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1. EINLEITUNG

Membranen sind auffallende Strukturen jeder eukaryontischen Zelle.
Nicht nur machen die Membransysteme in gewissen Zellen bis zu 80%
des Trockengewichtes aus, sie erfiillen vor allem lebenswichtige Funk-
tionen [1]. Jede Zelle ist durch eine Membran gegen aussen abgegrenzt
(Plasmamembran). Thre Aufgabe ist es, die Zusammensetzung im Zell-
innern trotz Aenderungen im Aussenmedium konstant zu halten. Sie darf
aber die Zelle nicht hermetisch abschliessen, sondern muss ihr erlau-
ben, mit der Aussenwelt in Kontakt zu bleiben. Sie muss, als ein
Charakteristikum des Lebendigen, Stoffaustausch sowie die Aufnahme

und Weiterleitung von Informationen ermdglichen.

Aber nicht nur die ganze Zelle, auch die verschiedenen Zellorganelle
sind durch eigene Membranen nach aussen abgegrenzt. Diese Organelle
haben die verschiedensten Aufgaben innerhalb der Zelle zu erfiillen, so
die Mitochondrien als Ort des Zitronensdurezyklus, der Elektronen-
transportkette und der ATP - Synthese, der Zellkern als Sitz der
Chromosomen, das Endoplasmatische Retikulum mit der Aufgabe der
Proteinsynthese und weitere Organelle je nach Art der Zelle [1].

Membranen dienen somit nicht nur als Phasengrenze, sie haben auch

Funktionen des Stoffwechsels, des Wachstums, der Differenzierung und
die wichtige Aufgabe des aktiven und passiven Stofftransportes zu er-

fiillen.

Aus den vielfdltigen Funktionen der Membranen greift die vorliegende
Arbeit nur einen Aspekt heraus, nidmlich den Transport von Erdalkali-
ionen mittels kiinstlicher Molekiile, die an unserem Laboratorium
synthetisiert wurden. |

Gegen Ende des letzten Jahrhunderts wurde auf Grund von Experimenten
liber die Eintrittsrate verschiedener Substanzen in die Zelle festgestellt,
dass Zellmembranen aus Lipiden aufgebaut sein miissen [2]. Dieser
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Beobachtung widersprach jedoch die Tatsache, dass kleinere hydro-
phile Substanzen wie Wasser, Glucose oder Na*- und K*-Ionen viel
rascher diese Barriere durchdringen konnten, als auf Grund ihrer
Lipidldslichkeit moglich sein sollte, aber auch das Faktum, dass Zellen
K'- und Na'-Tonen entgegen einem Konzentrationsgradienten transportie-

ren konnten [1].

Um ‘die unerwartet hohen Transportraten zu erkldren, postulierte man
in der Folge verschiedenste durch Proteine gebildete Kanille oder Poren.
Man vermutete Ionenpumpen mit der Fihigkeit, Konzentrationsgradienten
aufzubauen. In neuerer Zeit ist es auch gelungen, einige der Membran-
proteine zu isolieren, die an diesen Transportvorgidngen beteiligt sind,
und bis heute sind bereits grosse Fortschritte in der Charakterisierung

dieser Proteine zu verzeichnen.

Diese Forschung nach Ionentransportsystemen erhielt 1964 kriftige, neue
Impulse durch die Entdeckung von Moore und Pressmann [4], dass das
Antibiotikum Valinomycin die K*- Transportrate in Mitochondrien
dramatisch erhtht. Es zeigte sich, dass Valinomycin die Fdhigkeit hat
K*- Ionen durch Komplexierung in eine lipidlésliche Form iiberzufiih-
ren und ihnen so den Durchgang durch die Lipidmembranen zu ermog-
lichen.

In den folgenden Jahren wurden weitere Antibiotika gefunden [5] , Wwelche
auch andere Alkaliionen zu komplexieren und durch Lipidmembranen

zu transportieren vermogen, darunter eine ganze Reihe von geladenen
Carriern. Spédter wurden auch Molekiile entdeckt, die fihig waren, .
Erdalkaliionen zu transportieren. Im Jahre 1972 wurde erstmals iiber
die Eigenschaft des Antibiotikums A 23187 berichtet, Lipidmembranen

fir Ca**-Ionen durchlissig zu machen [6].

~“Kurze Zeit spiter wurden X-537 A [7], Beauvericin [8] und mogli-

cherweise Avenaciolid [7,9] als wirksame Transportsysteme fiir ge-
wisse zweiwertige Ionen erkannt., Doch blieb die Auswahl an erdalkali-

ionen-transportierenden Substanzen spérlich.
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Parallel zu dieser Entwicklung lief die Forschung iiber die Wirkung
dieser Substanzen auf makroskopische Membranen. Eingeleitet wurde
sie 1966 durch die Entdeckung von Stefanac & Simon [10], dass
Losungsmittelmembranen, die Valinomycin enthalten, ein ausgesprochen
K'-selektives Verhalten zeigen und dass dies durch die selektive Kom-
plexbildung zwischen dem Antibiotikum und K* bedingt ist. Durch weitere
Anstrengungen auf diesem Gebiet konnte nachgewiesen werden, dass
Antibiotika, die in biologischen Systemen kationenselektives Verhalten
zeigen, Komplexbildner fiir diese Ionen sind [14 - 16] und auch in
makroskopischen Membranen Transporteigenschaften aufweisen [11,12].

Angeregt durch diese Erfolge wurde auf Grund theoretischer Ueberle-
gungen [5,17] eine ganze Reihe synthetischer Komplexbildner herge-
stellt, die zum Teil beachtliche Ionenselektivititen zeigten [105].

In kurzer Zeit gelang es in unserem Laboratorium, Liganden herzu-
stellen, die beim Einbau in Fliissigmembranen hochselektive ca**-Senso-
ren ergaben. Da fiir viele dieser Liganden Ionentransporteigenschaften
in makroskopischen Membranen nachgewiesen werden konnten

stellte sich die Frage, ob sie auch geeignet seien, Erdalkaliionen durch
biologische Membranen zu transportieren. Dies ist von besonderer Be-
deutung, da die biochemische Forschung ah weiteren Ca*’-Carriern in-

teressiert ist.

Die vorliegende Arbeit versuchte deshalb in einem ersten Schritt fest-
zustellen, ob gewisse dieser synthetischen Liganden fihig sind, ca*.
Ionen durch kiinstliche bimolekulare Membranen zu transportieren. In
weiteren Experimenten wurde ihr Verhalten in bezug auf biologische
Membranen gepriift. Des weiteren wird versucht, einige mechanistische

Aspekte dieses Transportes zu beleuchten.
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2. KUENSTLICHE BIMOLEKULARE MODELLMEMBRANEN
2.1, Historisches

'Die hohe Komplexitit von biologischen Membranen (vgl. Kap. 3) fiihrte
schon friihzeitig zu Versuchen, ihre Eigenschaften an einfacheren Mo-

dellen zu untersuchen.

So versuchte bereits 1914 Beutner [18] biologische Membranen zu Simu-
lieren, indem er aus polaren Celen Membranen formte und daran erste
detaillierte Untersuchungen anstellte. Diese 'Oelmembranen' studierte
auch Baur [19]. Spiter wurden von Michaelis und Wech [20] Collo-
diumfilme und von Teorell [21] Cellophan-Filme fiir das Studium von

Membraneigenschaften herangezogen.

Als nach dem Zweiten Weltkrieg die ersten kiinstlichen Ionenaustauscher-
Harze erhidltlich waren, wurden selbst aus diesem Material Modellmem-

branen hergestellt und von verschiedenen Forschern untersucht [22].

~ Zusdtzlich zu diesen Arbeiten wurden auch viele Untersuchungen an

‘monomolekularen Schichten ausgefiihrt, welche an der Luft-Wasser-
oder Oel-Wasser-Grenzfliche ausgebildet wurden [23,24].

