L D L D L  O L D  

1 3 5 7 9 

Abb. 13. Struktur von Vdlin-Gramicidin A 1981. 

das aus Bacillus brevis isoliert wird und antibiotisch wirk- 
Sam i ~ t [ ~ ' ~ .  Gramicidin A ist extrem hydrophob; sogar die 
Endgruppen sind blockiert. In  Gegenwart von Gramicidin 
A ist die Permeabilitat biologischer Membranen oder 
kunstlicher Lipidmembranen fur kleine einwertige Katio- 
nen (Alkalimetall-Ionen, Ag+, TI+,  NH:, H+) stark er- 
h(jht[53,54.99- 1021 

5.1. Einzelkanalexperimente 

Hinweise darauf, daR Gramicidin A nicht als Carrier, 
sondern als Ionenkanal wirkt, ergaben sich aus Experi- 
menten, bei denen iiuBerst kleine Memgen des Peptids ei- 
ner planaren Lipid-Doppelschichtmembran zugesetzt wur- 
den. Unter diesen Bedingungen beobachtet man bei kon- 
stanter elektrischer Spannung diskrete, stufenartige 
Schwankungen des Membranstromes, deren Amplitude in 

L D L D L  

11 13 1s 

eine Verteilung um einen Mittelwert zeigen. Die Breite der 
Verteilung ist von der Natur des Membranlipids abhan- 
gigi'"'. AuDerdem beobachtet man in Gegenwart von Gra- 
micidin mit geringerer Haufigkeit Einzelkanalereignisse 
mit sehr vie1 kleinerer Amplitude['071. Eine mogliche Erkla- 
rung dieser Befunde ware, dal3 der Gramicidin-Kana1 bei 
seiner Bildung verschiedene (langlebige) Konformationen 
annehmen kann (siehe Abschnitt 5.2), die sich in  ihrer Io- 
nenpermeabilitat unterscheiden['"'-' '"I. 

Einzelkanalexperimente liefern neben der Kanalleit- 
fahigkeit die Lebensdauer des Kanals. Empirisch findet 
man fur die Wahrscheinlichkeit dP, einen Kana1 mit 
einer Lebensdauer zwischen t und t+dt  zu finden, 
dP=exp(-t/T)dt, wie man es fur ein System unabhangi- 
ger Teilchen mit konstanter Zerfallsgeschwindigkeit erwar- 
tet['"'I. Dabei entspricht z der mittleren Lebensdauer des 
Kanals. Wahrend (bei neutralen Lipiden) die Kanalleitfa- 
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higkeit wenig von der Natur des Lipids abhangt, nimmt die bewegung kann der Kanal sich an den Durchmesser des 
mittlere Lebensdauer r rnit zunehmender Kettenlange Ions anpassen; die Annaherung des negativen Dipol-En- 
(Membrandicke) des Lipids stark abl'03. I " - I  13] . r variiert des der Carbonylgruppe an das  Kation fuhrt zu einer ener- 
dabei von Millisekunden bis Sekunden. Ein weiterer Para- getisch gunstigen Wechselwirkung zwischen Ion und Ka- 
meter, der die mittlere Lebensdauer beeinflu&, ist die nal. 
Grenzfllchenspannung der Membran" 1 2 .  1'4-1161. 

Abh. I 4  Flukwationen des Membrdnstromes bei sehr kleiner Gramicidin- 
Konzentration [104]. I M CsCI, Z " C ,  Membranspannung 0.1 V. Die Mem- 
bran wurde aus Monoolein hergestellt. Die Basislinie entspricht der Mem- 
branleitfshigkeit in Abwesenheit von Gramicidin. 

5.2. Struktur des Gramicidin-Kanals 

Ein Strukturmodell fur den Gramicidin-Kana1 wurde 
von Urry anhand von Konformationsenergie-Betrachtun- 
gen vorgeschlagenl' "-I  l9I. Es beinhaltet ein helicales Di- 
mer, bei dem die beiden Monomere an den Formyl-Enden 
(Kopf-an-Kopf) uber Wasserstoffbriicken miteinander ver- 
bunden sind (Abb. 15 und 16). Die hydrophoben Amino- 
saure-Seitenketten sind a n  der AuBenseite der linkshgndi- 
gen 8-Helix angeordnet[lZ0]. Im Zentrum, llngs der Achse, 
enthalt die Helix einen 0.4 nm weiten Tunnel, der rnit Sau- 
erstoffatomen der Peptid-Carbonylgruppen ausgekleidet 
ist (ein Durchmesser von 0.4 nm ist ausreichend, um un- 
hydratisierten Alkalimetall-Ionen Durchtritt zu gewahren). 
Die Gesamtllnge des Dimers betragt 2.5-3.0 nm; sie ist 
vergleichbar rnit der Dicke der Kohlenwasserstoffschicht 
einer bimolekularen Lipidmembran. Konformationsener- 
gie-Berechnungen zeigen, daB die Peptid-Carbonylgrup- 
pen sich rnit dem Sauerstoff-Ende gegen die Helix-Achse 
neigen konnen" ''-I I 9 l .  Durch diese sogenannte Librations- 

Abb. 15. Struktur der p-Helix von Gramicidin A [ IZl] .  Der 0.4 nm weite Tun- 
nel entlang der Helix-Achse ist mi1 Sauerstoffatomen der Peptid-Carbonyl- 
gruppen ausgekleidet. Die an dcr Helix-AuDenseite liegenden Aminosiiure- 
Seitcnketrcn sind nicht cingezeichnel. Der tranamembranare Kanal besteht 
aus zwei an den Formyl-Enden verkniipften Helices. 

Abb. 16. Kalottenmodelle de5 Grdrnicidin-Kanal% nach Urr! [ 118). Ohen: 
AuBenseite des dimeren Kanals. Die beiden Monomere sind iiber Wasser- 
stolfbriicken miteinander verbunden. Unten: Blick hngs der Helix-Achse. 
Der zentrale Tunnel bat einen Durchmesser von 0.4 nm. 

Energieabschatzungen legen ferner nahe, daB der Kanal 
eine Vielzahl von stabilen Konformationen annehmen 
kann, die sich in der Orientierung der Aminoslure-Seiten- 
gruppen unterscheiden[""-' lol. Auswirkungen auf die Ka- 
nalleitfahigkeit k6nnen sich dadurch ergeben, daB die 
elektrostatische Energie eines Ions im Kanal von der Rich- 
tung der Dipolmomente der Tryptophanreste abhangt. 
Ferner kann die Librationsbewegung der Carbonylgrup- 
pen bei verschiedenen Konformationen der Seitenketten 
verschieden stark eingeschriinkt sein. 

Rontgen-Strukturuntersuchungen an Gramicidin sind 
bisher nur rnit geringer Auflosung rnoglichl"*. ihre Er- 
gebnisse sind konsistent rnit der Annahme eines helicalen 
Dimers. Interessanterweise andert sich die Struktur erheb- 
lich beim Ubergang vom freien Dimer zum Dimer-Kation 
( K +  oder Cs+)-Komplex. Der Durchmesser des Zylinders 
nimmt von 0.5 auf 0.68nm zu, die LInge von 3.2 auf 
2.6 nm ab. 

Evidenz dafiir, daB der Kanal ein Dimer ist, lieferte die 
Untersuchung der Kanalbildungskinetik (Abschnitt 5.3), 
sowie Experimente mit Pyrornellityl-Derivaten von Grami- 
cidin (Abschnitt 5.4). Ein weiterer Test der Dimer-Hypo- 
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these bestand in kombinierten Fluoreszenz- und Leitfahig- 
keitsmessungen an Membranen, die mit einem Dansyl- 
markierten Gramicidin dotiert ~ a r e n [ ' ~ ~ ] .  In diesen Experi- 
menten wurde, im Einklang mit dem Dimer-Modell, bei 
kleinen Gramicidin-Konzentrationen eine quadratische 
Abhangigkeit der Membranleitrahigkeit von der Fluores- 
zenz der Membran, und damit der Konzentration des ein- 
gebauten Gramicidins, gefunden. 

Spektroskopische Untersuchungen zeigen, daB Gramici- 
din A in organischen Losungsmitteln helicale Dimere ver- 
schiedener Struktur bilden kann['24-'321. Neben dem Kopf- 
an-Kopf-assoziierten Dimer entstehen doppelstrangige 
Helices, in denen die beiden Peptidketten um eine gemein- 
same Achse gewunden und durch intermolekulare Wasser- 
stoffbriicken verknupft sind. Die doppelstrangige Helix 
wurde urspriinglich als Alternative zu Urrys Kanalmodell 
v~rgeschlagen[~']. Eine Entscheidung zugunsten dieses 
Modells ergibt sich aus Leitfahigkeitsuntersuchungen a n  
Membranen (Abschnitt 5.4), sowie aus Kernresonanzexpe- 
rimenten["4-"61. Insbesondere konnte durch Abstandsbe- 
stimmungen aufgrund von Spin-Spin-Wechselwirkungen 
nachgewiesen werden, daR der Carboxyterminus des Pep- 
tids in der Membrangrenzflache lokalisiert ist, wahrend 
der Aminoterminus tief im hydrophoben Teil der Mem- 
bran liegt1'34! Kernresonanzexperimente, in denen die che- 
mische Verschiebung von "C-Resonanzen in Gegenwart 
von Kationen im Kanal gemessen wurde, stutzen ferner die 
Annahme, daD die Helix linkshandig orientiert i ~ t ~ ~ ~ ~ .  I3'I. 

5.3. Kinetik der Kanalbildung 

Aufgrund des Dimerisierungsmodells (Abschnitt 5.2) 
1aBt sich die Kanalbildung als bimolekulare Reaktion be- 
schreiben. 

