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vorwort

Alle biologischen Membranen zeigen bei nidherer Analyse eine
einheitliche Grundstruktur: die Lipid-Doppelschicht-Membran.
Im Vergleich zu den komplex anmutenden Membranproteinen er-
scheint das Lipid-Mclekiil die einfachst denkbare membranbil-
dende Struktur: hydrophobe Kohlenwasserstoffketten und hydro-
phile, protonierbare Kopfgruppen stellen Prinzipien dar, wel-
che der Bildung der Membranbarriere und, wie wir im folgenden
begriinden wollen, auch der Kontrolle des Transports durch
Membranen zugrundeliegen.

Die von Danielli und Davson‘sowie Robertsonzvorgeschlagene
Einheitsmembran {Abb.4 ) leitete viele Untersuchungen frii-
herer Jahre in diesem Sinne, Bus verschiedenen Griinden wird
aber seit geraumer Zeit der membranbildenden Lipiddoppelschicht
keine direkte Rolle bei den Transportprozessen durch diese
Membran mehr zugesprochen. Unter dem Eindruck der Induktion
solcher Vorgdnge durch Proteine wurden statt

dessen Transportproteine in einer fluiden Mosaikmembran ent-

3
worfen,’

Da Proteine alleine aber keine Membranen bilden, enthalten die
Systeme sdmtlicher Untersuchungen von Membrantransporten
notwendig auch Lipide. Schon deshalb kann gar nicht ent-
schieden werden, ob der Transport tatsidchlich durch die
Proteine hindurch beziehungsweise mit diesen gemeinsam durch
die Membran, oder aber unmittelbar durch die Lipid-
Komponente der Membranen hindurch geschieht. In diesem Sinne

ist alsoc das Modell des Transportproteins nicht falsifizierbar.

Anders ist die Situation bei Untersuchungen an reinen Lipid-
membranen, da diese alleine bereits Doppelschichtmembranen
bilden. Zeigten diese ndmlich keinerlei Transporteigen-
schaften, so kdnnte streng geschlossen werden, daf die reine
Lipidkomponente keine direkte Rolle beim Transport durch
biolegische Membranen spielen kann. Diese Falsifizierbarkeit
impliziert natiirlich, daB im gegenteiligen

Falle gesicherte Erkenntnisse i{iber den Transport durch reine

Lipidmembranen mdglich sind.

Vorsorglich erwdhnen wir den dann immer noch mé&glichen
Einwand, unmefbare Verunreinigungen mit Protein k&nnten
auch Transporterscheinungen durch synthetische Lipidmem-
branen erkldren. Sollten sich diese "Verunreinigungen"
aber nicht von Lipiden unterscheiden lassen, k&nnen sie
im Rahmen becbachtbarer Aussagen ausgeschlossen werden;
denn behielte man das Bild des "Transportproteins"
auch in diesem Falle bei, begdbe man sich in den Bereich

nicht falsifizierbarer und damit inhaltsleerer Aussagen.

Diese Arbeit beschidftigt sich mit der Evidenz des Ionen-
transports durch Lipidmembranen ( PetrDVS, 1978; Boheim

et al? 1980; Kaufmann und Silman{ in Vorbereitung). Ins-
besondere betonen wir die Bedingungen, unter denen Proteine
Ionentransport durch Lipidmembranen ausl&sen k&nnen. Als
Beispiel erklédren wir die Induktion von Ionenkandlen durch
Acetylcholin wie folgt%

die Erregersubstanz Acetylcholin wird bei Applikation an
cholinerge Membranen von dem Protein Acetylchclinesterase
zundchst hydrolysiert; die dabei produzierten Protonen stdren
die Ordnung der Lipide und l&sen auf diese Weise Ionenkandle
durch die Lipiddoppelschicht der Membran aus (Abb. 2 ).

Insbesondere zeigen wir in Kapitel

1. daB synthetische Lipidmembranen Ionen-
kandle bilden kdnnen;

2. dap diese Eigenschaft auf den engen Bereich einer Ord-
nungsumwandlung beschrénkt ist; und schlieBlich

3. daB unter anderem enzymatische Hydrolyse geeignet ist,
eine solche Membranerregung auszulOsen.

Im Versuch einer theoretischen Deutung dieser Befunde be-

schreiben wir

— die durch Protenierung in Lipidmembranen auslésbaren
makroskopischen Ordnungsfluktuationen 2.2 -

— diejenigen mikroskopischen Defekte der Membran, welche
zu den beobachteten Leitfdhigkeitsspriingen ("Ionenkandle®)
fiihren konnen (.

— eine mikroskopische Grundlage elektrochemischer Diffusion

durch solche Defekte /3 3)




Zum SchluB kommen wir auf die wesentliche Ro
bei diesen Vorgdngen zurlick. Es wird gezeigt dag,

von der enzymatischen Kontrolle der Protonierun

abgesehen

im Falle solch einfacher Diffusion durch Lipiddefekte

die Proteine aufgrund ihrer besonderen Eigenschaften

— Spezifitdt beziglich transportierter Ionen, auslésender

Erregersubstanz, sowie gegebenenfalls"aktiver”Richtunq
des Transports aufpragen Atk 3), i

Auf diese prinzipiell einfache Weise kann die als Beispiel
L sl + + i
diskutierte Na' - K'- ATPase zum Aufbau eines spezifischen

S ! n
Na -K - Gradienten {iber der Membran fiihren, welcher sodann

durch die Aktivitdt der Acetylcholinesterase abgebaut wirg

lle der Proteine

g der Lipide,

1. Ionentransport durch Lipidmembranen

Um die Bedeutung der Untersuchung von Transporteigenschaften durch
reine Lipidmembranen zu unterstreichen, fassen wir in Kapitel 1.1.
die umfangreichen Belege zusammen, welche fiir die Lipiddoppel~
schicht als einheitliche Struktur aller biclogischen Membranen
sprechen. In Kapitel 1.2. werden die jiingsten Berichte wohldefi-
nierter Ionenkandle durch synthetische Lipidmembranen dargestellt;
besonders betonen wir die guantitative Ahnlichkeit dieser Leit-
fahigkeitsspriinge mit denjenigen biologischer Membranen., Die
Argumente, welche bisher gegen eine Rolle der Lipide beim Mem-
brantransport hervorgehoben wurden, werden in Kapitel 1.3. disku-
tiert. Wir kommen dabei zu dem Ergebnis, daB diese Gegenargumente
nicht schliissig sind; lediglich die Induktion von Membrantransport
durch Proteine ist gesichert, dagegen gibt es fiir einen Transport

durch Proteine hindurch keinerlei Beweise.

1.1. Untrennbarkeit von Lipiddoppelschicht und biclogischer Membran

Lipide sind ein untrennbarer Bestandteil aller biclogischen Ge-
webe. Der chemische Nachweis, die Analyse des molekularen Aufbaus,
die kiinstliche Synthese fast aller bekannten natiirlichen Lipide
sind gesicherte Tatsachen. Dies stellt einen auferordentlich

glinstigen Ausgangspunkt der Untersuchung ihrer Funktion dar.

Lipide bilden auf widBrigen Oberflichen spontan eine monomolekulare
Schicht aus. Daraus folgt, daR jedes Molekiil aus zumindest einer
hydrophilen "Kopf"-Gruppe, welche alsoc elektrostatisch mit H,0
wech selwirkt, sowie einer hydrophoben "Schwanz"-Gruppe besteht,
welcher eine solche Wechselwirkung fehlt, Weiterhin folgt daraus,
daB inmitten einer wiBrigen Umgebung, etwa in biclogischen Ge-
weben, Lipide Strukturen bilden, charakterisiert durch hydro-

=

hydrophoben Bereiche umschlieBen.

phile Oberfléchen, welche di




Eine dieser Strukturen ist die Doppelschichtmembran, und zwar die
einzige, welche in der Lage ist, einen Raum in ein "HuBeres" und
ein "Inneres" zu trennen. Umgekehrt ist diese Trennung wiederum
Voraussetzung, um in einer "unendlich" grofen wdBrigen Umgebung
kontrollierte chemische Reaktionen bei endlichen Konzentrationen
zu realisieren. Genau dies geschieht aber in den biologischen
Zellen und Organellen.

Die Einheitsmembran von Danielli und Davson trug dieser Erkenntnis
Rechnung. Die Lipide, die einzigen, in Geweben nachgewiesenen
membranbildenden Molekiile, {ibernehmen die Rolle der Trennung des

Raumes in Zellen.

Die Mikroskopie hat diesen einleuchtenden Gesichtspunkt vorziiglich
bestdtigt. Es ist kein Gewebe bekannt, dem nach entsprechender
Anfdrbung die Charakteristika der Doppelschichtmembran fehlten,

Bemerkenswert ist die quantitative Ubereinstimmung der
Ausmafie mit denen synthetischerLipiddoppelschichten; die Ergebnisse
der Elektronenmikroskopie sind dabei durch die Lage der Réntgen-
reflexe sowie durch die molekularen Modelle synthetischer Lipide
hervorragend bestdtigt. Dariiberhinaus ergab die Methode des
Gefrierbruchs biclogischer Gewebe auferordentlich einheitliche und
dsthetische Einblicke in die Einzelheiten der Doppelschicht, welche
das Modell von Danielli und Davson beziiglich der Lipidkomponente
der Membranen klar bestdtigen,

Besonders reizveoll ist die Tatsache, dap synthetische wie natiirliche
Lipide determiniert an hydrophob-hydrophilen Grenzschichten mani-
puliert werden kénnen. Wir erwihnen als Beispiel den

Aufbau einer solchen molekularen Doppelschichtmembran aus zwei
der erwdhnten Monoschichten:

in die widBrige Phase ist lediglich ein diinner {z.B. 20 um) hydro-
phober Tr&ger einzufilhren (etwa Teflon; das Einfiihren geschieht
durch Anheben der wiBrigen Oberfliche, Abb. &) ; die beiden Mono-
schichten, welche sich konsequent an den beiden eingefilhrten
Grenzfldchen bilden, haben bis auf den Trdger in ihrer Mitte be-
reits die Struktur einer Doppelschicht. Eine kleine Bohrung in dem

Trdger (z.B. 100 um Durchmesser) stdrt diese Vorgdnge nicht, und

so gelingt es unmittelbar, eine reine Lipiddoppels:

ichtmembran

inmitten einer wdBrigen Losung zu rekonstituieren.

Diese von Miiller, Rudin und Montal entwickelte Technik hat die
xonzeption von Danielli und Davson nochmals direkt bestdtigt.
Dennoch ist die Folgerung, daB der Transport auch durch diese
Einheitsmembran hindurch zu geschehen hat, natiirlich nicht
zwingend:

Warum sollte filr die Transportprozesse nicht ein zweites Prinzip
gelten, welches keinen Gebrauch von den membranbildenden Fihig-

keiten der Lipide macht?

In Kapitel 1.3. werden wir auf die Argumente eingehen, welche zu dem
letzteren Standpunkt gefiihrt haben. Zunidchst wollen wir aber
experimentell direkt beweisen, daf Lipid-Doppelschichtmembranen

in der Tat Ionenkanile bilden k&nnen, welche sich von Ionenkandlen
einer Reihe biologischer Membranen kaum unterscheiden lassen.
Unterschiede, etwa in der Ionenspezifit#it, werden in Kapitel 3
behandelt. Es wird sich dort zeigen, daB hierzu in der Tat Pro-
teine notwendig sind, allerdings nicht fiir den Transport selbst,
sondern nur, um die Bedingungen des Transports durch die Lipid-
Doppelschicht zu gewdhrleisten; dabei werden die spezifischen
Proteinei genschaften de facto dem Lipid-Icnenkanal aufgeprigt.
Beziiglich der Rolle der Proteine kommen wir alsc ebenfalls auf

das grundlegende Konzept einer Einheitsmembran zuriick.



1.2. Direkte Evidenz filr Tonentransport durch Lipidmembranen

Zu den bestuntersuchten Transportprozessen durch Membranen gehért
der passive Ionentransport im Verlauf der Nervenerregung{aAktion5~
potential, Miniaturpotential, und insbesondere die in jingster
Zeit aufgeldsten einzelnen Leitfihigkeitsspriinge stellen quanti-
tativ etablierte Funktiocnen der Nervenmembran dar. Besondere
Beachtung verdient die diskrete Natur dieser Leitfd@higkeitsspriinge.

Dieser sogenannte "Ionenkanal" von der Dimension A/V ist charak-
teristisch fiir einzelne Transportfunktionen biologischer Membranen.
Er eignet sich daher wvorziiglich als Vergleichsmafstab bei der
kiinstlichen Rekonstitution von Transportfunktionen aus molekular
definierten Bestandteilen biologischer Membranen. In der Tat

wurde dieser Ionenkanal zuerst an kiinstlichen Lipidmembranen in
Gegenwart von Proteinen bzw. kleineren Polypeptiden entdeckt
(Haydon undzﬁladkyff flir die Nervenmembran vorgeschlagen £§atz

und Miledi) und einige Jahre spdter auch hier nachgewiesen(Neher et
Inzwischen ist bekannt, daBf die Gegenwart derselben Proteine

in vivo und nach Rekonstitution in wvitro guantitativ vergleichbare
Tonenkandle auslést {Sakmann und Boheim). Es kann somit keine

Frage bestehen:

die Rekonstitution dieser Ionenkandle an definierten Untersystemen
der Nervenmembran sollte die Klirung der molekularen Grundlagen der

Erregung heute erlauben.

Beginnen wir dazu mit der membranbildenden Lipid-Doppelschicht.
Kirzlich sind Ionenkandle an folgenden synthetischen Lipid-
membranen von unabhingigen Arbeitsgruppen eindeutig nachgewiesen
worden:

1. an DLstearoyllecithin:6

2., an Myristoyl-stearoyllecithin;

)

3. an Diphytanoyllecithi#.i

al

pie definierten Bedingungen der Induktion dieser Ionenkandle z%f
Abk. 10 werden in Kapitel 2 besprochen. Im folgenden kommt es
ué; darauf an, die ph#nomenologische Ubereinstimmung der Leit-
fihigkeiten der Ionenkandle der Lipide mit denjenigen biologischer
Membranen herauszustellen.

Es kann kein Zweifel dariber bestehen, daf die Erscheinungen

an synthetischen Lipidmembranen der Definition eines "Ionen-
kanals" vollstdndig entsprechen:

wohl-aufgeldste, diskrete Stufen in der Membranleitfdhigkeit.

pDie Vielfalt der mdglichen Stufen, ol. h. diskrete Stromspriinge
im gesamten MeBbereich von 0.1 pA bis 103 pa (bei z.B. 200 mV
elektrostatischer Potentialdifferenz zwischen den beiden L&sungs-
volumen),erlaubt es, innerhalb der Fehlergrenzen jedem der bisher
perichteten Iconenkandle in vivo einen Lipid-Ionenkanal in vitro
zuzuordnen. Diese Aussagen haben wir auch fiir Lipidmischungen

bestdtigt (Kapitel 2.2.).

Ein-eindeutige Zuordnung ist natiirlich mit dem Kriterium der Viel-
falt nicht mdglich; doch kénnen wir aus unseren Befunden
schlieBen, daB synthetische und natlirliche Lipidmembranen zur
Ausbildung von Ionenkandlen aller bisher beobachteten Leitfdhig-

keitsstufen grundsdtzlich in der Lage sind.




1.3. Indirekte Argqumente gegen den Ionentransport durch Lipidmembranen

Finf besonders eindrucksvolle Argumente gegen eine unmittelbare
Rolle der Lipide beim Ionentransport sollen nun diskutiert werden,
und zwar in Form eines Dialogs der Argumente A zugunsten des

Transportproteins mit B zugunsten der Einheitsmembran.