Der grosse Durchbruch gelang jedoch den amerikanischen Forschern
Mueller, Rudin, Tien und Wescott. Angeregt vor allem durch Newton's
Studien an Seifenblasen und das Modell der bimolekularen Membran von
Gorter und Grendel (vgl. Kap. 3.1.), versuchten sie durch ein véllig

neues experimentelles Vorgehen die Bildung von bimolekularen Schichten

- -.in wissriger LOsung zu induzieren. In einer Arbeit - die heute wohl als

historisch bezeichnet werden darf - prisentierten sie 1963 die Resultate
ihrer Studien [30]}. Es gelang ihnen, in wissriger LOsung bimolekulare
Membranen aus lipidhaltigen LOsungen herzustellen, die in ihren Eigen-
schaften den biologischen Membranen sehr nahe stehen, aber in ihrer

Zusammensetzung um ein Vielfaches weniger komplex sind.
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Dieser Erfolg wurde bis heute durch zwei weitere Entdeckungen abge-
rundet. Zum einen erkannte Bangham 1965 [27], dass sich Phospholi-
pide in wissrigem Medium suspendiert spontan zu sphirischen Gebil-
den assoziieren, die gegen aussen durch bimolekulare Membranen ab-
gegrenzt sind. Zum andern entwickelten Montal und Mueller [28] 1972
eine Methode, um l0sungsmittelfreie bimolekulare Lipidmembranen
herzustellen. Gerade weil sie keine unnatiirlichen Losungsmittelmole-

kiile enthalten, sind sie ein noch besseres Modell fiir Biomembranen.

2.2, Die Bildung von Schwarzen Filmen

Die Herstellung von ebenen bimolekularen Lipidmembranen ist relativ
einfach. Als Apparatur dient eine Zelle aus Teflon oder Plexiglas,

die durch eine Zwischenwand in zwei Riume geteilt ist (Fig. 1). Die
Zwischenwand enthdlt ein kreisrundes Loch von bis zu einigen Milli-
metern Durchmesser, iiber welches die Membran gespannt wird. Mit
einem feinen Pinsel, einer Pipette oder einer Mikroliterspritze wird
eine Probe einer Lipidlésung auf das Blendenloch aufgebracht. Der Li-
pid-Losungsmittelfilm, der das Blendenloch iiberspannt, wird nun durch
Abwandern von Material an den Rand zusehends diinner (Fig. 2a, b)

Membran

Elektrode\

wiissrige wissrige  F---_|
. . S Lupe
Losung Losung -~
——  — ———— ‘l_‘

Fig. 1: Apparatur zur Herstellung von Schwarzen Filmen



a b c

Fig. 2: Bildungsprozess einer bimolekularen Lipidmembran

und zeigt im reflektierten Licht bald leuchtende Interferenzfarben
entsprechend einer Dicke von einigen Mikrometern. Man beobachtet
dann an einer Stelle einen abrupten Uebergang zu einer viel geringe-
ren Lamellendicke, Dieser Bezirk, auf dem die Lichtreflexion fast
vollstindig verschwindet, breitet sich von unten her (bei L&sungsmittel,
die dichter sind als Wasser, von oben her) aus, bis nach einigen Mi-
nuten die ganze Fliche der Blendendffnung von einer einheitlichen, das

Licht nur noch schwach reflektierenden Membran iiberzogen ist.

Wegen ihres geringen Reflexionsvermdogens bezeichnet man solche
Membranen auch als 'Schwarze Filme' oder 'Schwarze Membranen'

('black films'). In diesem Zustand sind die Membranen nur noch zwei
Molekiillagen dick.

2. 3. Materialien zur Herstellung von Schwarzen
Filmen

Zur Herstellung von Schwarzen Filmen eignet sich eine ganze Reihe
von verschiedensten Materialien. Ihnen allen ist gemeinsam, dass sie

aus einem organischen LUsungsmittel (im allgemeinen ein geradkettiger
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Kohlenwasserstoff) und einer amphipatischen Substanz bestehen.
Amphipatische Molekiile sind dadurch charakterisiert, dass sie sowohl
stark polare wie auch stark unpolare Molekiilgruppen enthalten. Der
polare Teil wird als 'polare Kopfgruppe' bezeichnet, und der unpolare
Rest besteht meist aus Kohlenwasserstoffketten .

Auf Seitel8 ist eine Auswahl solcher Molekiile gezeigt, wobei R im
allgemeinen eine meist gesittigte, geradkettige Kohlenwasserstoffkette
mit 15 - 17 C-Atomen symbolisiert. Weiter bilden auch L&sungen von
oxydiertem Cholesterin, Chlorophyll oder Retinal [29] stabile Mem-
branen. Als Ld&sungsmittel werden meist n-Alkane mit 8 - 14 C-Atomen

verwendet.

Eine typische und hiufig verwendete Losung zur Herstellung von sta-
bilen Membranen ist z.B. eine 1%-ige Losung von Lecithin (1, 2-Diacyl-
sn-glycero-3-phosphatidylcholin) in n-Decan mit oder ohne Zusatz von
Cholesterin.

Neben solchen Losungen mit mehr oder weniger definierter Zusammen-
setzung werden oft auch erfolgreich Extrakte aus biologischem Material
zur Membranherstellung verwendet, so z.B. Extrakte aus Ochsenhirn,
Hefe, Erythrozyten, Mitochondrien oder verschiedenen Mikroorganismen.
Tien beschreibt in [29] eine ganze Reihe von Methoden zur Gewinnung
von solchen Extrakten.

Allgemein ist zu erwihnen, dass Material, das aus mehr als zwei

Komponenten zusammengesetzt ist, stabilere Membranen ergibt.
2.4. Eigenschaften von Schwarzen Filmen

2.4.1 Dicke

Verschiedene Methoden sind geeignet, um die Dicke von solchen Mem-
branen zu messen (optische, elektronenoptische und elektrische)

[30 - 34]. Sie ergeben, je nach Methode, iibereinstimmend Werte
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Q | Q
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Konstitution einiger Lipide zur Herstellung Schwarzer Filme
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zwischen 40 - 150 A, wobei man Werte zwischen 60 und 80 A als am
wahrscheinlichsten betrachtet. Diese Werte sind etwas hoher als die

doppelte Linge des ausgestreckten Lecithinmolekiils, so dass man an-
nehmen muss, dass eine geringe Menge LOsungsmittel in die Membran

eingelagert ist.

2.4.2 Elektrische Eigenschaften

Trotz ihrer geringen Dicke ist der elektrische Widerstand von bimole-
kularen Membranen ausserordentlich hoch. Er liegt fiir unmodifizierte

Membranen im Bereich um 108 - 109 n.«cm2 (Lecithin in 0.1 M NaCl).

Eine andere oft gemessene Grosse ist die elektrische Durchbruchs-
spannung. Wird die Spannung iiber einer Membran erhtht, so wird ein
Punkt erreicht, an dem die Membran der elektrischen Spannung nicht
mehr standhilt und in der Folge zusammenbricht. Diese Spannung
liegt um 200 mV (Lecithin in 0.1 M NaCl), hiingt aber stark von der
Art der Aussenldsung und von Verunreinigungen (oder Modifikatoren)
in der Membran [29] ab.

Eine einfache Rechnung zeigt, dass bei 200 mV iiber der Membran eine
elektrische Feldstirke von 3-105 V/cm herrscht, was durchaus im Be-
reich der Durchbruchsspannung fiir Kohlenwasserstoffe, wie z.B. fiir
Paratfin (€= 2.0 - 2.5) mit 10° - 10° V/cm liegt [29].