G + G + G ~  (3) 

Die Kinetik dieser Reaktion kann durch Relaxations- 
messungen untersucht ~ e r d e n l ' ~ ~ .  I4O1. Grundlage fur die 
Anwendung der Spannungssprung- oder Ladungspuls- 
Technik ist der Befund, daR die Zahl der aktiven Kanale in 
der Membran von der elektrischen Feldstarke abhangt. 
Legt man zur Zeit t = 0 eine Spannung rasch an eine Gra- 
micidin-dotierte Membran an, so beobachtet man einen 
Anfangsstrom, welcher durch die urspriingliche Kanalzahl 
gegeben ist. Der Strom steigt dann asymptotisch auf einen 
Grenzwert an, entsprechend der spannungsinduzierten 
Verschiebung des Kanalbildungsgleichgewichtes. Fur eine 
Kanalbildungsreaktion gemaR Gleichung (3) IaRt sich vor- 
aussagen, daB der Reziprokwert der Zeitkonstanten z, des 
Stromanstiegs linear von der Quadratwurzel der stationa- 
ren Membranleitfahigkeit A, abhangen sollte. 

(4) 

L ist die Avogadro-Konstante und A die Einzelkanalleit- 
fahigkeit. Die Voraussage von Gleichung (4) wird experi- 
mentell bestatigt: MiBt man 7, und A, bei verschiedenen 
Gramicidin-Konzentrationen, so ergibt die Auftragung von 
I/t, gegen 6 eine Gerade1'381. Die Kanalbildung 1aBt 
sich also, im Einklang mit Gleichung (3) als Reaktion 

zweiter Ordnung darstellen. Dies bedeutet natiirlich nicht, 
daB kompliziertere Moglichkeiten, etwa ein nachgeschalte- 
tes Gleichgewicht zwischen einer inaktiven und einer akti- 
ven Form des Dimers, oder eine Assoziation von inaktiven 
Dimeren zu einem aktiven Tet ra~ner"~~] ,  ausgeschlossen 
werden konnen. 

Legt man das Dimerisierungsmodell [GI. (3)] zugrunde, 
so konnen aus der Auftragung von l/z, gegen die 
Geschwindigkeitskonstanten kR und kD bestimmt werden. 
1 / k ,  stimmt innerhalb der experimentellen Fehlergrenzen 
mit der aus Einzelkanalexperimenten bestimmten mittle- 
ren Lebensdauer 7 des Kanals uberein1"8.1391. 

Ein vollig unabhangiges Verfahren zur Untersuchung 
der Kanalbildungskinetik besteht in der Analyse des elek- 
trischen Rauschensl' 1 3 .  143. . E ine bimolekulare Lipid- 
membran ist im thermodynamischen Sinn ein kleines Sy- 
stem und daher starken Fluktuationen unterworfen. Auf- 
grund der statistischen Natur der Kanalbildungsreaktion 
schwankt die Kanalzahl und damit die elektrische Leitfa- 
higkeit im Laufe der Zeit. Durch Messung der Korrela- 
tionsfunktion oder der Spektraldichte der Stromfluktuatio- 
nen konnen die kinetischen Parameter des Kanalsystems 
bestimmt werden. Die Analyse des elektrischen Rauschens 
liefert zunachst dieselbe Information wie eine Kombina- 
tion von Relaxationsexperiment und Einzelkanalmessung; 
dariiberhinaus kann jedoch mit dieser Methode die Kanal- 
leitfahigkeit bei hoher Kanaldichte bestimmt werden. Auf 
diese Weise konnen durch Rauschanalyse mogliche Wech- 
selwirkungen zwischen benachbarten Ionenkanalen unter- 
sucht werden" I3l. 

5.4. Experimente mit Derivaten und Analoga von 
Gramicidin. Effekte elektrischer Ladungen an den 
Kanalmiindungen 

Experimente rnit Gramicidin-Kanalen eroffnen die 
Moglichkeit, die Beziehung zwischen der Struktur und der 
Permeabilitat eines lonenkanals zu studieren. Zu diesem 
Zweck wurde die Membranaktivitat einer Anzahl von De- 
rivaten und Analoga von Gramicidin A unter- 

fachter Sequenz, z. B. 

sucht[lU4. 121.141.14J-161] . S ynthetische Analoga rnit verein- 

bilden ebenfalls Ionenkanale, aber rnit veranderter Leitfa- 
higkeit und veranderter S e l e k t i ~ i t l t [ ' ~ ~ ] .  Bereits der Aus- 
tausch einer Aminosaure kann zu merklichen Anderungen 
der Einzelkanalleitfahigkeit fuhren. So nimmt z. B. die 
LeitEhigkeit fur K +  bei Substitution von Tryptophan in 
Position I1 durch Phenylalanin (vgl. Abb. 13) um den Fak- 
tor 1.4 ab[lo6I. Bei gleichzeitiger Variation in zwei Positio- 
nen werden wesentlich grol3ere Leitfahigkeitsanderungen 
beobachtet['snl. Eine mogliche Deutung dieser Befunde be- 
steht darin, daD die Geometrie undloder  die Flexibilitlt 
des Ligandensystems lokal durch die Natur der Aminosau- 
reseitenkette beeinfluRt wird. AuBerdem kann, wie bereits 
erwahnt, die potentielle Energie des Ions im Kanal durch 
Einfuhrung von Seitenketten rnit elektrischen Dipolmo- 
menten verandert werden. 

Von besonderem Interesse sind Gramicidin-Derivate, 
die elektrisch geladene Gruppen am Carboxy- oder Ami- 
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. Durch Veresterung des 
Ethanolaminrestes am Carboxyterminus mit Pyromellit- 
saure konnen drei negative Ladungen an der Kanalmun- 
dung eingefiihrt ~ e r d e d ' ~ ~ ' .  0-Pyrometllitylgramicidin A 
(Abb. 17) bildet in planaren Lipidmembranen lonenkana- 
le, die ein ahnliches Offnungs-/SchlieBungs-Verhalten zei- 
gen wie Gramicidin A. Wie im folgenden beschrieben 
wird, unterscheiden sich neutrales und negativ geladenes 
Gramicidin in anderen Eigenschaften jedoch sehr stark. 

noterminus tragen[148. 152.154. ISV. Ih?] 

HCO-NH-L-Val-D - G l y - ~ -  Ala-D-Leu-L-Ala-0 -Val-L-Val 

I 
f? -0 CH2 CH2NH-CO-~ -Trp -D -Leu-L -1rp-0 -Leu-L -Trp-0 - tau-L-Trp-0 -Val 

0-Pyrornellitylgrarnicidin 

-0Oc 

0-lp-N-Trirnethylamrnoniurn-benroyl I-grarnicidin 

0 

Abb. 17. Gramicidin-Derivare mit positiv und negativ geladenen Gruppen 
am Carboxyterminus. Der Carboxyterminus bildet die MUndung des Ka- 
nals. 

Wenn 0-Pyrometllitylgramicidin einseitig zur einen 
waljrigen AuBenphase der Membran gegeben wird, beob- 
achtet man nur eine geringfiigige Anderung der Membran- 
leitfahigkeit. Die Leitahigkeit steigt aber um mehrere Gro- 
Denordnungen an, wenn die Verbindung anschliel3end 
auch zur anderen Aunenphase gegeben wird['-! Dieser 
Befund steht im Gegensatz zum Verhalten des neutralen 
Gramicidins, rnit dem man nahezu dieselbe Leitfahigkeit 
erhalt, unabhangig davon, ob das Peptid auf der einen 
oder auf beiden Seiten gleichzeitig zugegeben wurde. 
Diese Beobachtungen lassen sich auf der Basis des Dimer- 
Modells erkliren, wenn man annimmt, daB die beiden 
Halbkanale sich nur vereinigen konnen, wenn sie auf ge- 
geniiberliegenden Seiten der Membran vorhanden sind. 
Unmodifiziertes Gramicidin kann aufgrund seines stark 
hydrophoben Charakters wahrscheinlich sehr leicht die 
Membran iiberqueren, wlhrend das negativ geladene Deri- 
vat auf derjenigen Seite der Lipiddoppelschicht gebunden 
bleibt, auf der es zugegeben wurde. Bei gleichzeitiger Zu- 
gabe von 0-Pyromellitylgramicidin zu beiden AuBenpha- 
sen steigt die Membranleitfahigkeit erwartungsgemaB pro- 
portional zum Quadrat der Peptidkonzentration an11a1. 

GroBe Unterschiede zwischen neutralem und negativ ge- 
ladenem Gramicidin beobachtet man auch in der Einzel- 
kanalleitEhigkeitl'4*1. Wahrend bei hoher Ionenkonzentra- 
tion (1 M) die A-Werte des neutralen und negativ gelade- 
nen Kanales nahezu gleich sind, hat bei kleiner Ionenkon- 
zentration (0.01 M) der negativ geladene Kanal eine fiinf- 
bis sechsfach hahere Leitfahigkeit (Abb. 18). Dieser Be- 
fund entspricht der Erwartung, daR die negativen Ladun- 
gen an der Kanalmundung zu einer Akkumulation per- 
rneabler Kationen fiihren; entsprechend der Debye-Huk- 
kel-Theorie der interionischen Wechselwirkung ist diese 
Akkumulation bei kleiner Ionenstlrke besonders ausge- 
pragt. Noch wesentlich starkere elektrostatische Effekte 
werden beobachtet, wenn neutrales Gramicidin in negativ 
geladene Membranen eingebaut ~ i r d ' ' ~ ~ ] .  