Vorweg seoll aber klargestellt werden, daB sich A und B darin

einig sind,

- daB es ohne Lipiddoppelschicht keine biologischen Membranen gibt;

- daf die Induktion der wichtigsten Transportprozesse durch Proteine

erwiesen ist,

Es geht also nur noch um die Art und Weise der Induktion, sowie

um die molekulare und physikalische Natur des Transportprozesses

selbst:

A betrachtet die Lipide als inerte Matrix; der Transport geschieht

durch die darin eingebetteten Proteine, und zwar entweder gemeinsam

mit diesen ("carrier") oder direkt durch die Proteine hindurch

("Pore"). B betrachtet dagegen die Proteine nicht als Pore oder

Ubertr&ger; der Transport geschehe durch die Lipid-Doppelschicht

hindurch; die Rolle der Proteine bestehe dabei darin, die inper-

meable Ordnung der Lipide zu stéren.

A.1. Die Leitfdhigkeit reiner Lipidmembranen betrdgt zwischenig

T und / ' A/ch2

zu klein, um die Leitf&higkeit biologischer Membranen (bis
zu 4072 A /Vem? ) zu erklidren

und ist damit wviel

B.1. Die Dimension der Icnenkandle betrdgt A/V, enthdlt also
nicht die Fldche. Die einzelnen Ionenkandle durch Lipid-
membranen &hneln denjenigen biologischer Membranen quanti-
tativ, Offenbar werden in letzteren vergleichsweise mehr
Ionenkandle pro Fldche ausgelést,

A.2. Biologische Membranen enthalten einen hohen Anteil an Pro-
teinen (bis zu A: 4 Protein:Lipid){ Es ist erwiesen, dap

Proteine die niedrige Leitfihigkeit der dmembranen

wesentlich erhthen k&nnen.
B.2. Der Beweis der Induktion der Leitfdhigkeit durch Proteine

unterscheidet nicht, ob der Ionentransport dabei durch die

Proteine oder durch die Lipidkomponente der Membran hindurch filhrt

na

Ln

pDie Spezifitdt biologischer Membranen, welche nur auf gewisse
Substanzen mit Leitfdhigkeitserhfhung reagieren, kann in

keiner Weise durch das einfach Lipidmolekiil, sondern nur durch
spezifische "Rezeptor"-Proteine realisiert werdenf

Induziert ein spezifisches Protein die Bedingungen des Trans-
ports durch Lipidmembranen hindurch, dann zeigt der Membran-
transport die Spezifitdt des Proteins. Dabei ist unerheblich,
ob der Transport durch die eine oder die andere Komponente fiihrt.
Der Transport spezifischer Ionen durch biologische Membranen,
also die Unterscheidung #hnlicher Ionenradien (z.B. Na+q3fﬁ;
kY 4,718 nach Paulingh erfordert pré8zise Erkennungsstellen

wie sie nur die Proteine besitzen kdnnen.

Die Icnenspezifitdt ist nicht notwendig eine Eigenschaft des
Ionenkanals; es reicht aus, wenn iiber der Membran anliegende
Gradienten ionenspezifisch sind. In der Tat werden solche
Gradienten beim aktiven Transport aufgebaut.

Der aktive Transport entgegen der Richtung elektrochemischer
Diffusion setzt eine thermodynamische Kopplung an den Stoff-
wechsel voraus; dieser wird nicht von Lipiden, sondern von
Proteinen katalysiert.

Aktiven Transport (ven Na' und K+) entgegen dem Konzentrations-—
gradienten zwischen den L&sungsmittelvolumen fihren wir in
Kapitel 3 auf passiven Transport mit dem lokalen Gradienten
zuriick. Er erfordert allerdings ein Protein, welches nur beil
(ionenspezifischen) Gradienten iiber der Membran die Bedingungen
des Transports durch Lipide erfiillt. Ein solches Protein ist

die Na+—K+— ATPase.




Dis Notwendigkeit einer Ordnungsumwandlung der Lipidmembran

Die Notwindigkeit einer Ordnungsumwandlung der Lipidmembran
(vgl. 1.i.), also eines begrenzten Bereiches der thermodyna-
mischen Variablen, in welchem Icnenkandle iiberhaupt auftreten,
erkldrt, daB diese in den Bereichen auBerhalb "inert" erscheint.
Andererseits ist auf diese Weise eine prdzise Kontrolle der
Membranleitfihigkeit iberhaupt erst mdglich. Es wimd sich

zeigen, caB die notwendigen "kritischen" Bedingungen insbe-
sondere ¢urch enzymatische Hydrolyse, also durch gewisse

Proteine, erreichbar sind.

Proteine sind dann zwar nicht notwendig, aber hinreichend
um den Transport durch die Lipidkomponente
dieser Membranen auszuldsen. Hierauf kommen wir in Kapitel
3 zuriick. Im folgenden beschreiben wir die Beobachtungen

an reiner Lipidmembranen.

Zuerst wirde diese Erscheinung an der kalorischen Phasen-
umwandlurgstemperatur homogener Lipidmembranen erkannt (2.1.);
frithere Pecbachtungen lYafusofohatten das Phidnomen nicht unter
Kontrolle. Biologisch bedeutend aufgrund der Hydrolysevorgidnge
an Membremen in vivo ist aber besonders die Beobachtung, daB
Protonen in einem definierten pH-Bereich ebenfalls Ionenkanidle
auslosen konnen (Kapitel 2Z.2.). Obwochl die Theorie homogener
Phasenumvandlungen zundchst ungeeignet erscheint,"Proto-
nierungsumwandlungen" molekular inhomogener Lipidmembranen

zu erfassen, werden wir die Verwandtschaft beider Erscheinungen
im Rahmer der Trdubleschen Theorie erldutern (2.3.). Spiter
werden wir aber lediglich die pheno-
menclogische Tatsache benditigen, daB in einem kritischen pH-
Bereich ¢ie ansonsten inerte Lipidmatrix leitfahig wird

{Abb. #). Erscheinungen im alkalischen Bereich (pH>» 9)
beriicksichtigen wir nicht, da dort die Lipide molekular
instabil werden.

2.1. Ionenkandle an der thermischen Phasenumwandlung

vor einigen Jahren entdeckten Petrov et al., daB synthetische
pistearoyllecithin-Membranen an der Umwandlungstemperatur

bei neutralem LOsungsmittel ("bulk")-pH Ionenkan#le zeigten.
pies ist inzwischen fiir Stearoyl-myristoyllecithin-Membranen
bestitigt worden (Boheim et al. 1980)_ 7 Postulierte
man Protein-"Verunreinigungen" fiir diese Erscheinungen, so

wire man gezwungen zu folgern, daf diese "Proteine" genau

an der Lipid-Umwandlungstemperatur Ionenkanidle bildeten,

und zwar Jje nach verwendetem Lipid an einer anderen.

Gesichert ist, daB im Bereich der thermischen Ordnungsfluk-
tuationen dieser Lipide wohl-definierte Ionenkandle durch
eine Doppelschichtmembran entstehen. Uberraschenderweise
verschwindet die Leitfdhigkeit aber weit oberhalb und weit
unterhalb der Umwand}ungstemperatur. Andersscheinende MeBR-
spuren (Petrov 1978), in welchen die Lipide von einer nicht
leitfdhigen in eine leitfdhige Phase ilberzugehen scheinen,
haben sich bisher nicht systematisch bestdtigen lassen.
Aufgrund des thermodynamisch &dquivalenten Einflusses anderer
Variabler auf die den Zustand charakterisierende freie
Enthalpie

kn¥
muf im iibrigen zur Beobachtung einer Schwelle bezliglich
g
einer Variable, 4§ , gesichert sein, daB bis auf diese

Variable alle anderen konstant gehalten werden:

Dies ist unter kritischen Bedingungen aufgrund von Fluktuationen
zweifelhaft: eine "Hysterese" erscheint naheliegend und nicht
schluBkrdftig fiir die Phase des Systems. Dagegen interpretieren
wir die beobachﬁéte, mit Hysterese unvereinbare Rilckkehr

des Systems zu einer nicht leitfihigen Phase als

eine vollzogene Ordnungsumwﬁndlung?’?




Die “"fluidere" sowie die "kristallinere" Lipidphase sind wir stimmen insofern nicht mit der Interpretation einiger

demnach beide nicht leitfdhig. Die Leitfdhigkeit der Lipid- autoren dieser Untersuchungen {iberein:

membran stellt somit keinen Ordnungsparameter dar, der vVorschlag der Fettsduren als Ubertrdger der Ionen (Petrov |
et al.; miifte zu einer kontinuierlichen, nicht aber diskreten,

Zur Leitfdhigkeit korreliert allerdings der Temperatur- Leitfdhigkeitsverteilung filihren; |

Gradient des Ordnungsparameters, da auch dieser an der der andere Versuch aber, die Leitfidhigkeit synthetischer Lipide

Umwandlung ein scharfes Extremum besitzt. Dieser Gesichts- semantisch ("current fluctuations") von Ionenkanflen zu unter-

punkt wird sich filir die pH-Abhdngigkeit der Leitfihigkeit scheidenﬁ erscheint uns angesichts der experimentellen Un-

hervorragend bestitigen{Akb, é —8), unterscheidbarkeit absurd.

Damit k&nnten wir schon jetzt Modelle der Leitfihigkeit aus-
schliefien, welche unmittelbaren Gebrauch von Ordnungspara-
metern der Lipidmembran machen, Wir
werden diese Modelle aber mit dem zwingenden Kriterium
ausschlieBen, daB die Ordnung der Lipidmolekiile per se
grundsdtzlich nicht in der Lage ist, diskrete Leitfdhigkeits-
spriinge darzustellen. DieinAb{0abgeleiteten "Leerstellen"-
Defekte kSnnen dagegen mit Gradienten eines Ordnungsparameters
der Lipide, der mittleren molekularen Fléche, ohne

weiteres realisiert werden.

Zusammenfassend interpretieren wir also die an der kalorischen
Umwandlung auftretenden Ionenkandle als Konseguenzen eines
hinreichenden Temperatur-Gradienten des Ordnungsparameters;

die thermischen Fluktuationen reichen offenbar nur hier aus,

die Ordnung der Lipidmembran so erheblich zu stéiren, daB
leitfdhige Defekte durch diese hindurch nachgewiesen werden
kdnnen. In der fluideren und in der kristallineren Phase, also
mit Ausnahme der Umwandlung im gesamten Zustandsbereich,

kann die Ordnung der Lipide, welche also einen Isolator
darstellen, durch thermische Fluktuationen aufgrund des geringen

Gradienten des Ordnungsparameters nicht hinreichend gestért

werden, um Ionenkandle "aufzureiBen". -




2.2. Ionenkandle an der Protonierungsumwandlung

Titriert man eine synthetische Diphytanoyllecithin-Membran

vernachldssigbarer Leitfdhigkeit (2pA/Y) wie angegeben (abb.&)

mit Salzsdure, so findet man typisch folgendes Verhalten(ﬁﬁé,f):

1. zundchst reagiert die Membranleitfidhigkeit nicht;

2. wird eine gewisser pH-Bereich erreicht (ca. pH 3 unter
den Bedingungen von Abb. 5 ), so beobachtet man eine
stufenweise Erhfhung der Membranleitfidhigkeit;

3. schlieflich (bei ca. pH 2) erlischt die Leitfdhigkeit
wieder auf einen vernachldssigbar kleinen Wert (2paN),
und die Membran reagiert auf weitere Titration der

Sdure nicht mehr (schematisch dargestellt in Abb. £ ).

Es kann wiederum kein Zweifel bestehen, daB es sich bei
diesen Erscheinungen um Ionenkandle handelt: per definitionem
sind diese durch diskrete Spriinge der Leitfdhigkeit der
Membran hinreichend charakterisiert. Das in Zusammenarbeit
mit H.-W. Strube bestimmte Histogramm weist lberdies nach,
daB die gezeigte MeBspur Springe um 5 pS enthdlt. In
Abschnitt 1.2. sind wir bereits auf die Vielfalt der Leit-
fdhigkeitsstufen eingegangen, welche in 1 M KCl den gesamten
Leitfdhigkeitsbereich ( 1 bis einige 1OQ-P4Adbisher
berichteter Ionenkandle in vivo und in vitro umfafBt.

Im nichsten Abschnitt 2.3. wird gezeigt, in welcher Weise die
Protonierung der Lipid-Kopfgruppen unter isothermen Bedingungen
den Fhasenlibergang homogener Lipide ausltisen kann. Nun aber
wollen wir noch unsere Aufmerksamkeit heterogenen Lipidmembranen
zuwenden, die makroskopisch keine kalorische Phasenumwandlung
zeigen. Die Abwesenheit einer solchen homogenen Phasenumwandlung
in heterogenen, biologischen Membranen hat bisher nimlich zu

der verbreiteten Ansicht gefiithrt, daf die Ordnungsumwandlung

der Lipide fiir den Membrantransport keine unmittelbare Rolle

spiele.

wie aber in Abb. ;’ zu sehen, ze%F die heterocgene Lipidmischung
des Scjabohnen-Lecithin-Extrakts, welche keine kalorische
Umwandlung erkennen 1l48t, dennoch einen wohldefinierten
kritischen pH-Bereich, welcher dem des synthetischen

Lecithins (Abb. 5 ) &hnelt (pH ca. 3.7 bis 1.5 unter den

angegebenen Bedingungen).

Die unterschiedlichen Kohlenwasserstoffketten der unter-

suchten Lecithine (Phytanoyl Abb. & , Oleoyl in nicht

gezeigten Resultaten, sowie die vermutlich hetercgenen

Ketten des Soja-Lipids Abb. & )scheinen den kritischen
pH-Bereich also nicht zu beeinflussen. Dagegen ist interessan-
terweise die charakteristische, protonlerbareaxopfgruppe(} wrr, 2)
der Lecithine dem iiberwiegenden Teil der biologischen Membranen,
und allen bisher auf Ionenkandle untersuchten Lipidmembranen
gemeinsam. Die Protonen-Induktion der Ionenkandle haben wir
dariiberhinaus dadurch belegt, daf Essigsdure und Salzsdure

gleichermaBen wirksam waren. Daraus schlieBen wirs:

Die Protonen-Induktion von Ionenkandlen durch Lipidmembranen
stellt einen Mechanismus dar, welcher die Kontrolle der

Leitfihigkeit heterogener biologischer Membranen erlaubt.

In der Tat sind (vgl. Abschnitt 3.1.) ein erheblicher Anteil
der Membranproteine Hydrolasen, welche also unmittelbar an
den Lipiddoppelschichten unter spezifischen Bedingungen
Protonen erzeugen. (Zur Spannungsinduktion dieser Vorgdnge

vgl. Abschnitt 2.3.3)).




2.3. Thermodynamische Kopplung von Protonierung und Phase

Quantitativ exakte Theorien stellen ein anerkanntes Ziel
der Untersuchung physikalischer Systeme dar. Dies riihrt
von den Erfolgen guantitativer Formulierung einer Reihe
von Grundgesetzen. Allerdings ist die gesetzmdBige
Ableitung einer mit dem Experiment vergleichbaren Zahl
nicht in allen Fdllen eine angemessene Zielsetzung, bei-
spielsweise dann nicht, wenn angemessene Observable noch

nicht zur Verfilgung stehen.

Die Wahl einer Beschreibungsebenefiir das Objekt der Unter-
suchung muf frei sein und den verfiigbaren Observablen ent-
sprechen. Erkenntnistheoretisch erscheint es sinnlos,

eine guantitative Theorie als"conditio sine gqua non" zu
fordern. Beispielsweise sind ja eine Reihe mathematischer
Konzepte erst entwickelt worden, nachdem neue Einsichten
dies forderten; damit stand also diese a posteriori nun
geforderte Darstellungsform urspriinglich gar nicht zur
Verfiigung.