Eine weitere elektrische Grosse ist die Kapazitit von Membranen. Das
System wéissrige Salzldsung _/ Membran / wissrige Salzlésung kann als
Kondensator aufgefasst werden mit den Salzldsungen als Kondensator-
platten und der Membran als Dielektrikum. Theoretisch errechnet sich
fiir einen solchen Kondensator eine Kapazitit von 0.25 nF cm™2 (e=2,

d =170 A). Kapazitdtsmessungen an Lipidmembranen ergeben Werte

um 0.3 bis 1.3 uF cm"2 [29], was in guter Uebereinstimmung mit dem
theoretischen Werte steht.
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2.4. 3. Optische Eigenschaften

Um die optischen Ph#nomene an Schwarzen Membranen zu verstehen,
sollen kurz zwei Tatsachen aus der physikalischen Optik erwdhnt wer-
den {35]:
1. Damit zwei Lichtstrahlen interferieren konnen, miissen sie
a. kohidrent sein
b. aus der gleichen Lichtquelle stammen,
2. Wird ein aus dem Medium 1 (Brechungsindex n1) kommender Licht-
strahl an der Phasengrenze zum Medium 2 (Brechungsindex n2) re-
flektiert, so erfihrt der Strahl einen Phasensprung um 1800, sofern

der Brechungsindex ng > Brechungsindex n,. Ist n,>n erfolgt kein

2
Phasensprung.

Ein Lichtstrahl a, der von einer Lichtquelle S kommend auf eine Lipid-
membran in wissrigem Medium auftrifft (Fig. 3), wird an der Phasen-
grenze im Punkt A zum einen Teil ins Wasser zuriickreflektiert (Strahl
a'), zum andern Teil zum Punkt B hin gebrochen (Strahl b), dort eben-
falls reflektiert und unter Brechung im Punkt A' wieder ins Wasser zu-
riickgestrahlt (Strahl b'), wo er mit dem direkt reflektierten Strahl a'

interferiert.
Cmzgr———--—-
E
Ny
e wiissri
wassriges Membran Medi ges
Medium um

Fig. 3: Optisches Verhalten einer Schwarzen Membran



21

Unter der Bedingung, dass n >n, erfihrt der Strahl a bei der Refle-
xion in A einen Phasensprung um 180°. Strahl b' seinerseits ist durch
die grossere Weglinge relativ zu a' in der Phase verschoben. Die von
Strahl b' zusitzlich durchlaufene Strecke A betrdgt [36]

A AB + BA' - AQ (1)
A = CA’ - AQ . (2)

Da die Lichtgeschwindigkeit durch das Medium beeinflusst wird, miissen
zur Berechnung der optischen Wegdifferenz A die Brechungsindices n
und n, eingefiihrt werden [36].

A = n_- CA' - n_- AQ (3)
Weiter gilt
CA' = CP + PA' (4)
n_ AQ = n PA' (5)
CP = CA-cosPp = 2d-cosp (6)

Werden die Gleichungen (4), (5) und (6) in Gleichung (3) eingesetzt, er-
gibt sich als optische Wegdifferenz

A = 2d?nm-‘cos[3 (7

Werden Lipidmembranen, die sich im Bildungsprozess zur Schwarzen
Membran befinden, mit weissem Licht bestrahlt, so erscheinen im re-
flektierten Licht durch konstruktive und destruktive Interferenz vorerst

alle moglichen Interferenzfarben,

Ist eine Membran so diinn geworden, dass die Membrandicke d
'ungeféihr einen Viertel der mittleren Wellenlidnge des einfallenden
Lichtes erreicht hat, kommen wegen des Phasensprunges des Strah-
les a/a' im Punkt A die Strahlen a' und b' in Phase ,'(Gleich,ung 7,
Fig. 4b). Dadurch wird die konstruktive Interferenz maximal, und die
Membran leuchtet im reflektierten Licht in goldgelbem und silbernem
Glanz auf.

Erreicht die Membran durch weiteres Diinnerwerden den Zustand der
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Strahl a

/\/\/
¢ A
m
. " p

Fig. 4: Interferenz der Lichtstrahlen an der Membran, a, eintreffender
Strahl; b, c, reflektierte Strahlen.

bimolekulai'en Membran, so ist die Wegdifferenz der beiden Strahlen
a' und b' nur noch minimal (Membrandicke<<A),

Wegen des Phasensprunges beim Punkt A sind die beiden Strahlen in
ihrer Phase jedoch um 180° verschoben, und destruktive Interferenz
tritt ein: Das von der Membran reflektierte Licht verschwindet prak-
tiséh, und die Membran erscheint 'schwarz' (Fig. 4c). |

2.4.4 Zusammensetzung von Schwarzen Filmen

Die genaue Zusammensetzung von Schwarzen Filmen anzugeben, ist
ausserordentlich schwierig, selbst wenn die Zusammensetzung der mem-

branbildenden Losung bestens bekannt ist.

Nimmt man ndmlich in der Membran eine mittlere Packungsdichte von
SO‘AZ/Molekiil an, so finden sich darin nur 2 - 1012 Molekiile/mmz,
entsprechend ~ 10"9 g. Trotz dieser Beschridnkung haben es Henn und
Thompson [37] unternommen, mit Tracermethoden Lecithin-Decan-
Membranen auf ihre Zusammensetzung zu untersuchen. Sie fanden in
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der Membran ein Lecithin : Decan-Verhéltnis von 1:10 verglichen mit
1 : 700 in der membranbildenden Losung (0.5 % Lecithin in Decan), so
dass es scheint, dass sich das Lipid in der Membran anreichert und

bevorzugt Losungsmittel in die Randzone abwandert.

2.4.5 Permeabilitdtseigenschaften von Schwarzen Filmen

Entsprechend dem lipophilen Charakter der membranbildenden Kompo-
nenten ist zu erwarten, dass bevorzugt lipophile Substanzen die Membran

durchdringen konnen.

Die theoretische Ableitung des Permeabilititskoeffizienten P d [38]
zeigt erwartungsgemiss, dass P q vor allem vom Verteilungskoeffizien~-
ten y abhingt, da der Diffusionskoeffizient D wenig von der Struktur der

permeierenden Substanz beeinflusst wird:

y = Verteilungskoeffizient
P, = 17'12 D = Diffusionskoeffizient
d = Membrandicke

Die Proportionalitit zwischen P q und y konnte fiir zahlreiche Nicht-
elektrolyte annihernd bestiitigt werden (vgl. Tab. 1); Ausnahmen bilden
jedoch kleine, hydrophile Molekiile wie Harnstoff oder Wasser.

Tab. 1: Verteilungskoeffizient y und Permeabilitdtskoeffizient P q ver-
schiedener Nichtelektrolyte (nach [39])

Molekiil o Pd** IO'Pd/ Y

1,6 Hexandiol 540 1075 | 225.107° | 4.2
Isobutyramid 370 " 198 ™ 5.4

1,4 Butandiol 43 " 20 " 4.6

H20 42 " 573 " 136
Formamid 7.9 " 27 " 34
Harnstoff 3.5 " 0.61" 1.7

* y = Verteilungskoeffizient zwischen n-Hexadecan und Wasser

**P = Permeabilititskoeffizient fiir Lecithin:Cholesterin (1:2)Membran

d
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Die ausgesprochen hohe Durchlissigkeit der Membranen fiir Wasser

hat viele Theorien iiber den Mechanismus der Wasser-Permeation auf-
kommen lassen. Einerseits liessen Experimente mit tritiertem Wasser
und osmotische Flussmessungen darauf schliessen, dass Schwarze Mem-
branen eigentlich Wasserporen haben sollten [40], anderseits zeigen
aber andere Experimente (z.B. Ionenpermeabilititen) und der hohe
elektrische Widerstand der Membran, dass diese Theorie unhaltbar

‘ist [41,42], so dass bis heute die Frage nach dem eigentlichen Durch-

trittsmechanismus von Wasser noch ungelGst ist.

Die Durchldssigkeit von unmodifizierten Schwarzen Membranen fiir Ionen
‘ist hingegen ausserordentlich gering [43], ausgenommen fiir lipophile

Ionen, entsprechend dem Grad ihrer Lipophilie.

Dies lisst sich jedoch schlagartig durch Zugabe von gewissen Substan-
zen (Modifikatoren) dndern, welche die Membran fiir gewisse Ionen mehr

oder weniger selektiv durchldssig machen.