0.01 0.1 1.0 
---C IcScl] [MI 

Abb. 18. Einzelkanalleitf2higkeit APo des negativ geladenen U-Pyromellityl- 
gramicidin-Kanals, dividiert durch die Einzelkanalleitfahigkeit A,. von neu- 
tralem Gramicidin [1481. Bei kleiner lonenstlrke hat der negativ geladene 
Kanal eine fiinf- bis sechsfach grdDere Leitfahigkeit als der neulrale. 

Gibt man kleine Mengen einer Mischung von neutralem 
und negativ geladenem Gramicidin zur Mernbran, so be- 
obachtet man im Einzelkanalexperiment drei Klassen von 
Kanalen unterschiedlicher Leitfahigkeit'I4'l. Der Kanal mit 
der groBten Leitfahigkeit ist identisch mit dem O-Pyromel- 
litylgramicidin-Kanal, der Kanal rnit der kleinsten LeitE- 
higkeit identisch rnit dem normalen Gramicidin-Kana!. Es 
ist naheliegend anzunehmen, daD der Kanal von interme- 
diarer Leitfahigkeit ein Hybrid aus einem neutralen und 
einem negativ geladenen Halbkanal ist. Derartige Hybrid- 
kanale, deren Existenz durch das Dimer-Modell vorausge- 
sagt wird, wurden auch mit anderen Derivaten und 
Analoga von Gramicidin beobachtet['". 

Ein Gramicidin-Derivat rnit einer positiven Ladung an 
der Kanalmundung wird durch Einfuhrung des p-N-Trime- 
thylammoniumbenzoyl-Restes erhalten (Abb. 17). In die- 
sem Fall ist die Leitfahigkeit im Vergleich zu der des neu- 
tralen Kanals reduziert[ls21. 

Kanale mit neuartigen Eigenschaften erhalt man, wenn 
man das kationische Peptid zur einen, das anionische Pep- 
tid zur anderen wanrigen Phase gibt. In diesem Falle bil- 
den sich in der Membran Hybridkanale, die aus einem po- 
sitiv und einem negativ geladenen Halbkanal bestehen['s21. 
Diese strukturelle Asymmetrie spiegelt sich in einem asym- 
metrischen Strom-Spannungs-Verhalten wider (Abb. 19). 

Abb. 19. Asymmetrische Strom-Spdnnungs-C hardkterlsttk von Hybridkana- 
len. die aus einem positiv und einem negativ geladenen Halbkanal entspre- 
chend Abbildung 17 gebildet wurden 1152). Die Membranstromdichte j 
wurde I ms nach Anlegen der Spannung U gemessen. Der Strom steigt in 
,,Vorwartsrichtung" (KationenfluO vom negativen zum positiven Kanalende) 
starker an als in .,R~ckwBrtsrichtung". 
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Der Kanalstrom steigt in ,,VorwBrtsrichtung" (Kationen- 
flu8 vom negativen zum positiven Kanalende) wesentlich 
starker an als in ,,Riickwartsrichtung". Auf diese Weise 
konnen durch chemische Modifikation Ionenkanale mit 
Gleichrichtereigenschaften erhalten werden. 

Experimente mit ionischen Derivaten von Gramicidin 
konnen auch zur Entscheidung zwischen verschiedenen 
Kanalmodellen herangezogen werden. Hierzu wurde die 
Membranaktivitat des N-Pyromellityl-Derivates von Des- 
formylgramicidin A untersucht, welches einen Pyromelli- 
tylrest anstelle der Formylgruppe am Aminoterminus ge- 
bunden enthalt['621. Bei einer doppelstrangigen Helix wiir- 
den sowohl die Aminotermini als auch die Carboxytermini 
in der Membrangrenzflache liegen. Da das 0-Pyromellityl- 
Derivat Kanale bildet, sollte im Doppelstrang-Model1 
auch das N-Pyromellityl-Derivat aktiv sein. Im Modell von 
Urry. bei dem die Aminotermini im Membraninneren lie- 
gen, ware eine Membranaktivitat jedoch nicht zu erwarten, 
da  aus energetischen Griinden eine Lokalisation der nega- 
tiv geladenen Pyromellitsaurereste im apolaren Membran- 
innern unwahrscheinlich ist. Experimentell konnte, in 
Ubereinstimmung mit dem Modell von Urry, eine Kanal- 
bildung mit dem N-Pyromellityl-Derivat nicht beobachtet 
werdenilbZ1. 

5.5. Mechanismus des Ionendurchtritts durch den Kanal 

Verglichen mit einem Ionencarrier wie Valinomycin hat 
der Gramicidin-Kana1 eine wesentlich geringere Selektivi- 
tat. Innerhalb der Reihe der Alkalimetall-Ionen entspricht 
die Permeabilitatssequenz der Sequenz der Beweglichkei- 
ten in Wasser (Li+ < N a +  < K +  < Rb+ <Cs+).  Das Per- 
meabilitatsverhaltnis P(K+)/P(Na+) betragt nur etwa 3- 
4['OZ1, wahrend fur Valinomycin P(K+)/P(Na+) groBer als 
lo3 ist. Der Kanal ist fur Anionen und hoherwertige Katio- 
nen praktisch impermeabel. Ca2+ und Ba2+ blockieren bei 
hohen Konzentrationen den Durchtritt einwertiger Katio- 

Die Selektivitat eines lonenkanals hangt von der Geo- 
metric und der Flexibilitat des Ligandensystems ab['671. 
Die Bevorzugung von Kationen gegenuber Anionen erklart 
sich durch die giinstige elektrostatische Wechselwirkung 
des Kations mit den partiell negativ geladenen Sauerstoff- 
atomen der Carbonylgruppen. Die Tatsache, da13 alle Al- 
kalimetall-Ionen (innerhalb einer Zehnerpotenz) ahnlich 
gut den Kanal passieren, steht sehr wahrscheinlich mit der 
friiher erwahnten Libration der Carbonylgruppen in Zu- 
sammenhang. Es ist plausibel anzunehmen, da13 das Ka- 
tion beim Eintritt in den Kanal nur einen Teil seiner pri- 
maren Hydrathiille abstreift und rnit einem vorausgehen- 
den und einem nachfolgenden Wassermolekul zusammen 
durch den Kanal ~ a n d e r t " ~ ~ . ' ~ ~ . ' * ~ ] .  

Es existieren direkte experimentelle Hinweise, daB der 
Gramicidin-Kana1 normalerweise mehrere Wassermole- 
kiile enthalt. Die Wasserpermeabilitlt einer Gramicidin- 
dotierten Membran IaBt sich auf zweierlei Weise messen: 
durch Anlegen eines osmotischen Gradienten oder durch 
Isotopenflul3e~perimente'~~~~ 1701. Fur enge Poren, in denen 
kein Platzwechsel zwischen Wassermolekulen m6glich ist, 
sagt die Theorie voraus, da13 das Verhaltnis beider Permea- 
bilitatskoeffizienten Po~JPis0  gleich der Zahl N der Was- 

nenI 164- 1661 

sermolekule in der Pore i ~ t [ ' ~ ~ ] .  Experimentell ergibt sich 
auf diese Weise N - 6 .  Dieser Wert von N wurde unabhan- 
gig durch Messung des sogenannten Stromungspotentiales 
be~tat igt[ l ' " - '~~] .  Es muI3 in einer Pore, die gleichzeitig Io- 
nen und Wassermolekule enthalt, eine Kopplung von 10- 
nentransport und Wassertransport auftreten. Da in einem 
0.4 nm weiten Kanal der Platzwechsel zwischen Ionen und 
Wasser zumindest stark behindert ist, mu13 man annehmen, 
daR die Kopplung ziemlich eng ist["lX. 1791. Ein osmotisch 
induzierter Wassertransport bewirkt auf diese Weise einen 
Transport von Ladung und erzeugt (bei offenem aul3eren 
Kreis) eine elektrische Potentialdifferenz uber der Mem- 
bran. Aus dem experimentell beobachteten Wert des Stro- 
mungspotentiales wurde N unter geeigneten Annahmen zu 
6-7 abge~chatzt[l '~~. 

Durch die Wechselwirkung des durchtretenden Ions rnit 
den Liganden entsteht eine Serie von lokalen Minima und 
Maxima der potentiellen Energie entlang des Transportwe- 
ges im Kana1['73-'771. Diesem Potential iiberlagert ist die di- 
elektrische Wechselwirkung des Ions rnit der wa8rigen 
Phase und dem Kohlenwasserstoffmedium der Membran. 
Die dielektrische Wechselwirkung erzeugt eine breite 
Energiebarriere mit einem Gipfel in der Mitte der Mern- 
bran['", I s2 ] .  Auf der Basis dieser Uberlegungen ergibt sich 
das in Abbildung 20 dargestellte Potentialprofil, welches je  
eine ,,Bindungsstelle" in der Nahe der Kanalmundungen 
aufweist. Die Energiebarrieren an den Miindungen be- 
riicksichtigen das Auftreten energetisch ungiinstiger Uber- 
gangszustande zwischen dem voll hydratisierten und dem 
Liganden-assoziierten Zustand des Ions. 

E l  

t l  

Wasser Kanal Wasser 

Abb. 20. Hypothelischrb Prolil drr potrntirllen t i i r rgic  L c'iiic\ l i a i l o n r  1111 

Gramicidin-Kanal. Das Potentialprofil entsteht durch Uberlagerung einer 
breiten dielektrischen Energiebarriere mit lokalen, durch Wechselwirkung 
mil dem Ligandensystem bedingten Potentialvariationen. Die Energiebarrie- 
Ten an den Miindungen beriicksichtigen das (wahrscheinliche) Auftreten 
energetisch ungonstiger Ubergangszustande zwischen dem voll hydratisier- 
ten und dem Liganden-assoziierten Zustand des Ions. ki ist die Geschwindig- 
keitskonstante fur den Sprung des Ions fiber die gesamte zentrale Energie- 
barriere, kr und k,, sind die Geschwindigkeitskonstanten fiir Ein- und Aus- 
sprung (zweite Bindungsstelle unbeseta). 