Zwar ist nach heutigen Erkenntnissen nicht zu erwarten,

daf eine quantitative Ableitung biologischer Phidnomene

aus physikalischen Gesetzen nicht stets méglich sei;

doch hilft uns eine nur scheinbar guantitative Theorie,
welche nicht mehr leistet als eine Reihe phinomenclogischer
Parameter sozusagen zu definieren, keineswegs in unserem
Ziel, die angemessene Ebene zum Verstédndnis der Vorgidnge

zu finden; denn sie stellt sich dieses Ziel nicht.

Oberstes Ziel erscheint uns alleine die Widerspruchsfrei-
heit einer Theorie. Dazu muf eine Ebene der Beschreibung
gewdhlt werden, welche falsifizierbare Aussagen erlaubt,
um Widerspriiche aufdecken zu kSnnen. Die Prézision guan-
titativer Theorien ist dazu hervorragend geeignet, aber
nur, wenn die Fragestellung durch Zahlen angemessen be-
antwortbar ist, und wenn diese Zahlen parameterfrei oder

zumindest aus nicht mehr anpafbaren Parametern abgeleitet

werden konnen. Die Widerspriiche dieser Theorien treten

namlich oft nicht zahlenmdfig zutage.

ceht es uns beispielsweise um die Kopplung zwischen Proto-
nierung und Phase der Lipide, so wird unser wichtigstes
ziel sein, Widerspriiche im Konzept einer "Phase" der Lipide
zu suchen, welche uns erlauben, die beobachtete "Proto-
nierungsumwandlung" bei Abwesenheit einer kalorischen
"phasenumwandlung" zu deuten (Abschnitt 2.2.). In der

Tat stellt die guantitative thermodynamische Theorie

der Kopplung zwischen Protonierung und Phase diese

Frage nicht, da hier a priori der Zustand der Membran
durch einen Ordnungsparameter charakterisiert wird,

der Kopfgruppen und Ketten der Lipide nicht unterscheidet.

Andererseits ist aber eine solche Reduktion des Systems

methodische Voraussetzung, um in sukzessiver Weise kom-

plexe Vorgdnge aufzukléren. Die Aufkl&rung der Vorgénge

am reduzierten System homogener Methylphosphatidsdure-

Lipidmembranen, mit der einfachst denkbaren Lipidkopfgruppe

und nur einer protonierbaren Steile, gelang Trduble im

Rahmen dieses Ordnungsparameters. Wir werden die ent-

scheidenden Gesichtspunkte dieser Theorie rekapitulieren

und dabei zu dem Ergebnis kommen,

1. daf bereits in homogenen Lipidmembranen eine Protonierungs-
umwandlung unabhdngig von der Phasenumwandlung der Ketten
miiglich ist, daB alsc die Becbachtung der ersteren in
Abwesenheit der letzteren kKeinen Widerspruch darstellt;

2. dap die Protonierung der allen Lipiden gemeinsamen Phos-
phatgruppen ein homogenes Funktionsprinzip darstellt;
dagegen erscheinen uns Ladungen und Struktur der Kopf-
gruppen, Lidnge der Ketten, die "Abbildung" der Proto-
nierungsordnung der Membranoberfldche im unendlich ent-

n

fernten Losungsmittel vermittels der Gouy-Chapman-Schicht,
sowie der Wert einer Umwandlungstemperatur als Spezifika,
welche entscheidend fiir eine guantitative Beschreibung
sind, nicht aber fiir die Ableitung der Protonenkontrolle

als in sich widerspruchsfreiem Funktionsprinzip bioclo-

gischer Membranen.




2.3.1. Protonierung als homogenes Funktionsprinzip.

Beispielsweise erscheint es uns gquantitativ korrekt,

fiir das Prinzip aber irrefilhrend, die nach Verschmierung
der elektrostatischen Ladungen der Kopfgruppen streng
aus dem Poisscnschen Gesetz und der Boltzmannschen
Verteilung im thermischen Gleichgewicht folgende
diffuse Doppelschicht dazu heranzuziehen, um aus den im
entfernten Lsungsvolumen gemessenen Verh#ltnissen, z.B.
dem Wert pH e , auf die Vorgdnge an der Oberfliche

zu schlieBen, etwa durch die sich ergebende Beziehung

pfl, = pHys — eB /AT

Wir betrachten diese Beziehung fiir die Protonen-Oberflichen-
konzentration als eine flir das Modell exakte Relation, welche
aber an den meisten Membranen lediglich eine phidnomenologische
Definition eires experimentell nicht nachpriifbaren Ober-

fldchenpotentials ‘fé darstellt.

Der gravierendste Einwand betrifft die Verschmierung der
Oberfldchenladurgen, der letzten Endes die negativ geladenen
Gruppen im Falle zwitterionischer Lipide eliminiert; eines
dieser Lipide, das Lecithin, ist Bestandteil aller hier be-
richteten Experimente und offenbar das hidufigste Lipid in

bioclogischen Membranen.

Ein weiterer Einwand betrifft die Icnenspezifitidt der
Lipide fiir Protonen; Protonen haben einen wviel
grdBeren Einfluf auf die Lipidphase als andere

. 2 : : :
monovalente Kationen 4 (bivalente Kationen besprechen wir
p

hier nicht; Aniocnen betrachten wir als hinreichend von den

negativen Oberfldchenladungen abgestofen um sie beziiglich

ihrer Wirkung auf die Vorgdnge zundchst zu vernachléssigen).

Die Tatsache, daB die Protonenkonzentration sogar einen
zu den anderen Katicnen umgekehrten EinfluB8 auf die
Lipidphase hat , steht dabei im Gegensatz zu einer
weiteren Annahme der diffusen Doppelschicht: der Ununter-
scheidbarkeit von Ionen gleicher Ladung.

Trduble trug diesem Widerspruch dadurch Rechnung, daB er
eine protonenspezifische Bindungsstelle postulierte

o+ Yl e

S e

und den umgekehrten Einfluf der anderen monovalenten Kationen
auf die resultierende Abschirmung der Protonen in der diffu-
sen Doppelschicht =zuriickfilhrte.

Die Schwierigkeiten, diese attraktive Theorie auf zwitter-
ionische Lipide anzuwenden, bekrdftigt nur unseren Einwand
gegen eine Verschmierung der Ladungen; wir nehmen dies

zum AnlaB, die Verhdltnisse an der Membranoberfliche zu-
ndchst mikroskopisch mit sterischen Argumenten zu bestimmen;
denn solche Randbedingungen gehéiren zur Definition des
Systems und kdnnen daher nicht aus thermodynamischen

Gesetzen abgeleitet werden.

Wir weisen auf eine verwandte Situation in der Frage des
aktiven Transports hin, den wir in Kapitel 3.3 durch eine
prdzisere Definition des Membransystems auf rein passive

Diffusion zuriickfihren wollen.

Ionenspezifitdt, und die Prctonenspezifitdt der Lipide
im besonderen, ist letztlich als sterische, mit den
Ionenradien zusammenhdngende Eigenschaft anzusehen. Er-

warten wir daher filir dhnliche Ionenradien wie die des

+ + S : " : = . o
Na und K allenfalls eine "relative" Spezifitit (zu

Modellen mit einer alles-oder-nichts-Spezifitit zwischen

+

+ . - 'y -~ o
Na ' und K nehmen wir in Abschnitt 27 Stellung), so




X

gibt es doch ein Ion mit solch offensichtlich geringerem
Eigenradius, daf hier, und vielleicht nur hier, ein
Phinomen vergleichsweise "absoluter" Spezifitdt physi-

kalisch realisierbar erscheint: das Proton®

Die Hydrathiillen erscheinen dabei nicht als starres Gebilde
von groBerem Ionenradius per se, sondern als bewegliches
Nahfeld, welches die Diffusion des Protons definiert, aber
nicht notwendig selbst mitdiffundieren muB, Dann sind der
Beweglichkeit der Protonen innerhalb der hydro-': ¢7ien
Oberflidche der Lipidmembranen keine wesentlichen Grenzen
gesetzt, im Gegensatz zu den sehr viel gr&feren Kationen
wie Na® und x*. Dieses Argument wird de facto nicht
beriihrt von der prdzisen Struktur der Kopfgruppe; auch

im Falle zwitterionischer Lipide erwarten wir fiir die
Protonen - im Gegensatz zu Na+ und K+ - eine hohere
Beweglichkeit, sozusagen f{iber die Potential-Sattelpunkte
zwischen den positiven Kopfgruppenladungen hinweg.

Ohne hier den Ansatz zu einer guantitativen Beschreibung
zu machen, folgern wir rein sterisch fiir die mikroskopische
Doppelschicht die niherungsweise Gililtigkeit des in Abb. 9
dargestellten Modells. Es ist klar, daB die mit unserem

sterischen Argument abgeleiteten weiteren Freiheitsgrade

ermbglichen, eine Oberfldchenkonzentration von hydratisierten at

zu erreichen, die eher bei der nach der Gouy-Chapman-
Theorie fiir negativ geladene als bei derjenigen fiir nach
Verschmierung "ungeladene" zwittericnische Lipide liegen.

Mit diesen Vorbemerkungen gehen wir nun davon aus, daBg

1. die Lipid-Membrancberfldche protonenspezifisch ist;

2. die fiir die Ordnung der Lipide relevanten Ionen, die
Protonen, im wesentlichen eine homogene, negativ ge-
ladene Membranoberflidche sehen, und zwar auch im Falle
dominant zwitterionischer Lipide wie der Lecithine.

Eine freie Diffusion des Preotons ist aber nicht mSglich aufgrund

der GrdBe der freien Wechselwirkungsenergie mit dem umgeben-

den Wasser: 180 kcal/Mol 1" bei Bericksichtigung je eines

HEO—Helekﬁls pro Frotoq, und 360 kcal/Mol H® fiir die gesamte

(fliissige) Hydrathiille.

vollstindigkeitshalber erwdhnen wir aber noch den, wenn auch

geringen, Anteil von Lipiden und Fettsduren, welche v8llig

insbesondere das Cholesterol, das im Neutralen bereits proto-
nierte Rephalin, die zweifach protonierbare Phosphatidsidure

und Fettsdurereste von unabhdngigem pK.

Wir betrachten also die Trdublesche "Methylphosphatidsdure-
Niherung' als prinzipiell angemessen, die Verhdltnisse an
biologischen Lipidmischungen beziiglich der einfluBreichen Pro-
tonen zu charakterisieren. Wir erwarten aber, dal die Protonen-—
diffusion an der Membranoberfliche nicht der einer dreidimen-
sionalen diffusen Schicht gleicht, sondern daB vor allem die
positiven Ladungen der Xopfgruppen [N+) zu einer Begiinstigung
zweidimensionaler Oberfldchendiffusion entlang den protonier-

baren Phophatgruppen filhren.

2.3.2. Makroskopische Theorie der Phasenumwandlung

|
andersartige Kopfgruppen besitzen und hier unterschlagen werden,
Ausgangspunkt der thermodynamischen Analyse ist daher fiir uns

die Protonenkonzentration unmittelbar an dieser Oberfldche. |

und die Zahl der Protonen sehr gering; selbst ein ganzes Zell-
volumen des Durchmessers 1 um enthielte bei pH 7 weniger als
100 Protonen. Daher ist eine makroskopische Theorie nicht
unbedingt gerechtfertigt. Es stellt eine Hypothese dar, die
prizise definierten Begriffe der Thermodynamik zur Analyse der
Vorginge an solchen Membranen verwenden zu k&nnen. Beispiels-
weise kénnen auch makroskopische Ionenstréme durchaus einzelnen

mikroskopischen Membranfluktuationen entsprechen (vgl. Abb.10).

Ein weiterer Einwand gegen die folgende Analyse betrifft die
Annahme, es reiche zundchst aus, nur eine der beiden Lipid-
Monoschichten zu betrachten, ndmlich diejenige, welche bei
der asymmetrischen Titration (Abb.4) protoniert wird.

Bei gegebener Lipidmembran ist also diese Protonenkonzentration
an der Oberfliche die nach unserer Auffassung entscheidende

thermodvnamische Variable in isothermen isobaren Zustandsdnderungen.

Allerdings ist die Dicke der Oberfl&ichenschicht mikroskopisch




Wir nennen noch einen den Protonen vergleichbaren Ein-
fluB von Ca£+, ohne dessen komplexe Wirkungsweise weiter
zu diskutieren. Andere der monovalenten Kationen haben
wir aus sterischen Griinden ausgeschlossen; sie gelangen
nicht hinreichend an die Oberflichen.

Eine weitere thermodynamische Variable von grofiem Interesse
ist der Oberflichendruck, welcher selbst unter makros-
kopisch isobaren Bedingungen lokal etwa durch Proteine
beeinfluft werden kann. Da unmittelbarer Oberflédchen-

druck durch Konformationsdnderungen ( wie die der "Poren-
proteine" Gramicidin und Alamethicin in lipophiler Ungebung)
durch den Stoffwech-sel nicht kontrollierbar ist, erscheinen
vor allem Substrat- oder Liganden-abhéngige Proteineinfliisse
biologisch bedeutsam. Interessanterweise werden im allgemei-
nen solche Liganden an Membranen auch hydrolysiert (Ab-
schnitt 3.1.), so daB wiederum an eine Protoneninduktion
gedacht werden muB.

In der Tat beeinfluBt pﬁg unmittelbar den Oberflichen-
druck aufgrund der mikroskopischen Coulomb-Wechselwirkung
zwischen den protonierbaren Kopfgruppen,

An dieser Stelle wollen wir die Wirkung der Pro-
tonen aber im Sinne der phinomenoclogischen Thermodynamik
aus der analytischen Form der freien Gibbsschen Enthalpie

ableiten: ~ \
v o |
;p = | ELS%

ll 5'“’1, | -‘fi_{._.. /

Ty ist die zur mittleren molekularen Flécheé%eine
makroskopische Variable) kanonisch konjugierte thermo-
dynamische Kraft; 7, stellt unter gewissen Idealisierungen

den Oberfl&chendruck unmittelbar dar.

Die eigentliche Aufgabe besteht alsoc darin, die analytische

Form der freien Enthalpie
G g ?)

in Abhdngigkeit von den Freiheitsgraden des Systems,
insbesondere von f)#o , zu bestimmen. Mit einem in
der Thermodynamik iiblichen "Trick" erhalten wir dann
ndmlich zugleich die makroskopische Kopplung zwischen

FProtonierung und Phase (wir folgen Triduble 1977):

kann ein System im Gleichgewicht nur in zweierlei Phasen
1 und 2 mit den thermodynamischen Potentialen G, (/{mj _?)
und (52_(¥ﬁ1&3) vorliegen, so definiert

G, (1) = 6, ({77)

den (oder die) Umwandlungspunkt(e). An der Umwandlung ist
also [jCS = O oder, bei isothermer Fiihrung,

.-G, =AG = AH-T, A5=9,

Eigentlich sollten nun A /A und A § aus einem mikros-
kopischen Modell bestimmt werden, soc daB die Messung von

7_ und A H das Modell testet. Der angekiindigte
"Trick" besteht nun aber darin, A ;{ und ?;‘ zu
messen und obige Beziehung zur Berechnung von A § zu
verwenden. Denn verwendet man Gesetze nur zur Definition
einer weiteren Grife aus bekannten, so begibt man sich des
eigentlichen Sinns eines Gesetzes: nichttriviale Aussagen
zu machen, deren Uberpriifung Fehler in der eigenen Be-

trachtungsweise aufdecken k&nnen.