2.5. Liposomen

Beim Versuch, Lecithin-Suspensionen in widssrigem Medium fiir die
Elektronenmikroskopie zu prédparieren, beobachtete Bangham 1963 unter
dem Lichtmikroskop Strukturen, die sich je nach osmotischen Eigen-
schaften und Ionenstirke der umgebenden L&sung dnderten [44]. Ge-
nauere Untersuchungen dieses Sachverhaltes zeigten, dass sich die
Lipide zu membrandsen Strukturen organisierten. Obwohl analoge Be-
obachtungen auch von andern Forschern gemacht wurden [45,46], er-
kannte Bangham erstmals, dass dies ein weiteres Modellsystem fiir die
Membranforschung sein konnte [47,48). Tatsichlich wurde es auch zu
einem der heute am hdufigsten verwendenten Systeme bei Untersuchungen

von Modellmembranen.
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Verschiedene Vorteile gegeniiber Schwarzen Membranen haben diesem
System zum Durchbruch verholfen, unter anderem die einfache Prépa-
ration. Dazu wird in eihem Rundkolben eine LOsung eines geeigneten
Lipids in organischem Losungsmittel (meist Chloroform oder Chloro-
form-Methanol) abgedampft und die auf dem Kolbenboden zuriickbleiben-+
de Lipidschicht mit wissriger Losung iiberschichtet. Nun folgt ein
Prozess, der unter dem Polarisationsmikroskop ein farbenprichtiges
Schauspiel bietet: In der Suspension formen sich sehr rasch selbstan-
dig Vesikel, die durch ihre doppelbrechende Eigenschaft im Mikroskop
mit gekreuzten Polarisatoren in leuchtenden Regenbogenfarben erschei-
nen [49]. Dieser Bildungsprozess der Vesikel kann durch Schiitteln
oder durch Riihren mit einem Magnetstab unterstiitzt werden.

Die so gebildeten Strukturen sind abgeplattete oder gestreckte, zylindri-
sche bis kugelférmige Gebilde, deren Winde aus einer Vielzahl von
konzentrischen, bimolekularen Membranen bestehen und als multilamel-
lare Liposomen bezeichnet werden (Fig. 5A). Zwischen den Winden

und in ihrem Innern schliessen sie eine bestimmte Menge der Aussen-
16sung ein. Der Durchmesser dieser Liposomen ist ausgesprochen un-

einheitlich und geht von ungefihr 0.1u bis 20 [50].

Die multilamellaren Liposomen konnen in diesem Zustand fiir Experi-
mente verwendet oder durch Ultraschallbehandlung weiter modifiziert

werden. Dabei wird die Lecithinsuspension wihrend 10 - 30 Minuten

Fig. 5:Schematische Darstellung von Liposomen (A: multilamellare,

B: monolamellare)
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. beschallt, und die multilamellaren Liposomen lagern‘sich in wesent-
lich kleinere Vesikel von einheitlicher Grosse um, die nun als wesent-
liches Charakteristikum nur mehr von einer einzigen Membranschicht
umgeben sind. Die daraus resultierenden Liposomen haben eine ein-
heitliche Grésse um 250 A (Ei-Lecithin in 0.145 M NaCl) [51] und
werden als monolamellare Liposomen bezeichnet (Fig.5B). Sie sind

- unter der Bedingung, dass alle Operationen unter Inertgas ausge-
fiilhrt wurden - ungefdhr fiir eine Woche stabil [52].

Durch anschliessende Ultrazentrifugation bei 100'000 g werden noch
vorhandene grossere Strukturen und Verunreinigungen abzentrifugiert
(die monolamellaren Liposomen sedimentieren dabei nicht). Gelper-
meation an Sephadex G25 erlaubt weiter, die Liposomen von ihrer
anfinglichen Aussenldsung abzutrennen, da sie vom Innern des Gels
ausgeschlossen sind und durch Elution mit isoosmotischer L&sung

- mit dem Leervolumen erscheinen.

Trotz der etwas aufwendigeren Préparationstechnik werden monolamel-
lare Liposomen h#ufiger verwendet da einige schwerwiegende Nach-
teile gegen die Verwendung von multilamellaren Liposomen sprechen.
Einmal sind hier die bereits erwidhnte sehr uneinheitliche Grosse der
multilamellaren Liposomen und die unbekannte Anzahl von Lamellen
pro Liposom 2zu nennen, die eine Bestimmung von absoluten Parame-
tern bei Ausflussmessungen sehr erschweren. Ein weiterer ernsthaf-
ter Nachteil liegt darin, dass einige dieser Partikel - vermutlich auf
Grund von spiralig aufgewundenen Membranen - Defekte enthalten,
durch welche Innenldsung ausfliessen kann [51], Dazu kommt bei
multilamellaren Liposomen noch das 5 - 6 mal geringere Verhiltnis
von Husserer Oberfliche zu Innenvolumen [49].

Dem gegeniiber sind die monolamellaren Liposomen dank ihrer sehr
einheitlichen Grosse ausserordentlich geeignet fiir Flussexperimente.

Weitere Vorteile sind auch ihre dichten Membranen und die hohe
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Membranoberfliche, die mit 2950 cmz//umol Lipid (Lecithin) [49,51]
ohne weiteres erlaubt, Membranoberflichen von einigen Quadratmetern

pro Milliliter Suspension zu erhalten.

Diesen Vorteilen stehen aber auch zwei Nachteile gegeniiber. Zum einen
wurde berichtet [53], dass durch die Beschallung ein merkbarer Abbau
der Lipide erfolgen kann. Der zweite Nachteil ist durch die geringe Di-
mension der Liposomen bedingt: Bei einem Aussendurchmesser von 250 A
und einer Membrandicke von 46 A [54] errechnet sich ein Innendurch-
messer von 158 A und dadurch ein Innenvolumen von 2. 1-10'18 cm3 pro
Liposom [55]. Wird die Priparation der Liposomen beispielsweise in
einer 10_3 M CaCl, -L0sung vorgenommen, so finden sich somit durch-
schnittlich 1.3 Ca -Ionen pro Liposom. Hier noch von einer eigentlichen
Ca’*-Konzentration der Innenlésung zu sprechen, ist wohl vermessen.
Geméiss den Gesetzen der Statistik, enthalten die einen Vesikel kein
Ca++-Ion, andere hingegen haben 4 oder vielleicht 5 Ionen eingefangen

und somit ist die 'Innenkonzentration' keine einheitliche Grosse mehr.

Die Losung dieses Problems scheint nur moglich zu sein, wenn die Lipo-
somen als eine statistische Gesamtheit betrachtet und auf Grund ihrer
grossen Zahl die einfachen Gesetze der Statistik anwendbar werden, was
jedoch nicht ganz ohne Einschrinkung der Fall zu sein scheint [49].

Tab. 2: Eigenschaften von Liposomen (Lecithin) ; (nach [55])

monolamellare multilamellare

Aussendurchmesser . 250+8 A 0.1 - 20}1 [50]
Membrandicke 46 A
Lecithinmolekiile/Vesikel 4000 **

Molekiile an der Membranaussenseite | 2820 ** (70.5 %)

" " " Membraninnenseite 1180 ** (29.5%)
Totale Aussenoberflélche/pMol Lipid 2950+ 30 cm2 500 - 900 cm2 [29,30]
Totales Innenvolumen/uMol Lipid 0.33 1075

cm3

** bherechnete Werte
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2.6. Lésungsmittelfreie planare bimolekulare Membranen

Zusdtzlich zu den Modellsystemen der Schwarzen Filme und der Liposo-
men verdffentlichten 1972 Montal und Mueller [56] eine Methode,
16sungsmittelfreie planare bimolekulare Membranen, ausgehend von mono-
molekularen Lipidschichten auf Wasser herzustellen. Die Idee, zwei
‘monomolekulare Schichten zu bimolekularen Membranen zu vereinigen,
wurde schon frither gedussert [57,58], aber erst durch Montal und

Mueller wurde sie zu einer brauchbaren Methode.

Die Apparatur dazu besteht aus zwei Kammern, die durch eine Zwischen-
wand voneinander getrennt sind,und in deren Mitte eine grossere Oeffnung
ausgespart ist (Fig. 6). Ueber die Oeffnung wird ein diinner Teflonfilm
(ca. 0.01 mm dick) gespannt, in den mit einem gliihenden Platindraht
oder einer abgeschliffenen Spritzennadel ein kleines Loch (Durchmesser
0.1 - 0.5 mm) angebracht wird. Die beiden Kammern werden bis unter-
halb des Loches mit Losung gefiillt. Auf die saubere Wasseroberfliche
wird beidseitig eine sehr geringe Menge eines Lipides, gelOst in einem
leicht verdunstenden Losungsmittel (z. B. Hexan, Chloroform), aufge-
bracht. Nach dem Verdunsten des Losungsmittels bildet das Lipid auf

der Wasseroberfliche einen monomolekularen Film.