Das in Abbildung 20 skizzierte Modell fuhrt zu folgen- 
den Voraussagen: 1st eine der beiden Bindungsstellen be- 
setzt, so ist die Einsprung- und Aussprunggeschwindigkeit 
an der anderen Bindungsstelle durch elektrostatische 
Wechselwirkung zwischen den Ionen verandert. Ferner 
sollte ein Sprung iiber die zentrale Barriere nur dann miig- 
lich sein, wenn die gegeniiberliegende Bindungsstelle frei 
ist. Tatsachlich deutet eine groBe Zahl experimenteller Be- 
obachtungen auf Wechselwirkungen zwischen Ionen im 
Kanal hin, insbesondere konzentrationsabhangige Permea- 
bilitatsverhBltnisse~"*. Blockierungen durch TI +1183-1861, 
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die Form der Konzentrationsabhangigkeit der Kanalleitfa- 
, sotopenwechselwirkungen bei Flu- 

Rexperimentenf"" und das Leitfahigkeitsverhalten kiirzer- 
kettiger Gramicidin-Anal~ga['~~~. Wesentliche Information 
iiber den Transportmechanismus ist auch in der Strom- 
Spannungs-Charakteristik des Kanals enthalten1'03.'73.190! 
Die oben genannten Beobachtungen konnen rnit dem in 
Abbildung 20 dargestellten Kanalmodell im wesentlichen 
wiedergegeben werden, wenn man annimmt, daB bei ho- 
hen Ionenkonzentrationen beide Bindungsstellen besetzt 
sein konnen. Das Modell ist durch fiinf Geschwindigkeits- 
konstanten charakterisiert (Abb. 20): ki  (Sprung iiber die 
zentrale Barriere), kf und k ,  (Einsprung und Aussprung bei 
unbesetzter zweiter Bindungsstelle), sowie k: und k;t (Ein- 
sprung und Aussprung bei besetzter zweiter Bindungsstel- 
le). Die in Tabelle 2 angegebenen Werte der kinetischen 
Parameter wurden durch Anpassung des Modells a n  die 
experimentellen Daten erhalten"91.'921. Danach wird die 
erste Bindungsstelle bereits bei Ionenkonzentrationen von 
1-10 mM besetzt (kb/kf=8 mM fur Na+). Ein interessantes 
Resultat ist die starke Zunahme der Dissoziationsge- 
schwindigkeit nach Besetzung der zweiten Bindungsstelle 
(kb/kb = 600). Dieser Befund entspricht der postulierten 
elektrostatischen AbstoDung zwischen beiden Ionen. Es ist 
jedoch unklar, warum ein ahnlicher Effekt nicht auch bei 
den Assoziationsgeschwindigkeitskonstanten k ,  und k: 
auftritt. Aus den in Tabelle 2 angegebenen Daten geht her- 
vor, daD bei hohen Ionenkonzentrationen die Kanalleitfa- 
higkeit durch die Geschwindigkeitskonstante des Uber- 
tritts iiber die zentrale Barriere (k i -  lo7 s-I) limitiert ist. 
k,- Werte dieser GroDenordnung werden ebenfalls aus 
Messung der dielektrischen Relaxationen erhaltenf'961. 

higkeit[l(\-'. 183. 18s. I811 I 

Tabelle 2. Geschwindigkeitskonstanten des Ionentransports durch den Gra- 
micidin-Kanal, entsprechend dem Modell von Abbildung 20 1191). kj: Ge- 
schwindigkeitskonstante des Sprungs iiber die zentrale Energiebarricre; k,, 
kh: Geschwindigkeitskonstante des Ein- bzw. Aussprungs bei unbesetzter 
zweiter Bindungsstelle, kt .  kl: Geschwindigkeitskonstante des Ein- bzw. 
Aussprungs bei besetzter zweiter Bindungsstelle. Die Werte der ersten drei 
Spalten wurden aus Leitfdhigkeits- und Permeabilitlitsmessungen bestimmt 
(1911, die Werte der letzten Spalte aus Kernresonanzdaten [194]. 

cs+ K +  Na+ Na+(NMR) 

kr[lO* M - ' s - ' ]  1.8 I .6 0.55 0.3 
kh [lo5 s - ' 1  2.9 3.9 4.5 3 
k: 110" M-' s - ' 1  1.6 1.4 0.53 0.12 
k z  [ ~ O ' S - ' ]  1.6 2.1 2.6 0.4 
k, [lo's-'] 8.2 2.7 1.3 > 0.03 

Zur Untersuchung der Transportkinetik von Ionen im 
Gramicidin-Kana1 konnen auch Kemresonanzmethoden 
eingesetzt Zu diesem Zweck wurde Grami- 
cidin A in Lysolecithin-Micellen eingebaut. Aus der Kon- 
zentrationsabhangigkeit der Rate der longitudinalen Rela- 
xation von 23Na+ wurde auf die Existenz einer hochaffi- 
nen und einer niederaffinen Bindungsstelle fur N a +  ge- 
schlossen. Aus der chemischen Verschiebung der 23Na-Re- 
sonanz und aus Relaxationsdaten konnten die Bindungs- 
konstanten K = k f / k b  und K* =kr/k;t abgeschiitzt werden. 
Wie Tabelle 2 zeigt, stimmen die aus den Kernresonanzex- 
perimenten erhaltenen Geschwindigkeitskonstanten inner- 
halb einer Grtjnenordnung mit den aus Leitfahigkeitsdaten 
ermittelten Werten iiberein. 

6. Einbau von Kanalproteinen 
in kunstliche Lipidmembranen 

Biologische Membranen enthalten Ionenkanale, die 
durch das elektrische Feld in der Membran oder durch 
Bindung von ,,Agonisten" gesteuert werden. Es handelt 
sich dabei, soweit bekannt, um verhaltnismaDig groRe, 
wasserunlosliche Proteine. Beispiele sind der Na+-Kana1 
der  Ner~enmernbran~'~ ' ]  und der  Acetylcholin-aktivierte 
Kanal der neuromuskularen Synapse[''. Der Na +-Kana1 
der  Nervenmembran ist ein Glycoprotein, dessen Haupt- 
komponente ein Polypeptid der Molmasse M * 260000 g/ 
mol ist. Der Acetylcholin-aktivierte Kanal hat eine Mol- 
masse von 270000 g/mol und setzt sich aus funf Polypep- 
tid-Untereinheiten zusammen. 

Mit Detergentien konnen Kanalproteine aus biologi- 
schen Membranen isoliert und gereinigt werden. In den 
letzten Jahren wurden Methoden entwickelt, um isolierte 
Membranproteine in kiinstliche Lipidmembranen einzu- 
bauen". I9*l. Wird dem in Detergens solubilisierten Protein 
ein Phospholipid zugesetzt und das Detergens durch Dia- 
lyse entfernt, so entstehen geschlossene Lipidvesikeln, wel- 
che das Protein in der Vesikelmembran eingebaut enthal- 
ten. Setzt man diese Lipid/Protein-Vesikeln der einen Au- 
Denphase einer planaren Lipidmembran zu, so kommt es 
unter geeigneten Bedingungen zu einer Fusion der Vesikel- 
membran rnit der planaren Lipidmembran unter Einbau 
des Proteins. Enthalten die Vesikelmembran und die pla- 
nare Membran negativ geladene Lipide, kann die Fusion 
durch Zusatz von Ca2 + -1onen eingeleitet werden. Giinstig 
fur die Fusion ist ferner ein osmotischer uberdruck im In- 
nern der V e ~ i k e l ~ ' ~ ~ ~ .  Eine hohe Fusionsrate wird beobach- 
tet, wenn die Versuchstemperatur in der Nahe der Um- 
wandlungstemperatur zwischen der fliissig-kristallinen und 
der  gelartigen Phase des Membranlipids liegt[2''".2011. 

Eine Alternative zum Fusionsverfahren besteht darin, 
Lipid/Protein-Vesikeln an der  Wasseroberflache zu sprei- 
ten. Aus der  so entstehenden Monoschicht kann rnit Hilfe 
der  in Abschnitt 3.1 beschriebenen Technik eine bimoleku- 
lare Membran erzeugt werden. Diese Methode wurde zum 
Einbau des Acetylcholin-aktivierten Kanals in planare Li- 
pidmembranen e i n g e s e t ~ t ~ ~ " ~ - ~ ~ ~ ~ .  

Kanalproteine konnen auch direkt, ohne vorausgehen- 
des Reinigungsverfahren, in planare Lipidmembranen ein- 
gebaut werden. Zu diesem Zweck werden aus der biologi- 
schen Membran durch mechanische Fragmentierung und 
Dichtegradienten-Zentrifugation Membranvesikeln herge- 
stellt, die rnit der  planaren Membran fusioniert werden 
k6nnen. Da bei diesem Verfahren in der Regel eine Viel- 
zahl von Membranproteinen in die planare Membran 
transferiert werden, mu0 der zu untersuchende Ionenkanal 
anhand seines elektrischen Verhaltens und seiner pharma- 
kologischen Eigenschaften identifiziert werden. Auf diese 
Weise wurden CI --selektive Kaniile aus dem elektrischen 
Organ von Z i t t e r r ~ c h e n ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ,  K +-selektive Kanale aus 
dem sarcoplasmatischen Reticulum~208-2"1 und aus Ner- 
v e n e n d i g ~ n g e n f ~ ' ~ . ~ ' ' ~ ,  Calcium-aktivierte K+-Kanlle  aus 
M ~ s k e l n ~ ~ ' ~ ~ ~ ' ~ ~  sowie Na+-selektive Kanale aus Ner- 
ven[216-2'71 in kiinstliche Lipidmembranen eingebaut. 