Im Vertrauen auf die Richtigkeit der gewdhlten Betrachtungs-
weise folgen wir nun einer weiteren Annahme: o
m, el ol m ek,

' c ]

AlS = A5 + L8 a2 AS ;

i iseh (moel )
das so bestimmte A S werde nicht elektrostatisch (m.ec.

beeinfluBft; dahinter steht die naheliegende Vorstellung,

A L rithre im wesentlichen von der Ordnung der polymeren
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16 = : ; ;
Ketten der Lipide, wdhrend die Kopfgruppen eine viel ge-
ringere Zahl mikroskopischer Freiheitsgrade besitzen, also
die Komplexicnenzahl W und damit die Entropie

o
S;ﬁforf, v/
nur unwesentlich beeinflussen. Dagegen dndert sich bei [ﬁ

die Ordnung der Ketten erheblich o0 und
fiihrt zu dem deminierenden Wert A S "5 0.

Zerlegt man nur die Enderung der freien Enthalpie eben-
falls

AG:CﬁGﬂ.E‘Q.fﬂg&'

S LSS e e

so folgt fiir die Umwandlungstemperatur direkt

el nel,
Ist é.g nicht nur gegeniiber Ag , sondern auch

gegen AHQQ/TE_ vernachlidssigbar, so gilt

_72? g —r;-ﬂm.eg< (’ Ak A C5 ef //g] /| m.ef.:)
Auf diese Weise ist schnell, wenn auch unter etwas
uniibersichtlichen Néherungeﬁ? zu sehen, daB die Proto-
nierung der allein berﬁcksiqhtigten negativen Ladungen
die "Rufladungsarbeit"” G &= und damit auch /1 C; " zum
Verschwinden bringt:

_— — m ef. ' =

7 " {Ale L/
RS T, gir HT+LT — HL.
Dagegen erniedrigt sich die Umwandlungstemperatur umso

mehr, je weniger die Lipide protoniert sind; denn

die hier nicht abgeleitete analytische Form

m. el

folgt aus der Notwendigkeit, die Membranoberfliche (negativ)

aufzuladen, und

¢ el

ek AG B

ol = e )
< A ga-n,eL. =

folgt eigentlich bereits aus der durch CoulombabstoBung der
Kopfgruppen abgegebenen Arbeit:

Es ist somit klar, daB unter isothermen Bedingungen fluide
Lipidmembranen durch Protonierung prinzipiell "auskristalli-

siert" werden k&nnen,

Quantitative Beziehungen kdnnen erhalten werden, wenn

1. die Theorie der diffusen Doppelschicht zur Bestimmung
der Oberfldchenkonzentration der Protonen herange-
zogen wird;

2. die Gleichgewichtskonstante des Massenwirkunosgesetzes
der Protonierung der Xopfgruppen eingefilhrt wird;

3. sodann der sich ergebende Protonierungsgrad durch die
mittlere molekulare Fldche dividiert wird, um die
Oherf}échenladunqsdichte zu erhalten;

4. A\C5a} die Aufladungsarbeit unter Einschluf der diffusen

Deppelschicht, bestimmt wird.

Das Problem der Ausdehnung der Membrancherflidche an der

Umwandlung
=

o f} / x :
MRS s

R 1’5.<t :

ist dabei im Zusammenhang mit der Induktion leitfdhiger
Membrandefekte im Bereich der Protonierungsfluktuationen

(Abschnitte A 2. und Z.2.) besonders interessant.




Membranfldchenfluktuationen treten im Rahmen der thermo-
dynamische Bescireibung in zweierlei Hinsicht in Erschei-
nung:

1. als Konseguerz der Umwandlung;

2. zugleich als eine Ursache von Protonierungsfluktuationen.
Im Prinzip kdnnte die Phasenumwandlung als Protonenquelle
oder, wenn man wie in Abschnitt 2.1. beschrieben, vom flui-
den Zustand zum festeren Zustand filhrt, als Protonensenke
angesehen werder. Diese scheinbar zusitzliche "Bindungs-
stelle" fiir Prowonen aufgrund der Flichenkontraktion

sollte beim Iomemtransport im Bereich einer solchen Um~—
wandlung die Vorgdnge erheblich beeinflussen,

2.3.3. Protoni=rungsumwandlung

Betrachten wir zam SchluB die Kopplung von Protonierung und
Ordnung der Lipidmembran nochmals von einer anderen Seite:

die Protonierune einer Lipidmembran ohne erkennbare kalo-

rische Phasenumwandlung; beispielsweise eine Lipidmischung

identischer Kopfgruppen, aber unterschiedlicher Kettenlédngen,

welche ja die Unpwandlungstemperatur wesentlich beeinflussen

° -

{clraj i 5 oE Fro CH,-Gruppe); oder aber villig heterogene

Lipide mit einem wesentlichen Anteil identischer Kopfgruppen
r

etwa der Lecithine.

Am Wesen der vorangegangenen Diskussion &ndert sich auch

fir scolche, biologisch ubiguitdre, Lipidmischungen nicht

allzuviel:

1. die Theorie der diffusen Doppelschicht ist zu modifizieren
und, wie eingings argumentiert, beglinstigt eine hohe
Protonenkonzertration an der 'lembrancberfliche (welche
sozusagen im Fereich der Protonierungsumwandlung

gepuffert wird);

5]

das Massenwirlungsgesetz der Protonierung hat wie zuvor
unter isotherren isobaren (global) Bedingungen den
dominierenden EinfluBf auf den Zustand;

3. die Oberfldchenladungsdichte wird sich auch hier im
Bereich des pk wesentlich dndern, gleichgiiltig ob die
heterogenen Lipide in "Clustern" oder homogenen

Mischungen

vorliegen;

4. die bei Deprotonierung erhdhte Aufladungsarbeit
Sepred.
G " >0
fiihrt im thermodynamische Gleichgewicht

vors f.
AG = C—;o{cﬁd-éﬂm = O

notwendig und analog zum Phaseniibergang zu
0 g ol A‘r‘CP’. ; f""g”f- ~
12 —_ = P8, ,

Tur AH > O sollte sich also auch bei

Lipidmischungen ein weniger protonierter Zustand geringerer

olegee? . o
A s ot g

vom protonierten Zustand hSherer Ordnung unterscheiden lassen.

Ordnung

Selbstverstidndlich sollten sich Ordnungsparameter hetero-
gener Lipidmembranen von solchen homogener Systeme unterschei-
den, nicht nur beziiglich ihrer Gr&fe, sondern insbesondere

bezilglich ihrer Definition und gegebenenfalls sogar ihrer
ok

Existenz.

Fiir die von uns hervorgehobene "Protonierungsumwandlung"
heterogener Lipidmembranen sehen wir aber keine Schwierig-
keiten: Ordnungsparameter ist der Protonierunagsgrad der

ir 3 X
Kopfgruppen an der membranoberflache.]

Die Kopplung von Protonierung der Kopfgruppen mit der
Phase der Ketten ist aus thermodynamischen Griinden
intrinsisch. Dabei erscheint uns unerheblich, ob durch
Protonierung "die" Phasenumwandlung ausgeldst wird;
Fluktuationen des Oberflichendrucks sind in jedem Falle
zu erwarten. Unter dem Eindruck der beobachteten Ionen-
kanile in heterogenen Lipidmembranen (Abschnitt 2.2.)

im Vergleich zu den bisher in homogenen Systemen beschriebenen

schliefien wir:




%)

Heterogene Systeme erscheinen noch geeigneter zur Erzeu-
gung leitfdhiger Defekte als homogene; heterogene Lipid-
membranen erlauben dabei dank im wesentlichen homogener
Kopfgruppen, die Vorgidnge wie beobachtet im engen Bereich
einer Protonierungsumwandlung zu kontrollieren(Abb,g .

Die in zweidimensionaler Abbildung "homogenen” CHZ- Ketten
(2bb.10) brechen an der Protonierungsumwandlung die Symmetrie
(genauer: die Gitterkonstante) des ndherungsweise hexago-
nalen Punktgitters; die Umwandlung ist allerdings eher kon-
tinuierlich als scharf aufgrund des Massenwirkungsgesetzes

der Protonierung.

3. Spezifitdt protein-induzierten lonentransports

Die beobachtete hohe Spezifitdt der Transportvorgidnge

durch biologische Membranen erfordert die Induktion solcher

Vorginge durch Proteine (1.3.). In diesem Kapitel soll

aber der Beweis erbracht werden, daf einfache elektro-

chemische Diffusion durch leitfdhige, vermutlich HZO_

enthaltende Defekte in der Lipidmembran, also vergleichsweise
unspezifische Ionenkandle, dadurch de facto zu spezifischem

Tonentransport fithren, daB die Bedingungen der Induktion

der Kandle spezifisch sind:

- wird der kritische pH-Bereich nur durch die Aktivitdt ei-
nes Enzyms erreicht, so ist die Induktion dieser Ionen-
kandle substrat-spezifisch (3.1.);

- jst die AktivitH#t eines solchen Enzyms nur in Anwesenheit
einer spezifischen Ionensorte dazu hinreichend, so erscheint
der Ionenkanal a posteriori spezifisch [3.2.0%

- ist die Anwesenheit dieser spezifischen Icnen aber nur auf
einer der beiden Membranoberfldchen notwendig und hinrei-
chend zur Induktion dieser Ionenkandle, so filhrt lokal
passive Diffusion zu global aktivem Transport
dieser Ionen (3.3.).

In dieser sehr einfachen Weise (Abb. 3 |} filhrt nach unseren

Vorstellungen die Na;ntw aktivierte ATPase zum aktiven Na+—

Transport in den AuBenraum mit der Konsequenz eines negativen

elektrostatischen Potentials im Zellinnern. Der so aufge-

baute Na - Gradient wird durch die entsprechende Aktivitdt
der ionen-un-spezifischen AChase wieder abgebaut, und die

Membran depolarisiert. Eine besondere Rolle erwarten wir

dabei fiir die Protonen, welche diese Vorginge kontrollieren

{3.3.3.). Eine Diskussion der zusdtzlichen Effekte der
i Aktivierung (oder der Ca2+L- Aktivierung) von ATPasen
ext . ext

anterbleiht hier iibersichtshalber, doch ist leicht nachzu-
vellziehen, daf analog wieder die tatsdchlich beobachtete
Richtung und Ionenspezifitdt aktiven Transports dieser

Ionen ergibt, und zwar alleine auf der Grundlage passiver

Diffusion durch die Ionenkandle der Lipidmembran.




3.1. Substratspezifitat

wirkt. Eine solche reversible Protein-Liganden-Wechsel-
Als Beispiel wird hier die Wirkung der Acetylcholinesterase wirkung spielt also fiir die Induktion der Kandle keine }
(AChase, ACh-Hydrolase, E.C. 3.1.1.7.) besprochen. Es handelt ursichliche Rolle. i
sich um die schnellste in biologischen Geweben verbreitete i
Hydrolase: sie spaltet ihr natiirliches Substrat Acetylcholin

| Die substrat-induzierten Ionenkandle beruhen nicht, wie
| (ACh) in 50 usec:

in der Rezeptor-Hypothese postuliert, auf der Wirkung des
Substrats selbst, sondern auf der Wirkung der Reaktions-

l + ks * & 4 3 iy hase; di ht eindeuti
| ACﬂ\_ + ,UzO —_——> H + AC + Cﬂ; - produkte der Hydrolyse an der AChase; dies ge _ eindeutig
52%&5&: aus der Tatsache hervor, daB8 nach dem hydrolytischen Abbau
des Substrats das Uffnen und SchlieBen der Ionenkandle nicht
AChase ist in fast allen Nervengeweben nachgewiesen, in versiegt, sondern im Gegenteil beliebig lange Zeit andauern
htéichstem MaBe aber in den Membranen des elektrischen Organs kann: Kontrollmessuncen im Rahmen des Ellman-Assays ergaben ﬂ
des elektrischen Rals, dem Gewebe alse, in welchem Ionen- die vollstindige Hydrolyse des ACh in 15 Sekunden nach Applika- :‘
transport und resultierende elektrische Spannungsinderung tion unter unseren Bedingungen, doch die Ionenkanile konnten |
in hochstem MaBe auftreten: 700 V beim elektrischen Schlage. oft viele Stunden spiter noch beobachtet werden! I'
Aus diesem Organ wurde die in den nun dargestellten Unter- |
suchungen verwendete AChase gewonnen. Das Reaktionsprodukt Cholin ist nicht in der Lage, die Vor- |
ginge hier auszuldsen, wie Kontrollmessungen zeigten, in !
AChase und die durch enzymatische Hydrolyse des ACh induzierten welchen Cholinchlorid an Sojabohnen-Lecithinmembranen appliziert |
Ionenkanédle wurden in frilheren Berichten theoretischi Ound wurde. Das Reaktionsprodukt Acetat ist ebenfalls auszuschlieBen, |
experimentelitbereits beschrieben; daher wird die Diskussion da Salzsiure dieselben Effekte wie Essigsdure im selben pH- i
im folgenden auf Aspekte beschrdnkt, welche mit den Eigen- Bereich zeigte, so daB die Wirkung des Substrats nur auf dem |
schaften der Lipidmembran zusammenhingen. einzigen verbleibenden Reaktionsprodukt beruht: dem Proton[ﬁfi 2)- ‘ l
i
3.1.1. Substratspezifische Protonen-Induktion Die Eigenschaften protonen-induzierter Ionenkanidle durch die [
Lipidmembran sind daher auf die ACh-induzierten Iconenkandle |
Die Substratspezifitit der AChase ist in der biochemischen iibertragbar, insbesondere: I
Literatur etabliert. Sie ist nur eine "relative", das heipt 1. es mup eine der ph-Schwelle (2.2.) entsprechende Schwelle |
auf eine Wahrscheinlichkeit der stereochemischen Erkennung der Menge des applizierten ACh existieren, oberhalb derer
bezogene. Butyrylcholin wird beispielsweise typisch 10 mal die Membran erst leitfdhig wird;
langsamer hydrolysiert als ACh, Carbamylcholin typisch 10% 2. oberhalb einer zweiten pH-Schwelle (2.2,) scllte die Ord-
mal langsamer; Phenylacetat dagegen wird sogar noch schneller nungsumwandlung in einen zweiten, nicht mehr leitfdhigen
hydrolysiert als ACh. Membranzustand vollzogen sein; nach hinreichender Appli- i.
ation sollte die Membran daher nicht mehr auf ACh reagieren
Wie in Abb. A4 yezeigt, konnte _Fhenflacetat (Pha) ebenso (Desensitisierung). |

Vi
Ionenkandle induzieren wie ACH. PhA ist elektrisch neutral,

: AT 5 i : s : e
im Gegensatz zu ACh , dessen quaterndres Ammonium (N ) mit der I

negativ geladenen, anionischen Bindungsstelle der AChase wechsel-




3.1.2, Oberflichen-Kontrolle der Protonierung

Quantitative Ubertragbarkeit der Eigenschaften der Lipidmem-
bran auf die substrat-induzierten Ionenkandle sollte eigent-
lich aus den vorangegangenen Uberlegungen folgen: das heiRt

beispielsweise gleiche Effekte bei Applikation wvon 1 mM ACh

in Anwesenheit von AChase einerseits, und pH 3 durch direkte
Applikation von Sdure andererseits. Dies ist aber nicht der

Fall:

in der Literatur wird in vive und in wvitro die Induktion

von Iconenkandlen bereits nach Applikation von wenigen uM ACh
berichtet;

dariiber hinaus sind die meisten dieser Untersuchungen bei
neutralem pH gepuffert (z.B. pH 7.4 inaj-}; ein Vergleich
mit Effekten zwischen pH 4 und pH 1 erscheint also v6llig
abwegig;

auch die meisten bicleogischen L&isungen enthalten Puffer,
welche den pH des Lisungsvolumens, und damit den hieraus
berechneten Oberfl&chen-pH, konstant halten scllten, also

protonen-induzierte TIonenkandle zu verhindern scheinen.