Teflon-

fitm
mono molekularer
lpldﬁlm

\\\\

Fig. 6: Apparatur zur Herstellung bimolekularer Membranen ausgehend
von monomolekularen Lipidschichten
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Durch Absenken der Trennwand oder einfacher durch Anheben der

Fliissigkeitsspiegel mittels Einspritzen von wissriger Losung in beide

Kompartimente werden die beiden monomolekularen Filme von beiden
Luft Seiten iiber die Teflonfolie und das

monomolekulare

Luft ﬂ ) darin eingefligte Loch gelegt (Fig. 7).
\\. ..... W Lipidschicht  Membranen, die die heikle Phase

der Membranbildung iiberstehen,

sind meist fiir Stunden stabil.

o Die Methode bietet ausserdem eine
'was-"'ef " - Wasser attraktive Moglichkeit, asymmetri-

=8 IR sche Membranen durch Zusammen-

fiigen von monomolekularen Schich-

ten unterschiedlicher Lipide herzu-
stellen. Dies ist vor allem interes-
_ sant angesichts der Tatsache, dass
Teflonfilm

viele biologische Membranen eben-
Fig. 7: Bildung einer bimolekularen falls asymmetrisch gebaut sind (z. B.
Membran aus zwei ungleichen mono- innere Mitochondrienmembran, Eryth-

molekularen Lipidschichten rocytenmembran) [1,73].

2.6.1 Physikalische Eigenschaften

Die physikalischen Eigenschaften der so gebildeten Membranen sind den-
jenigen der Schwarzen Membranen recht dhnlich,

Der elektrische Widerstand ist mit 106 - 108£)-cm2 gleich gross wie bei

den Schwarzen Membranen [56]. Die Kapazitit der losungsmittelfreien
Membranen ist hingegen deutlich hdher und wird mit 0.75 - 0,9 ,uF/cm2
[56,59,60] angegeben, was ungefidhr der doppelten Kapazitit von Schwar-
zen Membranen [29] entspricht. Damit erreichen diese Membranen die
Kapazititswerte, welche fiir biologische Membranen [29] angegeben wer- .

den. Auch in der Dicke unterscheiden sie sich deutlich von den Schwarzen
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Membranen. Die Abmessung des Kohlenwasserstoffanteils in der Mem-
bran wird mit 26 A (Dioleolyl-lecithin) [60] angegeben, was nur unge-
fihr der halben Lénge von zwei gestreckten Kohlenwasserstoffanteilen
entspricht. Wird fiir die polare Kopfgruppe eine Abmessung von 6 A
[61] eingesetzt, ergibt sich eine totale Membrandicke von 38 A gegen-
iber 60 - 62 A (Lecithin/Decan) [61] bei Schwarzen Membranen. Diese
Diskrepanz wird dadurch erkldrt, dass entweder Wasser tief in die
16sungsmittelfreie Membran eindringen kann [59], das durch das Lsungs-
mittel bei Schwarzen Membranen ausgeschlossen bleibt, und somit eine
geringere Dicke vorgetduscht wird oder dass der Kohlenwasserstoffanteil
in der Membran schraubenférmig aufgewunden ist [60].

2. 7. Zusammenfassung und Diskussion der verschie-

denen Modellsysteme

Die Methode der planaren bimolekularen Membranen (Schwarze Mem-
branen und 16sungsmittelfreie Lipidmembranen) erlaubt wegen der leich-
ten Zuginglichkeit der beiden Kompartimente elektrische Messungen und
die Veridnderung der Zusammensetzung beidseits der Membran. Bei
Liposomen sind solche Manipulationen unmdglich, da ihr Innenvolumen
nicht zuginglich ist. Dem gegeniiber bilden aber Liposomen die bevor-
zugte Methode fiir Flussmessungen, da ihre Membranoberfliche um Zeh-
nerpotenzen grosser ist (einige m2 gegeniiber einigen mmz).

Wesentliche Nachteile der Schwarzen Membranen sind ihre nicht genau
bekannte Zusammensetzung und der Losungsmittelgehalt, der es bis

. heute unmoglich gemacht hat, Membranproteine in funktioneller Form
zu inkorporieren [62], da Proteine durch das Ld&sungsmittel vermutlich
~denaturiert werden [63]. Mit l6sungsmittelfreien Membranen sind dage-
gen bereits einige Erfolge zu verzeichnen [64,65]. Der Vorteil der
Schwarzen Membranen. gegeniiber den l6sungsmittelfreien liegt darin,
dass sie problemloser hergestellt werden konnen und wegen ihrer héhe-
ren Stabilitdt mit wesentlich grosserer Oberfliche gebildet werden

2 2).

konnen (20 mm“ gegeniiber 0.2 mm
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3. BIOLOGISCHE MEMBRANEN

3.1, Historisches

Mitte des letzten Jahrhunderts beobachtete der Ziircher Botaniker

K. Nigeli [70], dass Farbstoffe durch eine lichtmikroskopisch unsicht-
bare Schranke am Eintritt in lebende Zellen gehindert werden. Er schloss
daraus auf die Existenz einer Barriere, der Plasmamembran, und ver-
mutete, dass diese fiir das osmotische Verhalten einer Zelle verantwort-
lich sei. Im Jahre 1899 verdffentlichte Charles Overton in Ziirich [2] die Er-
gebnisse seiner Beobachtungen iiber den Eintritt einer Reihe von Verbindun-
gen in die Zelle. Er fand, dass mit abnehmender Polaritidt eines Mole-
kiils die Eintrittsrate in die Zelle zunahm, und schloss daraus, dass die
Zellmembran, welche die Eintrittsrate von Substanzen in die Zelle kon-
trolliert, von fettihnlicher Natur sei und dass Cholesterin und andere
Lipide an ihrem Aufbau beteiligt seien. So wurde 1899 der Gedanke an

eine Lipidmembran geboren, welche die Zelle umgibt.

Im Jahre 1925 extrahierten Gorter und Grendel [67] die Lipide einer
genau bekannten Anzahl von Erythrocyten und bestimmten die Fléiche,
welche dieses Extrakt auf einer Wasseroberfliche beanspruchte. Von
Langmuir's Experimenten [68] wussten sie, dass Lipide auf Wasser
monomolekulare Schichten bilden. Aus dem errechneten Verhiltnis von

2 : 1 (Lipidoberfliche auf Wasser : Erythrocytenoberfliche) schlossen sie,
dass die Lipide in der Zellmembran in einer bimolekularen Schicht an-

geordnet sein miissen (Fig. 8a).

Auf Grund von Messungen fanden 1935 Davson und Danielli [69], dass

die Oberflichenspannung von Zellmembranen bedeutend geringer war, als
es vom Modell der Doppelschichtmembran her zu erwarten wire, Sie ver-
muteten daher, dass die Lipidmembran beidseitig mit Proteinen beschichtet
sei (Fig. 8b).
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a b

Fig. 8: Membranmodelle (a) nach Gorter und Grendel (1925)
B resp. (b) nach Danielli und Davson (1935)

Die Elektronenmikroskopie, die sich nach 1930 entwickelte, zeigte denn
auch fiir biologische Membranen unterschiedlichster Herkunft die typi-
sche dreischichtige Anordnung, die mit Hilfe des Protein-Lipid-Protein-
'Sandwich'-Modells von Davson und Danielli erklirt werden kann [70].
Die weite Verbreitung solcher, auf den ersten Blick sehr &dhnlicher
Membranen gab Robertson [71] Anlass um 1960 seine Vorstellungen
iber eine allgemein giiltige Elementarmembran (*unit membrane'), die

in pflanzlichen und tierischen Zellen verbreitet ist, zu entwickeln. Wei-
ter zeigte die Elektronenmikroskopie aber auch, dass die Zelle nicht nur
gegen aussen mit einer Elementarmembran abgeschlossen, sondern mit
Membransystemen buchstiblich angefiillt ist, die alle diesem Bild der
Elementarmembran entsprechen: Endoplasmatisches Retikulum, Mitochon-
drien, Zellkern, Dictyosomen, Lysosomen etc.