Mit Hilfe hochempfindlicher Strom-Messungen (Ab- 
schnitt 5.1) konnen die elektrischen Eigenschaften einzel- 
ner Ionenkanale nach Einbau in die kiinstliche Membran 
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studiert werden (Abb. 21). Durch derartige ,,Rekonstitu- 
tionsexperimente" ist es moglich, Ionenkanale auch in sol- 
chen Fallen einer Einzelkanal-Analyse zuganglich zu ma- 
chen, in denen Experimente in situ wegen einer ungiinsti- 
gen Zellgeometrie unmoglich sind. Dies trifft z. B. bei den 
in Abbildung 2 1 wiedergegebenen Strommessungen a n  
spannungsabhangigen Ca2 +-Kanalen aus Nervenendigun- 
gen Z U [ ~ ' ' ~ .  Experimente mit kunstlichen Membransyste- 
men werden voraussichtlich in Zukunft eine zunehmende 
Bedeutung bei der Untersuchung strukturell modifizierter 
Ionenkanale gewinnen. 

11 

Abb. 21. Einzelkanalatroine durch ( 'a '  ' -Kanale BUS Nervenendigungen bei 
drei Membranspannungen 12 181. Die lonenkanile wurden aus Nervenmem- 
bran-Vesikeln durch Fusion in planare Lipidmembranen eingebaut. Die 
Wahrscheinlichkeit des spontanen offnens und SchlieRens der Ionenkanile 
hiingt von der Spannung ab. Das dem geschlossenen Kana1 entsprechende 
Grundniveau des Stromes ist durch eine horizontale Marke gekennzeichnet. 
Die Kanile sind fur Ca2+, Sr2+ und Ba'+ durchlassig; das AuBenmedium 
enthBlt 0.25 M BaC1,. 

7. Ionenpumpen 

Die bisher besprochenen Ionencarrier und Ionenkanale 
sind rein passive Transportsysteme; hier tritt ein Netto- 
transport nur dann auf, wenn uber der Membran als trei- 
bende Kraft eine Differenz des elektrochemischen Potenti- 
als AF des permeablen Ions vorhanden ist. AF kann dabei 
in einer Konzentrationsdifferenz undloder  einer elektri- 
schen Potentialdifferenz bestehen. Daruber hinaus enthal- 
ten die meisten biologischen Membranen aktive Transport- 
systeme, welche imstande sind, Ionen unter Ausnutzung 
einer Energiequelle gegen das Gefalle des thermodynami- 
schen Potentials zu transportieren. Je  nach der Art der 
Energiequelle konnen verschiedene Typen von aktivem 
Transport unterschieden werden. Bei den sekundaren akti- 
ven Transportsystemen wird der ,,bergauf '-Transport ei- 
ner zweiten Substanz durch Kopplung an den ,,bergab"- 
Transport einer zweiten Substanz thermodynamisch er- 
moglicht. Im folgenden sol1 nur von primaren aktiven 10- 
nentransportsystemen (,,Ionenpumpen") die Rede sein, die 
als Energiequellen Licht, Redoxprozesse oder die freie 
Energie der Hydrolyse von Adenosintriphosphat (ATP) 
verwenden. 

7.1. Licht-getriebener Protonentransport: 
Bacteriorhodopsin 

Halobakterien haben in ihrer Zellmembran Bacteriorho- 
dopsin, ein Protein der Molmasse 26000 g/mol, das Reti- 

nal als Chromophor enthalt und als Licht-getriebene Pro- 
tonenpumpe wirkt12'Y.2201. Bacteriorhodopsin ist in Form 
inselartiger Bezirke, die zweidimensionale Proteingitter 
sind, in die Bakterienzellmembran eingelagert. Diese 
Membranbezirke konnen als sogenannte Purpurmembran- 
Fragmente aus den Zellen isoliert werden. Nach Absorp- 
tion eines Lichtquants durchlauft Bacteriorhodopsin einen 
Cyclus von Konformationen, in dessen Verlauf ein bis 
zwei Protonen aus dem Cytoplasma in das AuBenmedium 
befordert werden. Am Ende des Cyclus (nach etwa 10 ms) 
liegt das Protein wieder im Ausgangszustand vor. 

Die einzelnen Zustande, die das Protein wahrend des 
Reaktionscyclus durchlauft, wurden zunachst spektrosko- 
pisch c h a r a k t e r i ~ i e r t ~ ~ ' ~ ~ .  So kann z. B. eine schnelle truns- 
/cis-Umlagerung des Retinals am Anfang des Cyclus 
nachgewiesen werden. Offen bleibt dabei allerdings, wie 
die spektroskopisch feststellbaren Ubergange mit den ei- 
gentlichen Transportschritten korreliert sind. Infoymation 
iiber die Transportkinetik liefern Experimente, in denen 
Purpurmembran-Fragmente an eine planare Lipidmem- 
bran orientiert angelagert werden (Abb. 22)122'-2171. Nach 
Laserpuls-Anregung bei 575 nm (Pulsdauer 10 ns) werden 
im PuBeren MeBkreis transiente Stromsignale beobachtet, 
die von Ladungsverschiebungen in Bacteriorhodopsin her- 
riihrenI"'l. Das erste auflosbare Stromsignal hat eine Zeit- 
konstante von r l  = 1 ps und entspricht einer Verschiebung 
positiver Ladung in der Purpurmembran von der extrazel- 
lularen zur cytoplasmatischen Seite, d. h. entgegengesetzt 
zur Richtung des stationaren H +-Transports bei Dauerbe- 
lichtung. Dieses negative Stromsignal ruhrt wahrscheinlich 
von einer Konformationsanderung des Proteins her'"h-"21. 
Dem negativen Signal folgen Ladungsverschiebungen in 
positiver Richtung (von der cytoplasmatischen zur extra- 
zellularen Seite) mit ~ ~ - 2 0 ,  t ,=60 und t4=40O ps. Auf- 
grund der pH-Abhangigkeit und der H/D-lsotopeneffekte 
konnen die einzelnen Ladungsverschiebungen den spek- 
troskopisch nachgewiesenen Ubergangen zugeordnet wer- 
den. Auf diese Weise kann aus den Amplituden der photo- 
elektrischen Signale Information uber die relativen Anteile 
der Einzelprozesse am gesamten Ladungstransport erhal- 
ten werden. . 

Was 

i 
iser 
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Lipidrnernbran 
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Abb. 22. Anordnung zur Durchfuhrung photoelektrircher Experimente mi[ 
Bacteriorhodopsin [226]. Purpurmembran-Fragmente. die Bacteriorhodopsin 
in Form eines zweidimensionalen Gitten enthalten, lagern sich nach Zugabe 
zur wiarigen Phase mit der extrazelluliiren Seite an die Lipid-Doppelschicht- 
membran an. Ladungsverschiebungen in Bacteriorhodopsin nach Blitzlicht- 
Anregung lassen sich als Stromsignale im BuOeren MeBkreis nachweisen. 
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7.2. Rekonstitution der Natrium-Kalium-Pumpe 

Die meisten tierischen Zellen sind imstande, im Cyto- 
plasma eine gegenuber dem AuBenmedium stark erhohte 
K+-Konzentration und eine stark erniedrigte Na+-Kon- 
zentration aufrechtzuerhalten. Den aktiven Transport von 
Na+- und K+-lonen bewirkt ein in die Zellmembran ein- 
gelagertes Protein, die Na,K-ATPase, die unter ATP-Spal- 
tung K' ins Cytoplasma und Na+ ins extrazelluliire Me- 
dium tran~portiert'~-'~-~~'~. Unter physiologischen Bedin- 
gungen werden bei Spaltung eines ATP-Molekiils drei 
Na+-Ionen nach aul3en und zwei K+-Ionen nach innen 
befordert. Die Na,K-hmpe ist also (ebenso wie Bacteria- 
rhodopsin) elektrogen, d. h. der hmpvorgang ist mit ei- 
nem Netto-Ladungstransport verknupft. Mit Hilfe von De- 
tergentien kann die Na,K-ATPase aus der Zellmembran 
isoliert werden. Sie besteht aus einer a- (M-110000 g/ 
mol) und einer p-Untereinheit (M- 40000 g/mol) und liegt 
in der Membran wahrscheinlich als Dimer a2P2 vor. 

Eine Rekonstitution der Na,K-Pumpe in planaren Li- 
pidmembranen ist bisher nicht gelungen. Es ist jedoch 
moglich, die Na,K-ATPase in funktioneller Form in Lipid- 
vesikeln e i n ~ u b a u e n ' ~ ~ ~ - ~ ~ ~ .  Solubilisiert man das Protein 
in Detergens (Cholat) und entfernt das Detergens nach Zu- 
gabe eines Phospholipids (Phosphatidylcholin) durch Dia- 
lyse, so bilden sich einschalige Lipidvesikeln, welche das 
Protein in der Membran eingebaut enthalten (Abb. 23). 
Wahrend in der Zellmembran die Na,K-ATPase stets rnit 
der ATP-Bindungsstelle zum Cytoplasma hin orientiert ist, 
kommen in den rekonstituierten Vesikeln beide Orientie- 
rungen vor. Bei Zugabe von ATP zum AuDenmedium wer- 
den nur diejenigen ATPase-Molekiile aktiviert, die rnit der 
ATP-Bindungsstelle nach aul3en orientiert sind (Abb. 23). 

und Na+ messen und so Information uber den Transport- 
mechanismus erhalten. Zur Messung des Na+-  und K + -  
Flusses kann man radioaktive Ionen verwenden. Die Zeit- 
auflosung der Isotopenmethode, die durch den Zeitbedarf 
fur die Probenentnahme limitiert ist, ist allerdings gering. 
Eine wesentlich bessere Zeitauflosung enielt man rnit ei- 
nem kiinlich entwickelten optischen Verfahren12&'. Hier- 
bei wird die K+-Innenkonzentration der Vesikeln uber das 
Nernst-Potential verfolgt. Macht man die Vesikelmembran 
durch Zugabe von Valinomycin selektiv permeabel fiir 
K+ ,  so stellt sich uber der Membran eine elektrische Span- 
nung (das Nernst-Potential U) ein, welche vom Verhlltnis 
der K+-Konzentrationen auBen und innen (ci /ck) ab- 
hiIngt [Gl. (S)]. 