Dies stellt einen Widerspruch dar. Wie ist es mbglich, das
die logische Analyse des molekularen Systems (3.1.1.) nur die
Protonen-Induktion zuldBt, obwohl doch die Effekte auch in

Anwesenheit von Puffern auftreten?

Dieser Widerspruch 148t sich aufl&sen. Ein logischer Wider-
spruch ist dann aufgeldst, wenn die Griinde, ihn zu erheben,
entfallen. Genau dies soll nun durch eine andere Betrachtungs-
weise der Vorgénge an den Oberflidchen der Membranen erreicht
werden. Da es eber nicht gelingen wird, auf der Grundlage der
bisherigen Beobachtungen, eine guantitative Theorie aufzu-
stellen (vgl. dazu 2.3.), kann die Protonen-Induktion ACh-
induzierter Kandle bisher nicht guantitativ bewiesen werden.
Dennoch folgt die Protonen-Indukticon aus der vorangegangenen

logischen Analyse des molekularen Systems nach unserer Auf-

fassung zwingend.

Ich schlage nun folgende Betrachtungsweise der Vorgédnge

an der Oberfliche wvor:

1. Lokale Erzeugung von Protonen an der Oberfléche im Verlauf

der Hydrolyséaist a priori unabhdngig vom pHgs des

Lésungsvolumens.
2. Die zweidimensionale Membrancberflédche ist durch die

Kopfgruppen der Lipide gepuffert.

In mathematischer Idealisierung ergidbe sich sogar eine
unendlich hche,é‘-funktionsférmige Pufferkonzentration
(Abb. ﬂ ). Dieser Puffer-Bereich ist aber unabhidngig vem
Lésungsmittel und allein durch den pK der Lipide bestimmt.
Die Folge davon ist, daB die Lipidoberfldche sich selbst im
Bereich, und in den Bereich, der Frotonierungsumwandlung
puffert!

Puffern der "unendlich" entfernten LOsung legt also den
Oberflichen-pH, nicht fest, sondern "verfdlscht" lediglich
den aus pH 4 folgenden pHepn der Losung. Solange das
System nicht im thermischen Gleichgewicht ist, die Reaktion
also noch nicht vollendet ist, sind thermodynamische Berech-
nungen des Oberflichen-pH, nach der Debye-Hiickel-Theorie

ohnehin ungiiltig.

AChase und Lipide kontrollieren sozusagen selbst die Vor-
génge an der Oberflidche, und damit die Leitfdhigkeit; im
entfernten Lésungsvolumen bilden sich diese Vorgdnge nach
kinetischen und thermodynamischen Gesetzen ab, doch der um-
gekehrte Schluf von pH__ auf pHO fithrt in vielen Fdllen

in die Irre.

Dennoch zeigt die Lipidleitfdhigkeit nach Ansduern des L&sungs-
volumens zum kritischen Bereich (2.2.), das eine Kontrelle
des Zustands der Lipidmembran auch durch pH . mglich ist.

Allerdings wurden diese Messungen




- chne Hydrolysevorgdnge und
- ohne Zusatz von Puffern

durchgefiihrt.

Schlieflich haben die angegebenen Werte pH., im Zusammenhang

mit dem Lipidzustand nur Sinn, wenn die anderen thermodynami-

schen Variabler bei allen Messungen dieselben waren (vgl.2.3.).

Sicherlich riihrte die iiberraschend gute Kontrolle der Induktion

des kritischen Zustandsbereichs durch einfaches AnsZuern des

Losungsvolumens auch daher, daf wir (etwa beim Sojabohnen-Lipid)

in den genannten Experimenten auferdem

— die elektrische Spannung konstant (auf +40 mV beziiglich des neu-
tralen Kompartments auf der anderen Seite der Membran) hiel-
tens

- den Oberflédchendruck (bzw. -spannung) der Membran zwar nicht
kontrollierten, aber durch Verwendung identischer Randbedin-
gungen (membrantragende Bohrung 200 um @, 20 um Dicke) in
gewissen Grenzen hielten.

3.2. Iconenspezifitdt

Die Messung elektrischer Strdme per se ist ein ungeeignetes
Mittel, Ionenspezifitdt nachzuweisen. Alle Untersuchungen zur
Iconenspezifitdt der Membrankanile, also der aufgeldsten ein-
zelnen Leitfihigkeitsspriinge, sind aber auf Messung des Mem-
branstromsgegriindet. Hierin liegt ein Dilemma.

Es soll nicht darauf eingegangen werden, welche Wege schon
beschritten wurden, um die offensichtliche Spezifitdt der
Transportprozesse durch Membranen auf ihren Mechanismus zu-
riickzufiihren. Weder icnenspezifische Markierung durch Isotope,
noch Zuordnung per definitionem des aus Strommessung gewcnnenen
Umkehrpotentials zu einem ionenspezifischen Gradienten konnte
dieses Dilemma beseitigen: der Mechanismus der Ionenspezifitdt
ist bis heute nicht auf physikalische Grundgesetze zurlick-

gefilhrt.

Im Gegenteil ergaben sich scheinbar widerspriichliche Eigenschaf-

ten der Ionenkandle in vitro und in vivo:

die auBerordentliche Hhnlichkeit der Ionenkandle, sowelt die
Phincmenologie der stufenférmigen Membranstrémeﬂ'31
zu schlieBen erlaubt, legt dieselben Mechanismen in wivo und
in wvitro natiirlich nahe; in der Tat lassen sich auch bei
detailliertem Vergleich charakteristischer Ionenkandle, wie
sie von dem Polypeptid Alamethicin in vitro, aber auch in vivo

induziert werden, die Verhiltnisse in der biologischen Membran

ven denen in der kiinstlichen Lipidmembran EPCh den Untersuchungen
4

von Sakmann und Boheim kaum unterscheiden;

dagegen deuten die gemessenen Umkehrpotentiale auf eine Tonen-

e i & ; i + : + . #
spezifitdt der Kandle in wvivo, z.B. K - Kandle oder Na - Kanale,°

welche in vitro nicht zu best#tigen ist: direkte Messung des
Membranstroms in beispielsweise 1 M KCl, verglichen mit 1 M
NaCl, ergab in unseren sowie in der groBen Zahl friherer
Untersuchungen an kiinstlichen Membranen keinerlei Hinweise

: % + __ : : e i
auf spezifische K - Kanile, die sich von Na - Kandlen direkt

unterscheiden lieBen. Die indirekte Wirkung pharmakologischer




"ionenspezifischer Kanalblocker" hilft uns beziiglich des
Mechanismus auch nicht weiter; die Ionenspezifitdt kénnte
hier ja durch die Modifikation der Membran, nicht aber
durch den Ionenkanal selbst, verursacht sein.

Quantitativ etwas unterschiedliche Leitfihigkeit der Ionen-

Kandle in verschiedenen Elektrolyt-Lésungen wurden aber auch
in vitro bemerkt. Unter den vielen Fragen, die dabei offen-

gelassen werden erwdhnen wir nur die, welchen Anteil

+
H

an den gemessenen Strémen durch die Membran eigentlich hat.
Beriicksichtigen wir dariiber hinaus Anionen- (oder auch, wie
gelegentlich vorgeschlagen, Elektronen-) Leitung durch Membra-
nen, so stehen wir vor der unl&sbar erscheinenden Aufgabe,
einer einzigen Strommessung eine grofe Anzahl ionenspezifi-
scher Komponenten zuzuordnen.

Bedenken wir noch, daB die Protonenspezifitit der Lipid-Ober-
fldache (Abschnitt 2.3.4.) dazu fihren kann, dag in wdBriger
Losung (z.B. von KCl) gemessene Membranstrome in der Tat
nahezu reine Protonenstr®me sein k&nnten, so ist einzusehen,
daB (wie schon in AR diskutiert) die Ionenspezifitdt
der Kandle auf qEr Grundlage reiner Strommessungen in keiner
Weise etabliert werden kann.

Aus diesem Grunde verzicht i i
de verzichten wir im folgenden darauf, Ionen-

spezifitdt der Kandle zu postulieren.

Uberraschenderweise wird sich zeigen, daf auch villig ionen-
unspezifische Kandle in biologischen Membranen zu spezifischen
lonenstromen filhren kdnnen. Zum Beweis stellen wir uns vor,

der Ionenkanal durch die Lipidmembran sei ein wassergefiillter
Defekt im Gitter der Lipid-Schwanzgruppen, sozusagen ein

Loch, das nur villig (oder therunqsweise} unspezifische elektro-

et y R ] ; ;
chemische Diffusion der Ionen erlaubt. Eine gewisse "relative"

Ionenspezifitdt der Diffusion in H,0 beriihrt die Argumenta-
tion dabei nicht(2.3; Abb 10).

Der zentrale Gesichtspunkt ist nun:

selbst ein vBllig unspezifischer Ionenkanalkann nur solche
spezifischen Ionen transportieren, welche sich auch tat-
sichlich wiahrend der Lebensdauer des Kanals an der lokalen

"yvor" dem Kanal, befinden.

Membrancberflidche, sozusagen
fffnet ein ionen—gg—spezifischer Kanal pur in Anwesenheit
spezifischer Tonen, so muf er zwangsldufig ionenspezifisch
erscheinen, denn der Icnenstrom ist dann notwendig ionen-
spezifisch. Die Ionenspezifitdt ist dann nicht eine Eigen-
schaft des Tonenkanals, sondern der ionenspezifischen Um-
gebung das Kanals, insbesondere ionenspezifischer Gradienten

iiber der Membran.

Der in Abb. 42 skizzierte, v6llig unspezifische Ionenkanal
kann beispielsweise nur

- spezifisch Na+ nach dem Zellinnern (int), und

- spezifisch k" nach dem ZellduBeren (ext)

transportieren.

Da in der Tat solche spezifischen Konzentrationsgradienten
iiber den biologischen Membranen aufgebaut werden, sollte

die Induktion v&llig unspezifischer (oder nur "relativ"
spezifischer) Ionenkandle durch die Lipiddoppelschicht aus-
reichen, Influx von Na® und Efflux von k" nach Applikation
des ACh an die Membran zu erkliren. Inscfern ist also die
substrat-spezifische Hydrolyse auch in der Lage, ionen-spezi-

fische Transportprozesse durch die Membran auszulﬁsen(Abb 3\.

Die Ionenspezifitdt der (z.B. Na'-, kT-)ranile in vivo stellt
damit keinen Widerspruch zu den in vitro gemessenen, Ver-
gleichsweise ionen-un-spezifischen Ionenkandlen dar. Die
letzteren erscheinen im Gegenteil sehr wohl geeignet, die
ersteren unter Beriicksichtigung der lber der Membran anliegen-
n

Gradienten zu erkldren.

G
den ionenspezifischen




Das Problem der lonenspezifit#t ist damit aber nicht ge-
1tst, sondern nur auf das Problem verschoben worden, ent-
sprechende ionenspezifische Gradienten iUber der Membran zu
erzeugen.

Diese aufzubauen, ist Thema des letzten Abschnitts 3.3.
Wdhrend der ionenspezifische Membrantransport bei gegebenen
Gradienten auch chne Proteine durch reine Lipidmembranen
auftreten sollte, wird sich nun zeigen daf der Aufbau dieser
ionenspezifischer, "aktiven" Konzentrationsgradienten nur
zu realisieren ist,

- wenn eine durch spezifische Ionen aktivierte St&rung den
Zustand der Lipidmembran in den leitfdhigen kritischen
Bereich verschiebt;

- wenn diese Stérung nur fiir eine wohldefinierte Asymmetrie
iber der Membran auftritt, nidmlich nur in Anwesenheit
ionen-spezifischer Konzentrationsgradienten iiber der Mem-
bran von umgekehrter vektorieller Richtung zu den aufzu-
bauenden Gradienten.

Dies wird aber, vie nun zu zeigen, durch ionen-abhingige,

membran-asymmetrische Aktivierung von Hydrolasen erreicht,
und damit durch :onenspezifische Lipidprotonierung.

3.3. Rsymmetrie

Wir werden im folgenden die Konsequenzen der Hydrolyse von
Adenosin-tri-phosphat (ATP) an der membrangebundenen

Nat- s ATPase, einer sogenannten "aktiven Transport-ATPase",
diskutieren. Es wird sich ergeben, daB eine Konsegquenz,

die Protonen-Induktion von Ionenkandlen durch die Lipid-
doppelschicht infolge hinreichender ATP-Hydrolyse, zwangs-
lsufig zum Aufbau ionenspezifischer Gradienten lber der
Membran fiihrt, und zwar Gradienten von der becbachteten
Tonenspezifitdt und in der beobachteten vektoriellen Richtung.
Diese MSglichkeit stellt einen neuen, molekular detaillier-
ten Mechanismus aktiven Transports durch biologische Membranen
dar? Eine Falsifikation dieses Mechanismus beriihrt aber

wegen zusdtzlicher Annahmen die bislang in dieser Arbeit

gemachten Aussagen nicht notwendig.

Bekanntlich bezeichnet man als "aktiv" solche Transportvorgdnge,
welche Konzentrationsunterschiede zwischen den beiden durch
die Membran getrennten Ldsungsvolumen aufbauen. Ublicherweise
werden die beiden Teilsysteme als sténdig in Verbindung

stehend betrachtet, beispielsweise durch einen Ubertrdger-
Mechanismus ("Transportprotein"). Daraus ergibt
Ssich dann die Notwendigkeit einer direkten chemi-osmotischen
Kopplung im Onsagerschen Sinne. Man stellt sich beispielsweise
vor, die bei der Hydrolyse von ATP an der ATPase erzeugte

freie Energie werde, sozusagen stéchioqetrisch, zum Aufbau

1
der Gradienten verwanct (Mitchell, Skou, Kyte

Tn der Tat geht der aktive Transport ganz allgemein mit
Hydrolyse, insbesondere von energiereichen Triphosphaten,
einher. Der entscheidende Einwand gegen diese deskriptiv
erfolgreiche Konzept ist aber, daB zwar eine Parallelitdt
chemischer und osmotischer Vorgdnge zu beobachten ist, daB
aber die Art und Weise, wie diese stbchiometrische Kopplung
zustande gebracht werden soll, im Dunkeln bleibt. Das
aktive Transportprotein muB als Modell verstanden werden,
welches keiner direkten kritischen Prifung zugdnglich ist.

Die mangelnde Falsifizierbarkeit rithrt, wie bereits fir




passive Transportproteine diskutiert (vgl. Vorwort), von
der Unmiglichkeit, Membranen herzustellen, welche nur aus
Proteinen bestehen. Die Lipidkomponente der Membranen ist
auch bei den aktiven Transportprozessen notwendige Voraus-
setzung filr die Existenz der Doppelschicht und damit der
Moglichkeit eires Membrantransports per se. Dariiber hinaus
ist die Na - X - ATPase chne Lipide gar nicht enzymatisch
aktiv: die Hydrolyse des Substrats ATP und der dabei indu-
zierte aktive Tansport von Na+ und K+ erfordert die Anwesen-
heit der Lipide, und zwar als Doppelschicht.

In jedem Falle sind die Transport-ATPasen membrangebunden.

Schon daraus esrgibt sich der fiir das folgende entscheidende
Gesichtspunkt:

die Konsequenzen der ATP-Hydrolyse fiir die Leitfdhigkeit
der Lipid-Doppelschicht (wgl.3.1.), sowie die gegebenenfalls
spezifische Ionen-Diffusion durch dieselbe (3.2.), sind also
unvermeidliche Vorginge im Verlauf des ionenspezifischen,
aktivenMembrantransports.