Dieses Modell der Einheitsmembran wurde nur mehr geringfligig modifi-
ziert, Beispielsweise wurde beobachtet, dass gewisse Proteine nur mit
drastischen Methoden und oft unter Verlust ihrer biologischen Aktivitat
extrahiert werden konnen, wihrend andere sich bereits mit milden Metho-
den entfernen lassen. Die schwer entfernbaren Proteine, sogenannte inte-

grale Proteine, sind vermutlich in die Membran eingebaut. Grossere Proteine
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diirften sogar die Membran durchdringen und liben moglicherweise
Transportfunktionen aus. Die andern, leicht extrahierbaren Eiweisse,
die peripheren Proteine, sind wahrscheinlich nur der Membranober-
fliche angelagert und lassen sich zum Teil bereits durch Aenderung der
Ionenstirke oder des pH-Wertes von der Membran entfernen [72].

Das neueste Membranmodell von Singer und Nicolson [73] beriicksich~
tigt alle diese Beobachtungen und zeigt die integralen Proteine, die auf
ihrer Oberfliche selbst hydrophile und hydrophobe Bereiche aufweisen,
mit ihrem hydrophoben Teil in die bimolekulare Lipidmembran einge-
taucht (Fig. 9 ). Die peripheren Proteine verbleiben wie bei den friiheren
Modellen an die Membranoberfliche angelagert. Die Lipidmolekiile selbst
bilden die bekannte bimolekulare Membran, die aber recht fliissig (fluid)
ist und den integralen Proteinen eine hohe Beweglichkeit erlaubt. Singer
und Nicolson nennen deshalb dieses Modell selbst 'fluid mosaic model’.

Fig. 9: 'Fluid mosaic’-Modell von Singer und Nicolson [73]
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3.2. Aufgaben und Zusammensetzung biologischer

Membranen

Die dusserste Membran einer Zelle ist die Plasmamembran. Sie bildet
ein Hindernis fiir den freien Durchtritt von Wasser und geldsten Stoffen.
Ihre wichtigste Funktion besteht darin, die Zelle gegen das dussere Me~
dium abzugrenzen, Durch sie kann die Zelle ein konstantes inneres Milieu
ohne Riicksicht auf Verdnderungen im Aussenmedium aufrechterhalten, Die
Membran darf jedoch die Zelle nicht hermetisch von ihrer Umwelt ab-
schliessen, sondern muss selektiven Austausch mit dem Aussenmedium
ermdoglichen. Vorrichtungen fiir den kontrollierten Eintritt von Nahrungs-
- stoffen in die Zelle und fiir die Ausschleusung von Abbauprodukten aus
ihr heraus miissen vorhanden sein. Die Plasmamembranen miissen da-
her mit einer Reihe von Transportsystemen ausgestattet sein, mit deren

Hilfe Molekiile die Membran in einer bestimmten Weise passieren konnen.

Weiter ist eine Zelle in submikroskopisch kleine Ridume (Organelle) un-
terteilt. Die intrazelluliren Membranen dienen als Mittel, um eine hohe
lokale Konzentration an Substraten zu sichern, indem sie durch die Bil~-
dung von Organellen kleine Reaktionsrdume, Kompartimente, schaffen.
Die Eintrittsrate eines Substrates in ein Kompartiment und damit auch
die Umsatzrate eines bestimmten Stoffwechselprozesses hidngen von den
Permeabilititseigenschaften der Grenzmembran des betreffenden Kompar-
timents ab. Auf diesem Wege konnen Membranen einen kontrollierenden
Einfluss auf den Ablauf metabolischer Reaktionen ausiiben, wenn diese
in Organellen vollzogen werden. Prozessabldufe, welche um einen ge-
meinsamen Metaboliten wetteifern, konnen voneinander getrennt werden,
indem die entsprechenden Enzymsysteme in verschiedenen Kompartimen-
ten untergebracht und ihre Reaktionsgeschwindigkeit durch eine unter-
schiedliche Eintrittsrate des Metaboliten kontrolliert werden. Somit er-
leichtert also ein gut entwickeltes intrazellulires Membransystem die
Kontrolle iiber Stoffwechselvorginge [70].



35

Um diese anspruchsvollen und vielfédltigen Aufgaben erfiillen zu konnen,
miissen die Membranen auch entsprechend unterschiedlich zusammenge-
setzt sein. Zur Ilustration sei in Tab. 3 die Zusammensetzung eini-

ger Membranen gezeigt.

Tab., 3 : Zusammensetzung einiger Membransysteme: Protein zu Lipid-
Verhiltnis und Zusammensetzung des Lipidanteiles (in % des
Gesamtlipidgehaltes)

Erythro- | Endopl. |Mitochondrien [75]
zyten [74)|Retic. [75]| innere | Hussere
Protein:Lipid-Verhiltnis (Gew.) | 2.5:1 0.8:1 3.3:1 2.5:1

Phosphatidylcholin 23 48 37.5
Phosphatidyldthanolamin 20 19 28,5
Phosphatidylserin 11 4 2.5
Sphingomyelin 18 5 0
Cholesterin 25 5.5 2.5
Rest 30 18.5 29

Drei Beispiele sollen Art und Vielfiltigkeit der Membranfunktionen de-
monstrieren: Die Erythrocytenmembran als Beispiel einer Plasmamembran,
die Membran des Sarcoplasmatischen Reticulums und die Mitochondrien-
membranen.

3.3. Die Erythrocytenmembran

Die Membran der Erythrocyten (rote Blutkorperchen) ist wohl die best-
untersuchte Membran, da sie leicht und in grossen Mengen zu gewinnen
ist.

Erythrozyten sind kernlose Zellen ohne Zellorganelle; es sind also eher
untypische Zellen. Die Membran enthiilt eine grosse Reihe von Enzymen, zeigt

spezifische, gerichtete Transporteigenschaften und besteht aus einer Rei-
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he von Lipiden und Proteinen, die von denen anderer Plasmamembran-

' priparate nicht stark verschieden sind [70].

Um die Membran zu isolieren, muss die Innenldsung der Zellen (Cycloplas-
ma) mit ihrem hohen Hidmoglobingehalt entfernt werden, ohne dabei die Mem-
bran allzusehr zu zerstéren, Dazu werden die Zellen in destilliertes Wasser
gegeben, in dem sie aufschwellen und leck werden. Dadurch diffundieren
das Himoglobin und die anderen cytoplasmatischen Bestandteile hinaus
(Himolyse). Die so priparierten Erythrocyten werden 'Ghosts' genannt.

In isotoner Kochsalzldsung schrumpfen sie wieder auf ihre normale
Grosse, und ihre Membranen kehren in den normalen, relativ imper-

meablen Zustand zuriick,

Die Erythrocytenmembran ist ein klas- innen sussen

sisches Beispiel einer asymmetrischen ( 6
Membran. Sie enthilt 7-9 Hauptprotein-
komponenten mit Molmassen zwischen
3-10% - 2-10°, Ungefsihr 30 % davon

werden durch das Spectrin reprédsen-

© Q@

tiert, welches sich ausschliesslich auf
o P

der inneren Membranoberfliche befin- 1 3 )—%

det und leicht entfernbar ist (periphe-

res Protein). Weitere 30 % bilden 1

zwei Glycoproteine, die sog. Band-II-

Komponente und das Glycophorin.

Beide durchdringen die Membran Fig.10: Schematische Darstel-
(integrale Proteine) und besitzen lung einer Erythrocytenmem-
einen Zuckerteil, der auf der dusseren bran. 1:Spectrin, 2:Glycophorin,
Membranseite herausragt. Der Kohle- 3: Band-III-Protein, 4, 5 weitere
hydratanteil des Glycophorin bildet einen Enzyme, 6=Na+/K+-ATPase [70]
Teil der Blutgruppenspezifitit [70].