R ist die Gaskonstante, Tdie absolute Temperatur und F 
die Faraday-Konstante. Da man in eine 100 nm grol3e Ve- 
sikel keine Elektrode einfuhren kann, mu13 man die Span- 
nung U indirekt messen. Hienu baut man in die Vesikel- 
membran einen Fluoreszenzfarbstoff ein, dessen Absorp- 
tions- und Emissionseigenschaften vom elektrischen Feld 
in der Membran abhP11gen1~~''. Mit einer Eichung bei be- 
kanntem Konzentrationsverhaltnis ck/cI( kann die Mem- 
branspannung U aus der gemessenen Fluoreszenzintensitat 
ermittelt werden. Bei dem in Abbildung 24 wiedergegebe- 
nen Experiment wurde zur Zeit t = 0 dem AuBenmedium 
ATP zugesetzt. Am der zeitlichen Veranderung der Mem- 
branspannung V kann rnit Hilfe von Gleichung ( 5 )  bei ge- 
gebenem ck der Zeitverlauf der K + -Innenkonzentration, 
und damit der ATP-getriebene K+-FluB ermittelt wer- 
den[2461. 

ATP 

ADP 

Abb. 23. Rekonstitution der Na,K-Pumpe in kilnstlichen Lipidvesikeln [246]. 
Protein-haltige Lipidvesikeln bilden sich spontan, wenn aus einer wLBrigen 
Mischung von Protein, Lipid und Detergens das Detergens durch Dialyse 
entfernt wird. Der AuRendurchmesser der Vesikel betragt etwa 90 nm. Bei 
Zugabe von ATP zum AuDenmedium werden nur diejenigen ATPase-Mole- 
kiile aktiviert. die rnit der ATP-Bindungsstelle nach auDen orientiert sind. 

Im rekonstituierten System kann man die Zusammenset- 
zung beider wa13riger Phasen und der Membran leicht vari- 
ieren; dadurch werden eine Reihe von Experimenten mog- 
lich, die mit ganzen Zellen nicht oder nur schwer durch- 
fiihrbar sind. Insbesondere kann man die ATP-getriebenen 
Fliisse von Na + und K +  in einem weiten Bereich der Kon- 
zentration von ATP, Adenosindiphosphat (ADP), Pi, K+ 

O 
0 200 LOO 600 800 - t b l  

Abb. 24. Optische Messung des ATP-getriebenen Transports von K +  in 
kiinstliche Lipidvesikeln [246]. Die einzelne Vesikel enthalt im Mittel drei bis 
fiinf rnit der ATP-Bindungsstelle nach auDen orientierte Na,K-ATPase-Mole- 
kiile. Die Anfangskonzentrationen im Innen- und AuRenmedium waren ck. 
= l O m ~ ,  c ; , - 1 4 0 m ~ ,  ~ ; 1 ~ = = 1 4 0 m ~ ,  c " , l O m ~ .  Zur Zeit 1-0 wurden 
250 )IM ATP auOen zugegeben. A: relative Fluoreszenzanderung ANFo des 
Farbstoffs (l,3,3,l',3',3'-Hexamethylindodicarbocyanin); B: Membranspan- 
nung U. C: K+-Innenkonzentration c;. T= 16°C. 
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8. Theoretische Konzepte zur Beschreibung des 
Ionentransports durch Kanale 

Zur mikroskopischen Beschreibung des Ionendurchtritts 
durch Kanale fuhrt man das Potentialprofil des Ions ent- 
lang des Transportweges ein, das aus einer Folge von Po- 
tentialminima und -maxima besteht. Potentialminima lie- 
gen a n  den Stellen, a n  denen das Ion in energetisch giinsti- 
ger Weise von Ligandenatomen umgeben ist. Auf diese 
Weise kann der Transport eines Ions durch den Kanal als 
eine Serie von thermisch angeregten Spriingen uber Ener- 
giebarrieren beschrieben werden[173-'75.2481 . E ntsprechend 
der Theorie der absoluten Reaktionsge~chwindigkeiten'~~~' 
ist die Geschwindigkeitskonstante k' fur Spriinge uber eine 
Energiebarriere der Hohe E naherungsweise durch 

k' = v .  exp( - E/kT) (6) 

gegeben. v =  10'2-10'3 s-I ist die Oszillationsfrequenz des 
Ions im Potentialminimum und k die Boltzmann-Konstan- 
te. Aus den Geschwindigkeitskonstanten der Spriinge iiber 
die einzelnen Barrieren kann die Gesamtgeschwindigkeit 
des Transports durch den Kanal auf einfache Weise be- 
rechnet ~ e r d e n " ' ~ ' .  

8.1. Kanale mit multiplen Konformationen; 
Beziehung zwischen Carrier- und Kanalmechanismen 

Die traditionelle Anwendung der Theorie absoluter Re- 
aktionsgeschwindigkeiten beruht auf der Annahme, daB 
das Potentialprofil des Kanals fest vorgegeben ist, d. h. un- 
abhangig ist von der Zeit und von der Bewegung des Ions 
im Kanal. Diese Vorstellung entspricht einem rein stati- 
schen Bild der Kanalstruktur. Neuere Untersuchungen ha- 
ben jedoch gezeigt, d a 8  Proteine viele Konformationen an- 
nehmen konnen und bei physiologischen Temperaturen 
schnell vom einen zum anderen Zustand u b e ~ g e h e d ~ ~ ~ . ~ ~ ~ ~ .  
Evidenz fur die cdynamische Natur der Proteinstruktur er- 
gibt sich aus Rontgenbeugungs- und Mossbauer-Untersu- 
c h u r ~ g e n l ~ ~ ' * ~ ~ ~ ' ,  Fluoreszenzdepolarisations-Experimen- 
ten["" und Kernresonanzmess~ngen~~~~~. Diese und andere 
Untersuchungen zeigen, daB die Zeitskala der inneren Be- 
wegungen von Proteinen einen extrem weiten Bereich, zwi- 
schen Pikosekunden und Sekunden, umfabt. 

Von besonderem Interesse ist das Auftreten einer Kopp- 
lung zwischen Konformationsiibergangen des Kanalpro- 
teins und lonenbewegungen im Kana1'25s-2581. Eine derar- 
tige Kopplung kann sich 2.B. aus der elektrostatischen 
Wechselwirkung des Ions mit dem Ligandensystem erge- 
ben. Wenn ein Ion in eine Bindungsstelle springt, fuhrt das 
starke Coulornbfeld des Ions im allgemeinen zu einer Re- 
orientierung der benachbarten Ligandendipole; Kopplung 
zwischen lonenbewegung und Konformationsiibergangen 
tritt dann ein, wenn der Zeitbedarf fur den Konforma- 
tionsubergang vergleichbar oder groBer ist als die mittlere 
Verweilzeit des Ions in der Bindungsstelle. In diesem Fall 
hangt die Kanalleitfahigkeit von den Geschwindigkeits- 
konstanten der Konformationsiibergange ab[2Sh-25W1. 

In dem in Abbildung 25 dargestellten Beispiel wird ein 
Kanal mit einer einzelnen Bindungsstelle betrachtet, die 
durch zwei geschwindigkeitsbestimmende Barrieren von 
den wanrigen AuDenphasen getrennt ist. Die Konforma- 

..... , /  
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Abb. 25. Potentialprofil eines Ions in einem Kanal, der zwischen zwei Kon- 
formationen A und B fluktuien. Der Kanal hat eine einzelne (wesentliche) 
Bindungsstelle, die durch geschwindigkeitsbestimmende Barrieren von den 
wBDrigen Kanalmundungen getrennt ist. An den Kanalmhndungen befinden 
sich weitere niedrigere (nicht geschwindigkeitsbestimmende) Energiebarrie- 
ren. 

tion des Kanalproteins sol1 zwischen zwei Zustanden A 
und B fluktuieren, die verschiedene Potentialprofile auf- 
weisen. A konnte der bei unbesetzter Bindungsstelle bevor- 
zugte Normalzustand des Kanals sein, B der bei besetzter 
Bindungsstelle bevorzugte ,,polarisierte" Zustand. Fur die 
Abhangigkeit der mittleren Leitfahigkeit A von der lonen- 
konzentration c erhalt man 

z'e; a c + b c 2  A(c)  = - 
kT y + 6 c + ~ c *  (7) 

z ist die Wertigkeit des Ions, e, die E l e r n e n t a r l a d ~ n g [ ~ ~ ~ ~ ,  a. 
0. y. 6 und E sind konzentrationsunabhangige Kombinatio- 
nen der Geschwindigkeitskonstanten fur die Ubergange 
zwischen den einzelnen Zustanden des Kanals. Die Kanal- 
leitfahigkeit ist somit eine nicht-lineare, quadratische 
Funktion der lonenkonzentration c. Fur einen Kanal rnit 
einem einzigen Platz und starrem Potentialprofil sagt die 
Theorie dagegen ein einfaches Sattigungsverhalten voraus 
[GI. 

z2e; p c  A(c )  = -. - 
kT 9 + r c  

p ,  q, und r sind konzentrationsunabhangige Konstanten. 
Abweichungen von dem durch Gleichung (8) vorausgesag- 
ten Verhalten werden gewohnlich durch die Annahme ei- 
ner Wechselwirkung von Ionen im Kanal oder die Exi- 
stenz regulatorischer lonenbindungsstellen gedeutet. In 
dem hier betrachteten Fall eines Kanals mit Konforma- 
tionsfluktuationen beruht das Auftreten der quadratischen 
Terme in Gleichung (7) auf der Kopplung zwischen lonen- 
transport und Konformationsiibergangen. 