Im nédchsten Abschnitt 3.3.1. wird der thermodynamische Grund-
gedanke ausgefiihrt, wie durch passive Diffusion ein aktiver
Konzentrationsgradient aufgebaut werden kann, wenn die ATPase

nur unter gradienten-spezifischen Bedingungen die Ionenkanile
offnet.

Im letzten Abschnitt 3.3.2. wird aber gezeigt, daB die Protonen-
kontrolle dieser Vorgdnge ein im Detail wesentlich differen-
zierteres Bild srgibt, unsere Theorie also nicht hinreichend
ist.

Fiir den im folgenden vorgeschlagenen Mechanismus spricht aber,

1. daB der resultierende, global aktive Transport allein aus
lokal passiver, elektrochemischer Diffusion folgt, das
heiBt auf physikalisch gesicherten Mechanismen griindet;

2. daB aktiver, ionenspezifischer Transport in der beobach-
teten Richtung direkt aus den etablierten Eigenschaften
der besprochenen Na'- K'- ATPase und der von uns nachge-

wiesenen Protoneninduktion der Ionenkandle folgt;

Beispielsweise muB jede durch irgendein Ion X an einer

der beiden Membranoberfldchen aktivierte Hydrolase

zu aktivem Transport von x+zur anderen Seite der Membran hin
filhren. Dieser aktive Transport darf aber nur in einem kriti-
schen, substrat-induzierten pH-Bereich auftreten; er mus
weiterhin bei hinreichend saurem pH reversibel erl&schen, und
zwar unabhingig vom chemischen Metabolismus und den osmotischen

Grzdienten. Eine Voraussage zur antagonistischen Protonen-

Kontrolle durch enzymatische Hydrolyse respektive elektrostatische

Mébranspannung findet sich in 3.3.3.

3.3.1. Maxwell's Ddmon im aktiven Transport

- Es ist bekannt, daf die aktive Na+- K+— ETPase nur dann
Protonen erzeugt (durch ATP-Hydrolyse), wenn im Innern der
Zelle Naint vorhanden isé¥*Die5e Konzentration beziehen
wir auf eine Oberflédchenkonzentration Nagnt am Ort der
membrangebundenen ATPase (dies ist eine Annahme) .

— Es ist weiterhin nach unseren Ergebnissen (2.2.) davon
auszugehen, daBf Lipid-Membranen, welche Lecithin enthalten,
oberhalb der Schwelle der Oberfldchen-Konzentration der
Protonen

thr 1

e
H é% I{O E

Ithr 2

und unterhalb einer zweiten Schwelle passive Ionenkandle

ausbilden (A b b?)

Halten wir bis auf Na (kiinftig sind hier Konzentrationen
gemeint) alle anderen thermodynamischen Variablen konstant,
insbesondere die Konzentration des Substrats ATP, so folgt dal
(s]

einer ewissen
int SHE g

passive Ionenkandle nur auftreten, wenn Na
Schwellwert iiberschreitet:
(=] thr i + ke
5 < — H bzw. Na
X int = X int =
Dabei ist gleichgiiltig, ob diese Schwelle durch thermodyna-

mische (und unwahrscheinliche) Konzentrationsfluktuationen,

+
oder durch deterministische Bildung von X an der Ober-
33
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fliacheé erreicht wird.




Daraus folgt bereits fiir passive, ionen-unspezifische
Diffusion durch diese Icnenkandle {vgl. 3.2.), daB %
nach auBen diffundiert, bis sich im AuBenraum die mittlere
Konzentration

thr

g Z A int

ext
eingestellt hat.
thr

int
gebundenen ATPase festgelegt, also a priori unabhingiqg von

X ist durch die lokalen Eigenschaften der Lipide und der
den globalen osmotischen Bedingungen. Ist die Schwelle, z.B.
Naizi,gréﬁer als die mittlere Konzentration im Innenraum
(wir gehen auf Oberflichen-Korrekturen hier nicht ein,
da sie das Wesen des Arguments nicht beriihren) so folgt

N2 xt - Na;ii > Najnt !
Das System hat durch lokal passive Diffusion einen global
aktiven Gradienten aufgebaut. Hier besteht eine gewisse Analogie
zum alternativen "carrier"-Mechanismus: der Ion-Protein-
Komplex diffundiert ebenfalls passiv beim aktiven Transpcn.'t?“L
Anstatt den Transport aber durch unterschiedliche Bindungs-
konstanten fiir das Ion, je nach der Oberfl&che, an welcher sich
das Protein befindet, zu erzwingen, folgt bei unserem Vor-
schlag der aktive Transport aus der meBbaren Schwelle fiir
die Leitfdhigkeit der Lipidmembran. Thermodynamische Kraft
ist (bis auf den Temperatur-Faktor) der lokale osmotische
Druckgradient; die bei der Hydrolyse selbst erzeugte freie
Energie erscheint als unabhdngige Grdfie; es existiert keine

direkte chemi-osmotische Kopplung (vgl., aber 3.3.2).

Der aktive Transport arbeitet hierbei nach dem Prinzip eines
Gefdngnistors, das nur getffnet wird, wenn "vor" dem Tor,
nicht aber, wenn "hinter" dem Tor Na & auftritt. Das Gefidngnis
fiillt sich so allein durch passive Diffusion (Abb. 43 ).

Der in 3.3.2. besprochene EinfluB des Protonierungsgradienten

ist wesentlich subtiler, mSglicherweise aber guantitativ

dominierend.

Eine Beriicksichtigung der ionenspezifischen "Randbedingungen"
der beiden Teilsysteme, welche oberhalb einer ionenspe-=
zifischen Schwelle offen, unterhalb dieser Schwelle aber
ceschlossen sind, stellt eine interessante Variante thermo-
dynamischer Systeme dar, deren Gesetze die Form bedingter,

lokaler Onsagerrelationen annehmen scllten (Abb.éﬁ-

Membran offen;
Onsagerkoeffizienten % CD;

falls PHO = }OK

falls PHO ’#: fOk/ Membran geschlossen;

Onsagerkoeffizienten = {).

Global haben wir es hier mit einem Maxwellschen Ddmon zu tun:
die Entropie des (nicht ganz abgeschlossenen) Ionensystems
im Innern und AuBeren der Membran nimmt ab, obwohl dte Trans-

: : 38
portprozesse selbst dem lokalen Gleichgewicht zustreben:

Der aktive K - Transport wirft keine grundsdtzlich neuen
Probleme auf: die elektrostatische+Membranipannung, w?lche
durch den aktiven Transport von Na und H ins ZellduBere
aufgebaut wird, zieht Kationen ins Zellinnere. Ist aufler
Na+, H+ nur noch K+ im System enthalten, folgte bereits

+ :
hieraus zwangsldufig ein scheinbar aktiver K - Influx ins

Zellinnere.




3.3.2. Protoniszrungs-Asymmetrie

Unter den sehr vielen Fragen zum aktiven Transport, die ich

offenlassen mu3, ist die besonders schmerzlich, daB das gquanti-

tativ vermutlich dominierende der transportierten Ionen, das

Proton, wegen seiner besonderen Rolle bei

- Protonentransport

- enzymatischer Lipidprotonierung einer Oberfldche (Asymmetrie)

- Lipidprotonizrung der anderen Oberfldche als Folge des
Protonentransports (Symmetrie},

dem einfachen Mechanismus eines asymmetrischen Gefingnistors

nicht gehorchea wird. 5o sollte der Protonentransport durch

Membranen eine ganze Reilhe von Eigenschaften zeigen, die nicht

in leicht iberschaubarer Weise (und damit falsifizierbar)

darzustellen sind.

Ganz abgesehen von der Rolle der Proteine und ihrer pH-ab-
hingigen Aktivit&to(vgl. 3.3.1. £ir H® statt Na¥) sollte
bereits die Lipiddoppelschicht zwar oberhalb einer Schwelle
der Protonenkonzentration &ffnen (analog 3.3.1.), oberhalb
einer zweiten Schwelle aber wieder schliefien. Der Ionentrans-
port wdre niherungsweise protonenspezifisch (vgl. 2.3.1.) und
sollte die Lipidmembran durch Protonierung der anderen Ober-

fldche symmetrisieren,

Beschridnken wir uns aber darauf, eine reine Lipidmembran negativ
geladener Phosphatgruppen wie in Abb. A4 nur auf einer
(entsprechend der Wirkung der ATPase der "inneren") Oberfléiche
zu protonieren, so ergibt sich chne Berilicksichtigung von
elektrischen Feldeffekten aufgrund thermischer Diffusion
- oberhalb der ersten (Induktions-)Schwelle der Protonen-—
konzentration ein vektorieller Protonentransport nach
"auBen", der aber
- oberhalb der zweiten (Desensitisierungs-)Schwelle der

x f X L =
Protonenkonzentration wieder erlischt(Atc, 7 .

Wird die Protonierung durch das angelegte elektrische
Membranpotential erreicht, so ist dieser vektorielle
Protonentransport per definitionem global passiwv. Lokal

ist der vektorielle Transport von Ionen nach unserer
Auffassung in jedem Falle passiv (3.3.1.). Aufgrund der
Bindung der Protonen an die Membranoberfldche sollten
Protonierungsgradienten zu besonders hohen elektrischen
Feldstérken innerhalb der Membran filhren, welche den
passiven lokalen Ionentransport kontrollieren. Die Grtfen-
ordnung ldBt sich aus dem Membranpotential (typisch 10_1 V)
und der Dicke der Doppelschicht (weniger als 102 %) zu
iiber 105 V/cm abschitzen. Bei solch hohen Feldstdrken

muf sogar mit Dissoziations-Feld-Effekten gerechnet werdcn?
Mit Sicherheit sollte der Ionentransport aufgrund asymme-
trischer Protonierung durch Hydrolase-Aktivitdt erheblich

-0
beeinfluBt sein?

In diesem Sinne sollte die an der "inneren" Zelloberfldche
lokalisierte Na'T- ATPase zu einem weit griBeren Na+-Tran5p0rt
nach "auBen", angetrieben durch den Protonierungsgradienten,
filhren als dies nach dem einfachen Prinzip des Gefdngnistors

( Abb.43) zu erwarten wire.

Der Maxwellsche Dimon erkldrt den vorgeschlagenen Mechanismus
global aktiven Transports auf der Grundlage lokal passiver
Diffusion. Die Protonenkontrolle der elektrochemischen
Diffusion verziert diese Vorgiinge jedoch mit wesentlichem

Detail.

Der nichste Schritt ist nun ein kritisches Experiment, welches

unsere Vorstellungen zum aktiven Protonentransport falsifi-

zieren kann. Besonders reizwvoll erscheint uns ein Experiment

zum Antagonismus

- elektrische Lipidprotonierung durch das angelegte
Membranpotential gegen

- enzymatische Lipidprotonierung durch eine membrangebundene

Hydrolase umgekehrter Asymmetrie (Abb. 1% ).

T
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Ich sage voraus, daf unterhalb eines gewissen Betrages des Zusammenfassung

angelegten Membranpotentials membrangebundene Hydrolase,

beispielsweise auch die Acetylcholinesterase, bei anta- Aus der vorliegenden Untersuchung ergeben sich folgende
gonistischer Asymmetrie im kritischen pH_ - Bereich zu Prinzipien des Ionentransports durch biologische Membranen:

global aktivem Protonentransport filihrt.
A. Lipide sind notwendig zum Icnentransport per se.

Eine Falsifikation dieser Voraussage widerlegt sowohl die B. Eine Ordnungsumwandlung der Lipidkomponente der Membran

in 3.3.2. wie die in 3.3.7. dargestellte Betrachtungsweise. ist hinreichend fiir passiven Ionentransport.

Eine experimentelle Verifikation beweist sie aber dennoch C. Die "kritische" Bedingung einer Ordnungsumwandlung kann "multipe
nicht. Bestenfalls stellt sie die chemiosmotische Kopplung durch mehrere thermodynamische Variable erreicht werden.

von enzymatischer Hydrolyse und pH-Gradienten auf eine | D. Zellmembranen werden nur im Bereich "kritischer" St&rungen

der Lipid-Doppelschicht-Membran. E. Proteine sind notwendig zur lokalen Kontrolle dieser St&rungen.

|
migliche mikroskopische Grundlage: die Protcnenkentrelle | I der Lipidkomponente "lokal" permeabel.

! | F. Die Spezifitdt der Proteine prégt sich dem Ionentransport auf.

I| G. Enzymatische Hydrolyse ist im kritischen Bereich hinreichend,

‘ substrat-, ionen- und richtungs-spezifische Transportprozesse
1 auszuldsen.
J H. Acetylcholin-induzierter passiver sowie ATP-abhidngiger aktiver
| Ionentransport kiénnen durch enzymatische Hydrolyse ausgeldst I
| werden. |
I. Protonen sind im kritischen Bereich hinreichend zur synapti-

schen Ubertragung passiver Membranpermeabilitdt. |

K. Protonen-induzierter Ionentransport erscheint in bioclogischen |

elektrischer Membranspannung unvermeidlich.

Membranen infolge der Wirkung chemischer Hydrolyse oder
|




Ausgangspunkt dieser Untersuchungen waren die Arbeiten
David Nachmansohn's zur Acetylcholinesterase. Auf die
Rolle der Protonen machte mich zuerst Manfred Eigen
aufmerksar. Robert Graham verdanke ich entscheidende
Argumente zur Theorie des Tonenkanals. Die Experimente
wurden in Zusammenarbeit mit Israel Silman und Wolfgang

Hanke realisiert. Und warum soll ich nicht sagen, was Du,

Regine, mir in diesen Zeiten bedeutet hast?

Lipid

— —Doppelschicht




AChH™

ext.
AChase&% —= H* :
Lipid

nt. Ngt,-ATPase

Abb.2. RAcetvlcholin-induzierter Icnenkanal.

Acetylcholin ist in Anwesenheit der Acetylcholin Hydrolase Abb.3, Hydrolase-induzierter Iomentransport.
{(Acetyicholinesterase, AChase) in der Lage, leitfiZhice TIonen—
kandle in der Lipidmembran zu erzeugen {Kaufmann und Silman). ?iﬂzn:' aktivierte ATPase sollte entsprechend Abb.2 lokal
Die Ionenkandle sind eine Konseguenz von Protonierungs-Fluk— passive elektrochemische Na'- Diffusion nach ext. auslisen,
tuationen der Lipid-Doppelschicht (vgl. Abb.5,6,11). welche nach unseren Vorstellungen (Akb.12,13,14) zu einem

* global aktiven, ionenspezifischen Na'- Gradienten uber der

Membran Fihrt.




Mermbranstrom ;
( | - 55 -

——

Abb.4. Die Miller-Rudin-Montal-Membran.