Ein weiteres integrales Membranprotein ist die Na+-/K+-ATPase, ein
Transportsystem, welches unter Verbrauch von ATP aktiv Na® aus den
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Erythrocyten und K" in die Zellen pumpt [70]. Ein weiteres Trans-
portsystem scheint auch fiir Ca™™ vorhanden zu sein, da iiber der
Erythrocyten-Membran ein Ca*"-Gradient von 103 - 104 besteht (Ca++-
Konzentration innen < 10'6 M) [63,76].

3.4. Das sarcoplasmatische Retikulum

Normale Zellen sind von einem weitverzweigten Membransystem, dem
endoplasmatischen Retikulum, durchzogen. Seine Aufgabe ist die Synthese
verschiedener Stoffwechselprodukte, aber auch die Verteilung von Bio-
syntheseprodukten. In den Muskelzellen ist dieses Membransystem zum
sogenannten sarcoplasmatischen Retikulum (SR) umgewandelt worden, das

eine zentrale Rolle in der Ausldosung von Muskelkontraktionen spielt.

Unter normalen Bedingungen ist die Ca**-Konzentration im Cytoplasma
einer Muskelzelle ausserordentlich gering (¢2- 10"7 M). Erregt ein
Nervenimpuls die Muskelzelle, steigt die intrazellulare Ca**-Konzentra-
tion durch Ausstrémen von Ca’' aus dem SR innert Sekundenbruchteilen
dramatisch an, weil die Permeabilitit der Membran fiir Ca™ stark zu-
nimmt. Diese erhohte Ca'’-Konzentration 16st die Muskelkontraktion aus.

Wenn die Nervenimpulse aufhoren, Muskelfasern

kehrt die SR-Membran in ihren ur~
spriinglichen Zustand zuriick. Das
ausgestrdomte Ca™ wird aktiv unter
ATP-Verbrauch durch ein Ca*'-

Transportsystem (Ca'H'-ATPase) ins Sarcoplas-

o FAM Vaitd/ matisches
SR zuriickgebracht, und die urspriing- i, AL S RO Reticalurk

liche, niedrige Cat*-Konzentration im

Zellplasma stellt sich wieder ein [1].

Dieser energieverbrauchende Transport
von Ca'" in das SR kann direkt mit bio-

chemischen Methoden verfolgt werden.  Fig. 11:Sarcoplasmatisches
Retikulum
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Bei der Homogenisation von Skelettmuskeln wird das SR zu kleinen, in
sich geschlossenen Vesikeln fragmentiert, die durch Differentialzentri-
fugation leicht isoliert werden konnen. Suspensionen solcher Vesikel
akkumulieren zugegebenes Ca™" sehr rasch in Gegenwart von geniigend
ATP und einem passenden Anion (z. B. POZ'). Fiir jedes hydrolysierte
ATP werden zwei Cat'-Ionen zusammen mit Phosphat akkumuliert. Sol-
che Vesikelprdparationen koénnen Ca™ aus dem umgebenden Medium bis

zu einer Konzentration von <10"'7 M entfernen [1,77].

3.5. Die Mitochondrien

Mitochondrien sind mit einer Abmessung von 1-2 J die grossten Zell-
organelle. Ihre Anzahl pro Zelle scheint fiir jeden Zelltyp ungefihr kon-
stant zu sein. In einer Rattenleberzelle z.B. befinden sich ungefihr 800
Mitochondrien [1].

Mitochondrien besitzen zwei Membranen,
deren innere Einbuchtungen, sogenannte
Cristae, aufweist (Fig. 12 ). Im Innern
der Mitochondrien, der sogenannten
Matrix, findet sich eine gelartige Phase,

die zu ungefihr 50 % aus Proteinen be-

steht. In den Mitochondrien finden sich

hauptsiichlich die Enzyme des Citronen- innere Membran

siurezyklus, der Atmungskette ( = Elek- dussere
' tronentransportkette) und der oxydativen
Phosphorylierung. Hier vollzieht sich

die Gewinnung von chemischer Energie; Fig. 12: Schematische Dar-

deshalb werden die Mitochondrien auch stellung eines Mito-

als 'Kraftwerke' der Zelle bezeichnet chondriums
[78,108].
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Wegen der hohen Stoffwechselrate in den Mitochondrien findet ein reger
Stoffaustausch durch die Mitochondrienmembran statt: Pyruvat, Carbon-
sduren, ADP und Phosphat werden stindig eingeschleust, CO2 und ATP
werden an das Zellplasma abgegeben.

Die beiden Mitochondrienmembranen unterscheiden sich in ihrer chemi-
schen Zusammensetzung, ihrem Permeabilitdtsverhalten und ihrer En-
zymausstattung stark von einander (vgl. auch Tab. 3). Die dussere
Membran besteht zu ungefdhr 50 %, die innere gar zu ungefihr 80 %
aus Proteinen. Die Enzyme der Atmungskette und der oxydativen Phos-
phorylierung sind in der inneren Membran lokalisiert, diejenigen des
Citronensiurezyklus befinden sich zum grossten Teil in der Matrix.

Die dussere Mitochondrienmembran ist fiir die meisten geldsten Stoffe
frei permeabel. Die innere Membran besitzt diese Durchlidssigkeit nicht,
verfiigt aber iiber spezifische Transportsysteme fiir Stoffe wie Phosphat,
ADP, ATP, Dicarbonsiduren, Tricarbonsiuren, bestimmte Aminosduren
und Ca*'-Ionen. Diese Stoffe konnen auch gegen einen bestehenden Kon-

zentrationsgradienten transportiert werden [1].

3.5.1 Der Citronensidurezyklus

Der Citronensidurezyklus (Krebs-Zyklus, Tricarbonsiurezyklus) lduft in
der Mitochondrienmatrix ab. Er hat die Aufgabe, das Pyruvat resp.
Acetyl-CoA, das von der Glycolyse, vom Fettsdure- resp. Aminosiuren-
Abbau stammt, unter Gewinnung von NADH und FADHy zu CO9 zu oxydie-
ren (Fig. 13).
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+
NADH| + H NAD*+ Co-A-SH

Fig. 13: Der Citronensidure-Zyklus (Tricarbonsiure-Zyklus, Krebs-
Zyklus)

3.5.2. Die Atmungskette und oxydative Phosphorylierung

Die Enzyme dieser beiden Prozesse sind in die innere Mitochondrien-
membran eingebaut. Die Atmungskette (Elektronentransportkette) iiber-
trigt die Reduktionsiquivalente von NADH resp. FADH,, die im Citro-
nensiurezyklus gebildet wurden, iliber eine ganze Reihe von Enzymen
(von denen jedes ein geringeres Redoxpotential besitzt als das vorher-
gehende) auf Sauerstoff (Fig. 14) [108]. Dabei werden pro umgesetztes
Elektronenpaar 3 ATP gebildet.

Die Atmungskette ldsst sich an verschiedenen Stellen mit spezifischen
Inhibitoren hemmen (vgl. Fig. 14, Fig. 15).
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FAD

[ x ATP ATP
A —f—

Coenzym Cytochrom Cytochrom Cytochrom
NAD —f— b= — azy —t=0,

l I 1

Rotenon Antimycin A Cyanid

Fig. 14: Vereinfachte Abfolge der Enzyme der Atmungskette mit Wirkungs-
ort von Inhibitoren und wahrscheinlichen Orten der ATP-Syn-
these (Reihenfolge der Enzyme nicht gesichert),

Durch sogenannte Entkoppler (z. B. DNP, FCCP, siehe Fig. 15) ldsst
sich jedoch die ATP-Synthese, auch oxydative Phosphorylierung genannt,
blockieren, ohne die Atmungskette zu beeinflussen: Die Atmungskette ist
von der oxydativen Phosphorylierung entkoppelt [1].