Eine besonders starke Kopplung tritt ein, wenn im einen 
Konformationszustand die Barriere nach rechts sehr hoch 
ist (Bindungsstelle hauptsachlich von links her zugang- 
lich), im anderen Konformationszustand die Barriere nach 
links (Abb. 26). Hier ist in jedem der beiden Einzelzu- 
stande die Kanalleitfahigkeit verschwindend klein; ein 10- 
nentransport wird jedoch moglich durch die in Abbildung 
26 dargestellte cyclische Folge von Ionensprungen und 
Konformationsubergangen, wobei die Bindungsstelle ab- 
wechselnd nach links und nach rechts exponiert 

. n diesem Fall nahert sich der Kanal in sei- 
nen kinetischen Eigenschaften einem Carrier. Dies bedeu- 
tet, daB Carrier- und Kanalmechanismen nicht streng un- 
terschieden werden konnen. Carrier-artiges Verhalten und 
das Verhalten von Kanalen mit fixierter Struktur sind eher 
als Grenzfalle eines allgemeinen Transportmechanismus 

Wird1257. 259-26 I )  I 
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aufzufassen, der einem Kanal rnit multiplen Konforma- 
tionszustlnden entspricht. 

A' fl A* f? 

Ahh. 26. Carrier-arriges Verhalten eines lonenkanals. In  der Konformation A 
ist die Rarriere nach rechts sehr hoch (Bindungsstelle hauptsachlich von 
links her zuglnglich). in der Konfonnation B die Bamere nach links. Im 
Lade des Cyclus A"-A*-B*-B"-Ao wird ein Ion von links nach rechts 
transferiert. 

8.2. Energie-getriebene cyclische Konformationsiiberginge: 
lonenpumpen 

Das Konzept eines Kanals mit multiplen Konformatio- 
nen kann auch auf die Beschreibung des aktiven Ionen- 
transports angewendet werden. Ein Ionenkanal wirkt als 
Pumpe, wenn das Potentialprofil in geeigneter Weise 
durch eine energieliefernde Reaktion voriibergehend mo- 
difiziert wird12'9-2631. Absorption eines Lichtquants oder 
Phosphorylierung des Kanalproteins kann die Aftinitat ei- 
ner Ionenbindungsstelle und zugleich die Hohe benach- 
barter Energiebarrieren verandern. Auf diese Weise kann 
ein Ion aus der Bindungsstelle vorzugsweise nach der ei- 
nen Seite abgegeben werden, wahrend bei der Ruckkehr 
zum Ausgangszustand des Proteins ein anderes Ion von 
der gegenuberliegenden Seite in die Bindungsstelle ein- 
tritt. 

Als Beispiel ist in Abbildung 27 das Minimalmodell ei- 
ner durch ATP-Hydrolyse getriebenen Protonenpumpe 
dargestellt (derartige H +-Transport-ATPasen sind z. B. in 
Pnanzenzellmembranen nachgewiesen w ~ r d e n ' ~ ~ - ~ ~ ~ ~ ) .  Im 
dephosphorylierten Zustand (HC) der Pumpe ist eine von 
der linken (cytoplasmatischen) Seite her zugangliche Bin- 
dungsstelle rnit einem Proton besetzt. Phosphorylierung 
bringt das Pumpmolekul in den Zustand HE, in welchem 
die Energiebarrieren so verlndert sind, daB das Proton be- 
vorzugt nach der  rechten (extrazellularen) Seite abgegeben 
wird. Nach der Dissoziation von H +  wird das Protein de- 
phosphoryliert, wobei es wieder die Konformation C an- 
nimmt, die eine niedrigere Barriere nach der cytoplasmati- 
schen Seite hin aufweist. Der Ausgangszustand H C  wird 
durch Bindung von H +  von der cytoplasmatischen Seite 
wiederhergestellt. Im Verlaufe des Cyclus HC-+HE-  E- 
+C-HC wird ein Proton vom Cytoplasma zum extrazel- 
lularen Medium transportiert. 

Die ATP-getriebene Ionenpumpe ist also eine thermody- 
namische ,,Maschine", welche die freie Enthalpie der Re- 
aktion ATP-ADP+ Pi zum Aufbau eines Konzentrations- 
gradienten (und/oder eines elektrischen Potentialgradien- 
ten) verwendet. Fur einen maximalen Wirkungsgrad der 
Energieumwandlung mussen zwei Bedingungen erfiillt 
sein. Die Energiebarrieren beidseits der Bindungsstelle 
miissen sehr verschieden hoch sein, so daB das Ion nicht 
nach der ,,fakchen" Seite die Bindungsstelle verlassen 
kann. Ferner darf eine spontane Dephosphorylierung (Ab- 

+ATPI -ADP 1 

Abb. 27. Minimalmodell fur eine durch ATP-Hydrolyse gerriebene Protonen- 
pumpe. Im dephosphorylierten Zustand ( H C K )  der Pumpe ist die Proto- 
nenbindungsstelle von der linken (cytoplasmatischen) Seite zuganglich, im 
phosphorylierten Zustand (HE/E) von der rechten (extrazellullren) Seitc. Im 
Verlaufe des Cyclus HC-HE-E-C-HC wird ein Proton vom Cytop- 
lasma zum extrazellullren Medium transportiert (Abkiirzungen siehe Text). 

spaltung von Pi vom phosphorylierten Protein) nur im de- 
protonierten Zustand E, nicht aber im protonierten Zu- 
stand H E  stattfinden. Wenn diese Bedingungen erfullt 
sind, kann die freie Enthalpie AG der  ATP-Hydrolyse vol- 
lig in osmotische und elektrische Energie umgewandelt 
werden. Da rnit einem Protonentransport auch ein La- 
dungstransport verbunden ist, hangt das maximal mogli- 
che Konzentrationsverhaltnis [H +JJ[H 'Ic von der Mem- 
branspannung 0 = yc - ab (die Indices c und e beziehen 
sich auf die cytoplasmatische bzw. extrazellulare Seite: y 
ist das elektrische Potential). Fur eine Protonenpumpe rnit 
einem stochiometrischen Verhaltnis von I H+ : 1 ATP ist 
das maximal mogliche Konzentrationsverhaltnis gegeben 
durch 

= exp (7) UF-AG 
[H + l c  

(9) 

Mit AG= -50 kJ/mol und U =  -0.1 V berechnet sich 
[H '],/[H+], zu 10'. Die tatslchlich beobachteten Werte 
von [H +],/[H+], liegen wesentlich niedriger als der ther- 
modynamische Maximalwert; dies ist auf die Existenz par- 
alleIer, passiver Transportwege fur H + in der  Membran 
sowie auf eine unvollstandige Kopplung zwischen ATP- 
Hydrolyse und Protonentransport zuruckzufuhren. 

9. Zusammenfassung und Ausblick 

Die Grundstruktur biologischer Membranen ist eine 
Doppelschicht aus orientierten Lipidrnolekulen, die fur Io- 
nen nahezu undurchlassig ist. Der lonendurchtritt durch 
die Membran ist an spezialisierte Transportmolekule ge- 
bunden, die in die Lipidschicht eingelagert sind. Bei den 
maglichen Transportmechanismen kann man zwischen 
zwei Grenzfallen unterscheiden : Transport durch Ionen- 
carrier und lonenkanale. Ein Carrier ist ein Transportmo- 
lekiil mit einer Bindungsstelle fur das zu transportierende 
Ion, die (aufgrund einer Konformationsanderung oder ei- 
ner Bewegung des Carriers relativ zur Membran) abwech- 
selnd von der einen und der anderen Seite der Membran 
her zuganglich ist, aber nicht von beiden Seiten gleichzei- 
tig. Ein Ionenkanal ist dagegen ein Transmembran-Trans- 
portweg, der  gleichzeitig nach beiden Seiten hin offen ist. 
Der Ionendurchtritt durch einen Kanal kann rnit Konfor- 
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mationsanderungen des Kanalproteins verbunden sein; 
auf diese Weise kann ein Ionenkanal in seinen kinetischen 
Eigenschaften einem Carrier ahneln. D a  die Membran- 
dicke nur etwa 5 nm betragt, ist die elektrische Feldstarke 
in der Membran bei physiologischen Werten der Mem- 
branspannung (= 0.1 V) sehr hoch (GroRenordnung lo7 V/ 
m). Bei der Nervenerregung kann iiber feldinduzierte Kon- 
formationsanderungen die Permeabilitat von Ionenkana- 
len gesteuert werden. 

Carrier und Kanale sind passive Transportwege; ein 
Netto-Ionentransport tritt hier nur dann auf, wenn das 
elektrochemische Potential des Ions auf beiden Seiten der 
Membran verschieden ist. Aktive Transportsysteme sind 
dagegen in der Lage, unter Ausnutzung einer Energie- 
quelle Ionen entgegen dem Gefalle des thermodynami- 
schen Potentials zu transportieren. Im Falle der ,,prima- 
ren" aktiven Ionentransportsysteme (,,Ionenpumpen") 
stammt die Energie aus der Hydrolyse von ATP oder der 
Absorption von Licht. Die Funktionsweise aktiver Ionen- 
transportsysteme, z. B. der Na,K-Pumpe, ist heute erst un- 
vollstandig bekannt ; eine Reihe von Experimenten legt 
den SchluR nahe, daR das Transportprotein einen (energie- 
getriebenen) Cyclus von Konformationen durchlauft, in 
dessen Verlauf das zu transportierende Ion von der einen 
Seite gebunden und in einem spateren Schritt nach der an- 
deren Seite abgegeben wird. 