Die kiinstliche Rekonstitution einer Lipidmembran in wdBrigem
Milieu nach Miller et al. und Montal et al. erlaubt die di-
rekte Beobachtung des Membranstromes an molekular definierten
Systemen. Die hydrophoben Schwanzgruppen der Lipidmonoschicht
| auf der Oberfléche werden entlang den hydrophoben Teflon.W&nden
! so gefilhrt, daB im Bereich einer kleinen Bohrung (200 u @) ==
eine Doppelschichtmembran entsteht. Die in Abb.2 behauptete

. . , +
Mono ” “ H‘ H” l 1 h ht Wirkungsweise des ACh folgt dann aus der entsprechenden
1 j ll“l ”I” i“””|]IW/§§”””H’””““”“]””””” SC IC T Wirkung titrierter S3ure (z.B. H+Cl_) an reinen Lipidmembranen
:f (Abb.5,6,11). Die Titration erfolgt asymmetrisch wie angegeben,
Eg . ohne zu riihren., Das nicht titrierte Ldsungsvclumen befindet
D()[:’peK ':.::'E‘ESChICht sich auf dem elektrostatischen Referenzpotential (0 mV), das
'éé i titrierte Volumen gewdhnlich zwischen O und +100 mV, so daB
EE ' von der zugehéirigen Oberfliche angezogen wird. Die Verh#lt- I

:I nisse an den Membran oberfldchen selbst sind aber nicht guanti- ‘
tativ bekannt. Der Membranstrom wird rauscharm verstdrkt nach
Sigworth und Neher. Alle Messungen wurden bei Zimmertemperatur
durchgefithrt (20 - 22°C). Eine detaillierte Beschreibung des

experimentellen Aufbaus gibt Hankef’c ﬂ ‘
+~ - + =
H'ClI ACh'ClI )

| AERITHETHY e SR [ERRUTER AL {OIRAT #7724 NS i
= = I

AChase

MK*CL™

IMK*C
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Abb.5. Protonen-induzierte Ionenkan&le durch eine syn-

thetische, homogene Diphytanoyllecithin-Membran.

In ungepufferter 1 M XCl (ca. 0,3 uM H+] und +77 mV entspre-
cherd Abb.4 angelegten elektrostatischen "Membran"-Potentials
des titrierten L8sungsvolumens besaB die Membran eine geringe
Leitfahigkeit von nur 5 pA/V und zeigte keine aufgel@sten
Ionenkanile (erste MeBspur). Doch ktnnen kurze (3 msec) Strom-—
pulse passiver (Str&me zum nicht titrierten Volumen hin sind
nach oben eingezeichnet) und gelegentlich auch aktiver Rich-
tung entgegen dem angelegten Membranpotential beobachtet wer-
den. Erst nach Ansduern entsprechend Abb.4 mit HCl bis 1,6 mM
H+ bei demselben Membranpotential +77 mV werden diskrete Spriinge
des Membranstroms ("Icnenkanile") beobachtet, und bei 2,6 mM ut
ist die Lipidmembran stationdr leitfdhig. Bei ¢’ ist ein
Tonenkanal der Leitfihigkeit von 5 pA/V zu beobachten.

Die bei 2,6 mM H'/+196 mv; O mV; -189 mV fiir selben Ordinaten-
ursprung gezeichneten MeBspuren zeigen eine Abhdngigkeit der
Ionenkandle vom Membranpotential. Die Membranleitfdhigkeit

ist nun ca. 100 pA/V, die gezeigten Leitfdhigkeitsspriinge '
ca. 5 pA/V. Beobachtet wurden Spriinge im gesamten MeBbereich

(1 pA/V bis 104 pA/V). Nach weiterem Ansduern bis 23 mM H+
treten selbst bei hohem angelegtem Membranpotential keine
Tonenkanile mehr auf, die stationdre Leitfdhigkeit ist wieder
vernachlissigbar klein (unter 3 pA/V) und reagiert nicht

mehr auf weitere Titration von SHure (nach Kaufmann und Silman,
1982). Der kritische Zustandsbereich, in welchem die Lipid-
membran leitfihig wird, liegt also um pH 2 bis 3. Entspre-
chende Eigenschaften zeigten Membranen aus Dioleoyllecithin:
Cholestercl 9:1 (nicht gezeigt) und aus der in Rbb.6 gezeigten

Lipidmischung, und zwar nach Ansduern mit HCl oder mit Essigsdure.
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Abb.6. Protonen-induzierte Tonenkandle durch eine

heterogene Sojabohnen-Lecithin-Membran.

Versuchsbedingungen wie in Abb.5. Die Membran zeigt zundchst
eine geringe Leitfidhigkeit (2 pA/V) und gelegentliche Strom-
pulse (erste MeBSspur, 0,3 uM H+/+4O mV). Die Membran erhdhte
die Leitfdhigkeit nach Ansduern bis 180 uM at { 4/ zeigt das
tffnen eines Ionenkanals von & pA/V). Bei 200 uM H" ist eine
weitere Erhdhung der Leitfihigkeit in diskreten Spriingen bis
zu 30 pA/V zu beobachten. Die Membran erreichte spdter bis

zu 10% pA/V Leitfihigkeit (nicht gezeigt).

Weiteres Ansduern bis 20 mM u' fithrte zu einem neuen Zustand
geringer Leitfdhigkeit. Die Membran antwortet nicht mehr auf
weitere Zugabe von Protonen (110 mM H+).

Die Spannungsabhingigkeit der Ionenkandle zeigen die folgenden
Mefspuren bei 110 mM H'. Die Stromrichtung ist passiv in Rich-
tung des angelegten elektrischen Membranpotentials.

Die Reversibilitdt der Wirkung der Protonen wird anschlieBend

durch Zugabe von KOH bei -34 mV gezeigt: bei
60 mM verringerter Protonenkonzentration des
ist die Membran wieder deutlich leitfdhiger.
tivierung ist reversibel: Zucazbe von HCL bis

190 mM B reduziert die Membranleitfadhigkeit

sehr geringen Wert (nach Kaufmann und Silman,

auf 100 mM und
Lisungsvolumens
Auch diese Reak-
zu 125 mM und
wieder auf einen

im Druck)}.

y ;i + .
Die zeitlich gestreckten Ausschnitte bei 110 mM H weisen

aufgeldste Ionenkanile nach.
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Abb.7. Leitfdhigkeitsverhalten der Membran.

| Schematisch nach Abb.6, vgl. auch Abb.5. Nicht gezeigte Ergeb-
nisse an synthetischen Dioleoyllecithin Membranen, welche
108 Cholestercl enthielten, stimmen hiermit gqualitativ {iberein.
p“oo stellt den meBbaren pH-Wert des titrierten Ldsungsvolumens
bei +40 mV dar. Der Oberflﬁchen-pHo kann iiber eine Einheit nie-
driger liegen.

| Protonierungsgrad

pKLipid pHo

Abb.B8. Protonierungs-Umwandlung.

Im leitfidhigen pH-Bereich (Abb.7) wechselwirken die Protonen
mit den Phosphatgruppen der Lipide. Eine "Protonierungs-
Umwandlung" von einem deprotonierten, nicht leitfdhigen,

in einen protonierten und ebenfalls nicht leitfdhigen Zustand

ist zu erwarten. Im Bereich einer Ordnungsumwandlung ist mit

extremalen Fluktuationen zu rechnen.
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Abb.9. Protonierung der Lipide als homogenes Funktionsprinzip.

‘ Die hohe Beweglichkeit der Protonen in strukturiertem Wasser
(Eigen und deMaeyer 1958}25 sollte zu einer ndherungsweise S C:)
protonenspezifischen Membran-Oberflidchenschicht filhren. Diese L_'F)I(j 5

Doppelschicht

Schicht wird de facto durch die protonierbaren Phosphat-

gruppen bei pKLipid gepuffert (um pH 2). Es ist deshalb mig-
| lich, dag der Puffer des L&sungsvolumens nur eine geringe Wir-
‘ kung an der Membranoberfldche besitzt. In der Tat lassen sich

A -

protonen-induzierte Ionenkanidle auch bei UberschuB von neutra-

lem Puffer (Abb.11) beobachten. 4 ‘




Abb.10. Leerstellen-Defekte als Ionenkanile.

Im Bereich einer Ordnungsumwandlung der Lipide stehen zwei
Phasen von unterschiedlicher mittlerer molekularer Membran-
fldche miteinander im Gleichgewicht. Die hier extremalen
Fluktuationen lassen erwarten, daB vorilbergehend Defekte
durch die Doppelschichtmembran entstehen. Die Membranaufsicht
zeigt das ndherungswelse hexagonale Punktgitter der CHZ_
Ketten. Die Gitterkonstante ist um 5 £ wund 1#8t bei starken
Fluktuationen Leerstellen-Defekte definierter mikroskopi-
scher Fldche erwarten, welche die Permeation von H20 erlauben
und so zu diskreten Spriingen der Leitfdhigkeit der Lipid-
Doppelschicht filhren. Die folgenden Defekte sind eingetragen:
2,3,4,6 nicht besetzte Kettenpositionen sowie die ersten
Glieder 1,7,19,37 der hexagonalen Defektserie et ;E: 6.
V=0

Eine theoretische Ableitung dieser Interpretation der Ionen-

kandle ist wie folgt mglich:

1. Die zu erklidrenden Observablen sind diskrete Spriinge des
Membranstroms bel einem gewissen elektrostatischen Membran-
potential.

2, Es wird angenommen, die Strdme riihren von einer gewissen
Ionenbeweglichkeit und werden durch den Gradienten des
elektrostatischen Potentials durch die Membran angetrieben.

3. Dann entsprechen diskrete Spriinge des Membranstroms
diskreten Anderungen der leitfihigen Membranfliche
(Poren-Modell der Ionenkandle).

4, Die einzige diskrete GriBe parallel reinen Lipid-Doppel-
schichten ist nach der ROntgenanalyse die Gitterkonstante
der CH2

5. Daher stellen die Ionenkandle leitfdhige Membranfldchen

- Ketten der Lipide.

dar, deren GriéBe durch das (nicht leitfdhige und daher
umgebende) Gitter der Lipidketten determiniert sind.

6. Da CH2 und Hzo sterisch verwandt sind, ermiiglichen durch
das umgebende Gitter determinierte Fldchen die Permeation

von H,O und damit eine hohe Ionenbeweglichkeit.

2
7. Mikroskopische Leerstellen-Defekte ermiglichen so diskrete

Werte des makroskopischen Membranstroms.
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ext. Na*

Abb.11. Substrat-spezifische Induktion von Ionenkanilen durch
Acetylcholinesterase (AChase).

Titriert man eine Sojabohnen-Lecithin-Membran in 1 M KC1, ir}t P(-*
2 mM Tris Puffer (pH 7.4) nach Einbau von AChase wie in 2

Abb.4 angegeben, so lassen sich oberhalb einer gewissen

Schwelle substrat-induzierte Ionenkanile ausl@sen. Hier wurde

als Substrat der neutrale Ester Phenylacetat verwendet.

Oberhalb 4BO uM PhA (entspricht 960 uM durch Hydrolyse er- ) h " »ifischer Transport durch unspezifische
zeugten Protonen, lber das L&sungsvolumen gemittelt) lassen Abb.12, Toneh-Spes

sich Stromspriinge von der urspriinglich sehr niedrigen ‘ Kandle.
zu hoher Membranleitfdhigkeit erkennen ( 4 =zeigt 50 pa/v-

‘ s = Selbst vbllig unspezif At
Ionenkandle). Die folgende MeB8spur bei 750 uM PhA/-15 mV s e T

rt, wenn iiber der Membran

ische elektrochemische Diffusicn durch

zeigt den Ubergang von einem stationdren 400 pA/V ( V ) Ionenkanidle

zu einem 200 pA/V ( | ) Zustand der Membran. Spdter lieBen

L Pl

und richtungs-spezifischem Transpo o
des Kanals entsprechende Gradienten

i i r E imgebung
sich 1000 pA/V-Kanile beobachten ( f ). Die hohe Leit- in der lokalen Umgebu SRR e
o - yezeichneten Fa t Na - L
féhigkeit wurde ebenfalls (vgl. Abb.5,6) durch weiteres Ans3uern anliegen. Im angez . HOREee T
unterdriickt (nicht gezeigt) Efflux zu erwarten, obwchl der Kanal Na und &
zZur Induktion der Ionenkandle durch das natiirliche Substrat scheidet.

Acetylcholin vql.:’2



Abb.13. Gefédngnistor-Analogie zum aktiven Transport.

Uffnet ein "Gefdngnistor" N dann und nur dann, wenn

n

vor" dem Tor jemand erscheint, so fiillt sich das Gefingnis

o

durch rein passive Diffusion. Der station#dre Zustand ist
erreicht, wenn die Wahrscheinlichkeit 1 ist, "hinter" dem
Tor jemand anzutreffen.

Uffnet die Lipid-Doppelschicht Ionenkandle dann und nur
dann, wenn eine asymmetrisch "veor" der Membran lokalisierte
Hydrolase hinreichend Protcnen erzeugt, um den leitfihigen
pH-Bereich lokal zu erreichen, so filillt sich sich das
Volumen "hinter" der Membran durch rein passive elektroche-
mische Diffusion. Der stationfire Zustand ist bei lokalem
Gleichgewicht im Bereich der leitf&higen Membran erreicht,
das heift, wenn hinter der Membran global die der lokalen 1
Umgebung des Enzyms vor der Membran entsprechenden Bedingun- .

a et chen C ]l & - i i 1 i
gen herrschen. Global erscheint ein solcher passiver Transport

+ + + + + + + + + + + +

Abb.14. Aktiver Protonentransport durch asymmetrische Hydrolyse.

Wird der leitfdhige Oberflichen-pH —Bereich einer Lipiddoppel-
schicht asymmetrisch (vgl. Abb.4,7) durch einseitig membran-
gebundene Hydrolasen erreicht, so sieht ein induzierter Ionen-
kanal in global neutralem Milieu einen lokalen Protonengradienten.
Die elektrochemische Diffusion erreicht einen stationdren Zu-
stand, wenn sich die globale Protonenkonzentration der nicht-
enzymatischen Seite dem kritischen pH-Bereich ndhert. Die en-
zymatisch aktive Seite wird &dann elektrostatisch negativ aufge-
laden. Die Protonierungs-Asymmetrie der Lipid-Membran vermag
auch andere monovalente Kationen zur nicht-enzymatischen Seite
zu transportieren, zum Beispiel das zur Aktivierung der Na'- K-
nTPase erforderliche Na+ aus dem Zellinnern. Das so aufgebaute
Membranpotential konnte a posteriori durchaus zu einem K'-Trans-
port ins Zellinnere fiihren. Alle diese Prozesse folgen passiv
der lokalen elektrochemischen Diffusion. Bei Vergleich mit

den glocbalen, experimentell becbachtbaren Gradienten erscheinen
sie aber vektoriell, ggf. aktiv, und an den stoffwechsel gekoppelt.

’. \ L
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Nachbemerkunagen

Proteine sind, wie in der vorangegangenen Abhandlung gezeigt,
weder notwendig, um Doppelschichtmembranen zu bilden, noch,
um Ionentransport durch diese Membranen auszul&sen. Die in den
bioclogischen Membranen enthaltene Lipidkomponente (Abschnitt
(1.1.) scheint, den in vitro gewonnenen Einsichten zufolge
(1.2.), im Bereich einer Protonierungsumwandlung (2.2.) oder
anderer Stdrungen ihrer Ordnung (2.3.) per se die beobach-
teten Ionenkandle auszubilden. Dariiber hinaus bieten die bei
solchen Stérungen erwarteten Defekte des Lipidgitters (1.2.)
hinreichende Vielfalt, um ohne weitere Annahmen die Mannig-
faltigkeit der beobachteten Leitfihigkeitsstufen zu erwarten.
Wieso sollten also biologische Membranen nicht ganz auf
Proteine verzichten kénnen?

In der Tat biete'die Lipid-Doppelschichtmembran aufgrund
der multiplen Induzierbarkeit der Ordnungsfluktuationen
(2.3.) bereits eine ganze Reihe interessanter Funktionen
an.

Zundchst ist die Notwendigkeit einer Ordnungsumwandlung (2.)
der Lipide schon hinreichend, &duBiere Stdrungen ("Reize") zu
klassifizieren in I
- unterschwellige,

- erregende, und i
- desensitisierende, ﬁ
je nachdem, ob die St&rung den kritischen Bereich der thermo-
dynamischen Variablen der Lipidmembran

- noch nicht erreicht,

- erreicht, oder

- lberschritten hat.