Bei der Untersuchung biologischer Ionentransportsy- 
steme haben sich kiinstliche Lipidmembranen als wertvoll 
erwiesen. Planare Lipid-Doppelschichtmembranen konnen 
aus chemisch einheitlichen Lipiden mit Flachen zwischen 
10 pm2 und 10 mm2 in waRriger Umgebung hergestellt 
werden. Nach Einbau biologischer Ionentransportsysteme 
in die kiinstliche Membran konnen die elektrischen Eigen- 
schaften der Transportsysteme unter definierten Bedingun- 
gen studiert werden. Am besten untersucht worden sind 
bisher kleine bis mittelgroBe Transportmolekiile, die als 
Ionencarrier oder -kanale wirken. Fur den K+-spezifi- 
schen Carrier Valinomycin ergeben sich aus elektrischen 
Relaxationsexperimenten Transportgeschwindigkeiten von 
104-105 s-  ' pro Einzelmolekiil. Die Geschwindigkeit der 
einzelnen Transportschritte hangt stark von der Struktur 
des Membranlipids ab. 

Wesentlich hohere Transportgeschwindigkeiten als bei 
Carriern (107-108 s - ' )  werden bei Ionenkanalen beobach- 
tet. Eine Modellverbindung, mit deren Hilfe der Mecha- 
nismus des Ionentransports durch Kanale untersucht wer- 
den kann, ist Gramicidin A, ein hydrophobes Pentadeca- 
peptid, das aus Bacillus subtilis isoliert wurde. Gramicidin 
A bildet in Lipidmembranen helicale Kanale, die durch 
Kopf-an-Kopf-Anlagerung zweier Monomere entstehen. 
Entlang der Helixachse befindet sich ein ,,Tunnel" von 
0.4 nm Durchmesser, der durch Carbonyl-Sauerstoffatome 
ausgekleidet ist. Der Gramicidin-Kana1 ist fur kleine ein- 
wertige Kationen (Alkalimetall-Ionen, N H  :, H,O+) gut 
durchlassig. Wegen der hohen Transportraten ist es mog- 
lich, durch empfindliche Strommessungen Bildung und 
Zerfall einzelner Gramicidin-Kanlle direkt nachzuweisen. 
Untersuchungen am Gramicidin-Kana1 bieten die Mog- 
lichkeiten, die Beziehung chemischer Struktur und Trans- 
porteigenschaften eines Ionenkanals im Detail zu studie- 
ren. Gramicidin-Analoga mit modifizierter Aminosaurese- 
quenz zeigen Anderungen in der Transportrate und der Io- 

nenspezifitat. Durch Einfuhrung elektrisch geladener Re- 
ste an den Kanalmundungen konnen Ionenkanale mit 
Gleichrichtereigenschaften erhalten werden. 

Heute stehen Methoden zur Verfiigung, die es ermogli- 
chen, auch groRere Membranproteine, z. B. Ionenkanale 
aus Nervenmembranen oder Ionenpumpen, in kiinstliche 
Lipidmembranen einzubauen. Damit konnen einige der 
MeBtechniken, die bisher auf kleinere Transportmolekiile 
mit Erfolg angewendet wurden, auf die Untersuchung die- 
ser komplizierten Transportsysteme iibertragen werden. 
Aussichtsreich erscheint insbesondere auch die Moglich- 
keit, auf dem Wege der zellfreien Proteinsynthese Mem- 
branproteine direkt in kiinstliche Lipidmembranen zu in- 
korporieren. Durch gentechnologische Modifikation kon- 
nen Transportproteine erhalten werden, bei denen eine 
Aminosaure an einer bestimmten Stelle der Sequenz durch 
eine andere Aminosaure ersetzt ist. Die funktionelle Cha- 
rakterisierung dieser modifizierten Transportproteine 
diirfte wesentliche Beitrage zum Verstandnis biologischer 
Ionentransportmechanismen liefern. 

Die in diesem Beitrag dargestellten Ergebnisse beruhen 
auf den Arbeiten zahlreicher Kollegen und Mitarbeiter. Mein 
Dank gilt insbesondere H.  Alpes. H.-J.  Apell, E.  Bamberg, 
R .  Benz. A .  Fahr. E.  Frehland. K .  Janko, H.-A. Kolb, M. 
Marcus. G.  Stark und W. Stephan. Die Untersuchungen 
wurden durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft und 
durch den Fonds der Chemischen Industrie unterstiitzt. 
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ZUSCHRIFTEN 

fahrungen nahe, das durch Deprotonierung von 2-Indanon 
(1. NaH, 1.2 Aquiv., 0°C; 2. n-Butyllithium, 1 Aquiv., Te- 
trahydrofuran (THF), -78°C-0°C) erhaltliche Dianion 5 
(sowohl 6a als auch 5 sind NMR-spektroskopisch charak- 
terisiert141) mit 4 umzusetzen. Die Kernfrage bestand darin, 

0 0 

Neue bicyclische Ketone und die Stereocbemie ihrer 
Reaktion mit Carbanionen** 
Von Petra Baierweck, Detlef Hoe11 und Klaus Miillen* 
Professor Rolf C. Schulz rum 65. Geburtstag gewidmet 

Die Kenntnis des Reaktionsprofils fur den nucleophilen 
Angriff auf Carbonylverbindungen ist von groBer theoreti- 
scher und praktischer Bedeutung'''. LaBt man Ketone des 
Typs 1 oder 2 mit Carbanionen reagieren, so erhebt sich 
die Frage, ob die intermediare assoziative Wechselwirkung 
der Organometallverbindung mit dem Ethylen- oder Ben- 
zol-x-System einen diastereoselektiven Verlauf der Addi- Tabelle I .  SPC 

tion bewirken kann. Unsere Aufmerksamkeit wurde auf 
die Ketone 2 und 3 gelenkt, da die Befunde fur la''] kein 
geschlossenes Bild liefern. Wir beschreiben einen verbliif- 
fend einfachen Zugang zu den neueq Ketonen 2b und 3 
(Tabelle 1) und berichten uber die Stereochemie ihrer Re- 
aktion mit Organometallverbindungen. 

Unsere jiingsten Untersuchungen der reduktiven Alky- 
lierung von ungeslttigten Kohlenwasserstoffen zeigen"', 
daB die Umsetzung von Dianionen mit difunktionellen Al- 
kylierungsmitteln, z. B. 1,n-Dihalogenalkanen 4, eine Fulle 

Hal-(CH2).-Hal 4 

1 a:  13.2 2 
b: n=3 
c: n.4 

0 

3 

roskopische Daten einiger neuer Verbindungen [al. 

2b: "C-NMR (CDCL, 20 MHz): 6=217.4 (C-Carbonyl), 139.1. 127.5, 122.6 
(C-arom.), 52.4 (C-1, C-4), 34.3 (C-5, C-7). 17.4 (C-6); 'H-NMR (CDCI,, 90 
MHz):6=7.25(4H,arom.),3.37(2H,m),2.15-1.90(4H,m), 1.57-0.78(2H. 
m); IR (KBr): v(C0)=1760 cm- '  
3: "C-NMR (CDCI,. 100 MHz): 6=219.0 (C-9); 140.3, 136.0, 131.5. 127.5. 
126.9. 123.7 (C-arom.), 52.2 (C-4, C-I), 41.1 (C-5, C-8); 'H-NMR (CDCII. 60 
MHz):S~7.05(4H,arom.),6.90(4H,arom.),3.65(2H,m),3.20(4H.m): IR 
(KBr): v(C0)=1750 cm- ' ;  Fp= 1533°C 
120: "C-NMR (CDCI,, 20 MHz): 6=  146.6 (ipso-Phenyl). 143.6 (C-2, C-3); 
127.7, 126.7, 126.5, 122.5 (C-arom.), 82.0 (C-8). 49.2 (C-I, C-4). 24.5 (C-5. C- 
7). 16.7 (C-6); 'H-NMR (CDCIJ, 90 MHz): 6-7.4-7.1 (9 H. arom.), 3.32 (2 H, 
m).4.46-2.09 (ZH, m), 1.99 ( l H ,  s), 1.79-1.20 (3H, m). 1.02-0.5 ( I H ,  m); 
Fp=7O"C 

[al Alle Verbindungen weisen die korrekte Elementarzusammensetzung auf. 
neuer Cycloanellierungs- und Uberbruckungsprodukte zu- 
ganglich macht. Zur Synthese von 2 lag es nach diesen Er- 

ob das durch Erstalkylierung in I-Stellung erhaltliche Mo- 
noanion 6b zur C-Alkylierung in Position 3 (Produkt 2), 
zur 0-Alkylierung (Produkte 7 und 8) oder - nach Proto- 
nenwanderung - zur C- Alkyliewng in Stellung 1 (Produkt 

[*I Prof. Dr. K. Miillen. Dip1.-Chem. P. Baierweck, Dip1.-Chem. D. Hoell 
inatitut fur Organische Chemie der Universitit 
J.-J.-Becher-Weg 18-20. D-6500 Maim I 

stii(z1. 9 )  neigen wiirde. 
[*+I Diese Arb& wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft unter- 

Angew. Chem. 97/1985J Nr.  I 1  0 VCH Verlagsgesehchaff mbH. D-6940 Weinheim. 198.5 0044-8249/85/llll-0959 $ 02.5/1/0 959 