Cs braucht nicht betont zu werden, daB eine derartige Klassi-
fizierung in der Membranphysiologie bis hin zur Psychophysik
allgemeine Verwendung findet und seit langem zur Forderung
nach einer "Konformationsdnderung" von Merbrankomponenten ge-
fihrt hat.

Besondere Aufmerksamkeit verdienen aber die M&glichkeiten

der multiplen Induktion (2.3.) der Leitfédhigkeit durch

alle thermodynamischen Variablen, welche die freie Enthalpie

hinreichend beeinflussen und in einen kritischen Bereich

filhren konnen. Heterogene Lipidmembranen sind somit auch in

Abwesenheit von Proteinen grundsdtzlich in der Lage, folgen-

de biclogische Funktionen wahrzunehmen:

1. Stationdre Erhdhung der Membranleitfdhigkeit nach Ansduern
bis zum Bereich der Protonierungsumwandlung; wir denken
etwa an die primire Nahrungsaufnahme in den dem Magen folgen-
den Verdauungstrakten;

2. Erhdhung der Leitfihigkeit der Zellmembran durch #Anderungen
osmotischer Partialdrucke allgemeinerer Art; wir denken
hierbei auch an resultierende Formver&dnderungen
wie die der Ambbe;

3. Erhdhung der Leitfdhigkeit durch unmittelbare St&rung des
Oberfléchendrucks der beiden Schichten der Lipidmembran;
als mbglich Anwendung nennen wir die mechanische Induktion
der Ionenleitung durch die H&rchen der Rezeptor-Zelle des
inneren Ohrs;

4. besonders reizvoll erscheint aber die analoge Induktion
leitfihiger Kandle durch die elektrostatische Spannung
iiber der Membran, welche vermittels des induzierten Proto-
nierungsgradienten den Oberfldchendruck in den beiden Mono-
schichten st&rt. Wir haben beobachtet, daf die angelegte
Spannung die pH-Schwelle der Ionenkandle beeinfluft, wie
dies auch thermodynamisch (2.3.) zu erwarten ist; und es
ist l&ngst bekannt, daf hinreichend hohe elektrostatische
Spannung selbst bei neutralem pH_ Ionenkanile vornehmlich
sehr kurzer Dauer (ID_BSCC) induziert,

Die verbliiffende Hhnlichkeit dieser Strompulse durch reine

Lipidmembranen mit denjenigen der Nervemnmembranen (dem

Rauschen, den Miniaturpotentialen, und den Ak:i:nspotentialen,\af

Abb.,g) ist kurioserweise in den vielen Publikationen zur Re-

konstitution biologischer Membranfunktionen kaum notiert worden.




Trotz dieser bemerkenswerten Phénomenclogie reiner Lipid-
doppelschichten kénnen jedoch ohne Proteine nur vergleichs-
weise niedrige Membranfunkticnen realisiert werden. Dies

folgt bereits aus der hier notwendigen "globalen" Induktion
der thermodynamischen Umwandlung. Dadurch gerdt zwangsldufig
ein makroskopischer Membranbereich in einen Zustand extremaler
und mikroskopisch statisti-
scher, also unkontrollierbarer, Fluktuationen der Ordnung.

Den resultierenden Leitfdhigkeitsdnderungen fehlt also eine
"lokale" Kontrolle, wie dies fiir hdhere Funktionen, etwa im
Verlauf der Nervenerregung, charakteristisch ist.

Zwar erlaubt die elektrische Membranspannung durchaus eine
direkte Kontrolle des Oberflichen-

PHD
innerhalb der mikroskopisch dicken Grenzschicht (abb.2),

doch erstreckt sich die Membran in den beiden anderen, nicht
kontrollierten Dimensionen makroskopisch. (Von den bisher ge-
nannten Beispielen bietet nur die Hirchenzelle eine hinreichend
"lokale" Kontrolle; und bereits diese einfachst denkbare lokale
Rontrolle des Oberfldchendrucks der Membranschichten geschieht
durch ein Protein: das hidrchenbildende Aktinl

"Lokale" Kontrolle erfordert allgemein in zumindest zwei der
drei Dimensionen begrenzte Gebilde, welche den Zustand der
Lipide stdren k8nnen. Da der "Zustand" eine dann zwar lokale,
aber nach wie vor makroskopische Lipideigenschaft im Sinne
Prigogine's darstellt, muf die Stdrung eine makroskopische
Anzahl von Lipidmolekiilen (z.B. 102 und mehr) kontrecllieren.
Daraus resultiert aber, daf dieses lokal begrenzte Gebilde die
Ausdehnung eines Makromolekiils besitzt.

Die Notwendigkeit der Membranproteine folgt also eigentlich
bereits aus der Forderung der lokalen Zustandsstdrung; denn
Makromolekiile bietet die Kohlenstoffchemie nur in Form zweierlei
Polymerer an: der Kohlenwasserstoffketten und der Polypeptide,

Erstere erscheinen aufgrund ihrer Rhnlichkeiten mit

den Kohlenwasserstoffketten der Lipide fiir eine Membranstdrung
weniger geeignet. Letztere aber konstituileren die Primdrstruktur

der Proteine.

Zwingend folgt die Notwendigkeit der Membranproteine anderer-
seits aus der vielseitigen "Spezifitdt" der Transportprozesse
{siehe Abschnitt 1.3., Argumente A.4.-7.). So sind die h&heren
Membranfunktionen iberhaupt erst dadurch mdglich, daB gewisse
Substanzen in die Zelle gelangen, andere aber nicht, so dag
ein stationlirer Zustand des die Membran umgebenden Milieus

weg vom thermischen Gleichgewicht entsteht. Dies aber ist
Voraussetzung, soll das System schwache Reize, die nur ver-
nachldssigbare Arbeit verrichten, verstdrken. (Das eindrucks-
vollste Beispiel ist hier wohl die auf ein oder wenig hv
Photonenenergie makroskopisch antwortende Photo-Rezeptor-Zelle).

Solch a posteriori, d.h. nach vollzogenem Membrantransport,
becbachtete Spezifitdt muB aber keineswegs, wie zumeist an-
genommen, auf a priori spezifischen Ionenkandlen beruhen.
Denken wir uns vdllig unspezifische "Ldcher" in der Membran,
welche fiir alle Art Substanzen durchldssig sind. Natiirlich
k&nnen nur solche Substanzen durch diese Locher transportiert
werden, welche sich widhrend der Uffnung dieser Locher auch
tatsidchlich zu beiden Seiten der Membran, sozusagen vor den
Léichern, befinden. Spezifische Bedingungen der Induktion,
sofern sie die Oberflidchenkonzentrationen betreffen, prédgen
sich daher zwangsldufig der phdnomenpologischen Spezifitat

des Icnentransports durch, gegebenenfalls unspezifische, Ionen-

kandle auf.

itdt beruht in diesem Sinne nicht auf den Eigenschaften

Hi

Die Spezi

der Kanile, sondern den Bedingungen der Induktion derselben.

Dies ist der zentrale Gesichtspunkt dieses Kapitels3 Er soll
den Widerspruch aufl&sen, daB Iconenkandle in vitro vergleichs-
weise unspezifisch sind, in vivo dagegen spezifisch zu sein

scheinen. Vom Gesichtspunkt der Eveolution, etwa in der Onto-

dabei besonders interessant,

systeme, ersc

samittelbar umgebenden




Substanzen aufnimmt, welche den Membranzustand a posteriori
im leitfdhigen Zustandbereich halten. Es wird sozusagen nur
dauverhaft aufgenommen, was anregend ist. Die Zellmembran wird
nur in dem Bereich leitfdhig, und sich nur in der Richtung

hin durch Substanzaufnahme (z.B. von Wasser) verdéﬁern k&nnen,
in welcher die Umgebung erregende Reize (z.B. den kritischen
PH-Bereich) bietet.

Synaptogenese im Nervensystem aufgrund multipler und insbesondere
aufgrund von pH-Reizen der Umgebung ist zwar noch spekulativ,
doch physikalisch durchaus begriindbar. Fiir gesichert halten
wir aufgrund der auBerordentlich schnellen Hydolyse
des sogenannten Transmitters an cholinergen Synapsen,

welche in der Tat eine materielle Ubertragung des Acetyl-
cholins kinetisch ausschlieBt, dap die Nervenerregung durch

die erzeugten Protonen zur nichsten Zelle ibertragen wird.

Die an der AuBenseite der Zellmembranen lokalisierte Acetyl-
cholinesterase, sowie das kleine Volumen des synaptischen
Spaltes, in welchem hinreicliend Acetylcholin hydrolysiert

wird, um den mittleren pH in den kritischen Bereich zu

bringen, erzwingen nach unserer Auffassung eine postsynaptische
Protoneninduktion von Ionenkandlen nach prdsynaptischer

Stimulation.

Die multiple Induktion erméglicht allgemein eine vielfdltige
Anpafbarkeit der Kommunikation und Evolution von Zellsystemen.

Ware das System dagegen allein auf Induktion durch spezifi-

sche Rezeptoren angewiesen, wire es in einer sich dndernden
Umwelt gegeniiber der Lipidmembran wohl im Darwinschen Sinne

unterlegen.

Zusammenfassend erscheinen uns die Lipide als Membranbildner

sowie, in einem kritischen Bereich der thermodynamischen Variablen,
zugleich als Kanalbildner durch die Membran. Die Protonenspezi-
fitdt (Abb.”) der Oberfliche ldBt eine Protonenspezifitidt des

Icnentransports auch dann erwarten, wenn der leitfihice

1- [ ~ . In .
Ionenkanal-Defekt (Abb. /0 )selbst keine wesentliche Spezi

tdt der Ionenbeweglichkeit aufweist

*

pDie Proteine dienen nach unserer Auffassung
1. zur lokalen Kontrolle der Bedingungen der Leitf&higkeit,

etwa durch enzymatische Kontrolle des Oberflachen-pHo;

2. Spezifitdten des Ionentransports, welche von Lipiden
allein nicht geleistet werden k&nnen, insbesondere (wgl.T.3.)

- die Induktion der Leitfdhigkeit durch spezifische
Erregersubstanzen, beispielsweise sogenannte Neurotrans-
mitter wie das Acetylcholin (Abschmnitt 3.1.);

- die Induktion der (unspezifischen) Leitfdhigkeit bei
Anwesenheit spezifischer Ionen, beispielsweise des
Na® und des k' (Abschnitt 3.2.);

— die Induktion der (passiven) Leitfi#higkeit in Anwesenheit
spezifischer (aktiver) Icnengradienten iber der Membran
{Abschnitt 3.3.).

Die Spezifitdt protein-induzierten Icnentransports diskutieren
wir in Kap.3. fiir verschiedene membrangebundene Hydrolasen;
von den multiplen Induktionsmbglichkeiten beschrédnken wir uns
also auf die durch Spaltung von H,0 erzeugten Protonen.

Nicht in diese Kategorie fallen insbesondere Antibiotika wie
die kleineren Polypeptide Gramicidin, Alamethicin, und andere,
welche ebenfalls Icnenkanile in Lipidmembranen induzieren
xonnen, aber offenbar keine hydrolytische Wirkung haben.

Bisher wurde als gesichert angesehen, daB die induzierten, cha-
rakteristischen Leitfdhigkeitsstufen auf Poren innerhalb

der Polypeptide cder Polypeptid-Komplexe beruhen miissen.

Da nun aber bereits Lipidmembranen solche Leitfdhigkeits-
stufen einnehmen kénnen (Abb. 5 ), ist unsere Interpretation
der genannten Ionenkandle als Eigenschaft der Lipid-
Doppelschicht experimentell belegt. Dagegen riicke die
Hypothese eines zweiten, von den becbachteten Lipid-Kanalstufen
nicht unterscheidbaren, Ionenkanals durch Peptidstrukturen
hindurch, welche in die Lipiddoppelschicht engebettet sind,

in den Bereich nicht nachpr ifbarer und daher inhaltsleerer

Aussagen.




Wir interpretieren diese polypeptid-induzierten Ionenkanidle

als Konsequenzen definierter lokaler Kontrolle des Oberflichen-
drucks der Lipidmembran im Verlauf gewisserKonformations-
dnderungen dieser Polypeptide in lipophiler Umgebung. Die
Konformationsdnderung dient also der Stdrung der Lipidordnung
mit der Konsequenz leitfdhiger Ionenkandle durch die Lipid-
Doppelschicht. Wir k&nnen aber nur die tatsidchliche M&glich-
keit dieser Interpretation belegen (Abschnitt 235G

Die sogenannte "Dimerisierung"” des "Gramicidin-Kanals", in
realiter die quadratische Abhéngigkeit der Kanal-H&ufigkeit
von der Gramicidin-Konzentration, resultiert vielleicht von
der "Doppel"-Schichtmembran, welche eine St&rung beider Mono-
schichten erfordert; im Falle statistischer Unabhingigkeit
ergdbe sich dann ja ebenfalls ein guadratisches Gesetz.

Die genannten Polypeptide kommen in wvivo kaum vor. Dagegen
sind hérchenfarmige Proteinstrukturen, wie des erwidhnten
Aktins, welche ebenfalls den Oberflichendruck der beiden
Monoschichten direkt beeinflussen, im Bereich somatosen-—
sorischer Rezeptor-Zellen des Tastsinns (besonders eindrucks-—
voll die Schnurrhaare der Maus), des Gleichgewichtsorgans
(etwa seines Vorlédufers, des Seitenliniencrgans der Fische),
sowie des inneren Chres (Rezeptor-Zelle fiir akustische
Signale) ubiguitdr. Offensichtlich erlaubt hier
die eindimensionale ARusdehnung senkrecht zur Membranebene,
in kontrollierter Weise duBere Reize (Druckgradienten )
hinreichend (unter Hebelwirkung) auf die Lipiddoppelschicht

zu ilbertragen.

Die Moglichkeiten der multiplen Induktion implizieren also
allerlei Art von "Rezeptoren". In solchen Fidllen, in denen
tatsdchlich nur eine einzige thermodynamische Variable (z.B.
PBruck, cder PHD ¢ oder elektrische Membranspannung, oder
Acetylcholin , oder die Photonendichte ) zur Induktion
des leitfahigen Zustandsbereiches eingesetzt wird, erscheinen
dann diese Rezeptoren "spezifisch": Druck-Rezeptoren, Protonen-
Rezeptoren, spannungs-induzierte Kandle, Acetylcholin-Rezeptoren,

etc. sind etablierte, nach unserer Ansichfaber irrefiihrende

und nur scheinbar spezifische Prinzipien zur Beschreibung
multipel induzierbarer, doch einheitlicher Prinzipien der
Leitfihigkeit und Permeabilit&t der Lipidkomponente biolo-

gischer Membranen.

Wenden wir uns aber derjenigen Klasse von Proteinen zu,
welche wir in nahezu jeder Zellmembran finden, welche nahezu
jede transport-induzierende Erregersubstanz unter Erzeugung
von Protonen spaltet, sei es beim aktiven Transport, induziert
durch ATP (gespaltet durch ATPase), durch GTP (GTPase), oder
durch Photonen (beeinflussen die ATPase-Aktivitdt), sei es
beim passiven Transport nach Induktion durch Acetylcholin
(gespaltet durch AChase)}

die spezifischen Hydrolasen.

Protonen-Induktion spezifischer Transportvorgédnge durch die
Lipidkomponente biologischer Membranen erscheint nach unseren
Ergebnissen dabei im kritischen Bereich unvermeidlich.

Es ist wohl die Rolle des Wassers fiir die Biologie, welche
der enzymatischen Hydrolyse und damit den Protonen bei der
Induktion der Transportprozesse eine so dominierende Stellung

in den Lebensvorgdngen einrdumt.
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