Fig. 15: Molekiile verschiedener auf die oxydative Phosphorylierung ein-

wirkender Substanzen

CE O—@—N e N 4
3 H o NCN NO; pNP =

FCCP = Carbonylcyanid - 24-Dinitrophenol
p-trifluoro methoxyphenyl hydrozon NO,

(CH,)5CH,

Antimycin A

Oligomycin B
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3.5.3 Kopplung der Atmungskette mit der oxydativen Phosphorylierung:
| Die chemiosmotische Hypothese

Die Theorie iiber die Kopplung von Atmungskette und oxydativer Phos-
phorylierung, die heute am meisten Anhidnger hat, ist die 1961 von
Mitchell [79,80,82] aufgestellte chemiosmotische Hypothese. Sie postu-
liert {iber der innern Mitochondrienmembran einen durch die Atmungs-
kette erzeugten pH-Gradienten. Durch die asymmetrisch angeordneten
Membranenzyme werden von der Innenseite der Mitochondrien Protonen
aufgenommen und auf die Aussenseite abgegeben (Fig. 16 ). Dadurch wird
im Vergleich zur Matrix das Aussenmedium sauer. Als Folge des
pH-Gradienten baut sich liber der Membran ein Potentialgradient von
~220 mV (innen negativ) auf., Die Energie dieser Gradienten wird

zur ATP-Synthese gebraucht, deren Ablauf noch weitgehend unbekannt
ist [1, 108].

INNEN INNERE AUSSEN

MEMBRAN

NADH Fig. 16:

+ Atmungskette nach der

NHI —— 2H . :
chemiosmotischen Hypo-

these. In Vergleich zu

\ Fig. 14 sind die Anzahl
und die Reihenfolge eini-

2H'—— FP

ZCy‘tb —2H'

ger Enzyme geédndert.

2H—— Q NHI: Fe-haltiges Enzym
ohne Him-Gruppe
+
Zszt c 2H (Non-heme=~iron)
e‘ FP: Flavoprotein
24" s 10 2 Cyta
22 / Cyt: Cytochrom
Q: Coenzym Q

Hy0
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Diese Theorie erklirt die meisten experimentellen Befunde.

- Sie erklirt, warum Entkoppler, die schwache, lipididsliche Sduren
mit einem pK im Bereich des physiologischen pH sind, die ATP-
Synthese, nicht aber die Atmungskette blockieren: Entkoppler wirken
als Protonencarrier und bauen den pH-Gradienten wieder ab [81].

- Sie erklirt, warum fiir die ATP-Synthese intakte, geschlossene Ve-
sikel nétig sind, da sonst die Gradienten iiber das Leck abgebaut
werden,

- Sie erkldrt, warum Oligomycin - ein Inhibitor fiir das ATP-synthe-
tisierende Enzym - die Atmungsrate reduziert, da die akkumulier-
ten Protonen auf die Atmungskette riickwirken. Die Zugabe eines
Entkopplers kann jedoch die Atmungskette wieder stimulieren,

- Sie erklidrt, warum neutrale Ionencarrier (wie z.B. Valinomycin)
ebenfalls entkoppelnd wirken kdnnen, da sie den Potentialgradienten

abbauen.,

3.5.4 Andere Wege der Energieverwendung

Anstatt zur ATP-Synthese kann die durch die Atmungskette bereitge-
stellte Energie auch filir andere Prozesse gebraucht werden, Es konnen
mit spezifischen Pumpen Stoffwechselprodukte aktiv durch die Membran
transportiert werden. Ein anderes System pumpt aktiv Ca’*-Ionen in die
Mitochondrien. Diese Ca++-Pumpe wird durch den Inhibitor Rutheniumrot
[ (NH,), RuORu (NH,), ORu (NH,),] Cl, oder La’* blockiert [1, 104,106,
107].

3.6. Vergleich von biologischen Membranen mit
kiinstlichen Modellmembranen

Wie die besprochenen Beispiele deutlich zeigen, bestimmen die Pro-
teine oft wesentlich die Membraneigenschaften. Andererseits bilden

sie aber auch hiufig die grosse Unbekannte, da ihre Eigenschaften
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noch weitgehend unerforscht sind.

Dieser unbekannte Einfluss der Proteine zwingt die Membranforschung
hiufig dazu, das Studium von grundlegenden Eigenschaften an einfache-
ren Modellen, wie sie in Kapitel 2 dargestellt wurden, auszufiihren. Doch
sind die Resultate dieser Experimente mit Vorsicht aufzunehmen und nur
beschrinkt auf biologische Membranen iibertragbar. Diese Modellmembra-
nen geben ja nur einen Teilaspekt, nidmlich denjenigen der bimolekula-
ren Lipidregionen der Biomembranen wieder., Was die Protéine, die oft
mehr als die Hélfte der Membranmasse ausmachen, zu den Membranei-

genschaften beitragen, wird dabei leicht iibersehen.

Trotz der starken Vereinfachung, die mit diesen Modellen verbunden ist,
sind die physikalischen Eigenschaften der Modellmembranen und biologi-
schen Membranen einander erstaunlich dhnlich. Der auffallendste Unter-
schied liegt im elektrischen Widerstand, der bei Biomembranen 103 - 104
mal geringer ist. Doch kann, wie schon in Kapitel 2.4. erwihnt wurde,
durch Zugabe von Modifikatoren der Widerstand von Modellmembranen

demjenigen von Biomembranen leicht angeglichen werden,

Tab. 4: Gegeniiberstellung der Eigenschaften von Modellmembranen

und biologischen Membranen

16sungsmittelhal - | 16sungsmittel -

tige bimolekulare |freie bimoleku- i}giﬁ%iﬁ;
Membranen lare Membranen
Lipid + . Lipid +
Zusammensetzung Losungsmittel Lipid Protein
Dicke 60 - 80A [29] | 40A  [61] |30 - 150A[29]

el. Widerstand [nem?] | 10%-10% 1207 |105- 108 (58] [10%-10° [56]

el. Kapazitit [uFem>1| 0.5  [29] | 0.9  [59] |0.8-1.2 [56]

Wasserdurch-
lissigkeit [10%cms™ 1 8 -50 [29] 32 175]) |0.25-400 [29]
Oberflachen-

spannung [ergcm” ] 0.2-6.0 [29] |0.5-2 [75] }0.03- 3.0 [29]
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4, EIGENSCHAFTEN VON CARRIERN
4.1, Komplexbildner fiir einwertige Ionen

Im Jahre 1966 konnte mittels EMK-Messungen gezeigt werden [10], dass
die Ionenselektivitit gewisser Antibiotika, welche als Carrier einen spezi-
fischen Transport von Alkaliionen durch biologische Membranen [4,83]
und kiinstliche Modellmembranen [11,12,84] ermiglichen, weitgehend auf
selektive Komplexbildung zuriickzufiihren ist [85].

Anfangs wurde vor allem das Verhalten dieser Komplexbildner gegeniiber
Alkaliionen untersucht. Zum Teil fand man beachtliche Selektivititen zu-
gunsten bestimmter einwertiger Ionen [16,17]. Im Laufe der Zeit wurde

eine ganze Reihe von geladenen und ungeladenen Komplexbildnern entdeckt

[5].

Unter den ungeladenen ist in erster Linie der hochselektive K'-Carrier

Valinomycin [86] (Fig. 17) zu nennen. Weiter wurden Beauvericin [87],
die Makrotetrolide [88] (Fig. 17) und einige andere Komplexbildner [5]
gefunden. Alle diese Molekiile sind zyklische Verbindungen und bilden, da

sie selbst neutral sind, positiv geladene Komplexe.

Die geladenen Carrier weisen als wesentliches Charakteristikum eine freie
Carboxylatgruppe auf. Unter ihnen findet sich Monensin [89] (Fig. 18), der
einzige Komplexbildner, der Na’ schwach bevorzugt, sowie auch Nigericin
[90] und X-537A [91] (Fig. 18 ). Die Komplexe dieser Molekiile mit
einwertigen Kationen sind neutral, da in den Komplexen die Liganden als

Carboxylatanionen vorliegen.
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Fig. 17 : Konstitution elektrisch neutraler Komplexbildner
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Fig. 18 : Struktur carboxylgruppenhaltiger Komplexbildner
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Komplexbildner filir zweiwertige Ionen

Um 1970 wurde das Verhalten der Antibiotika auch gegeniiber zweiwer-

tigen Ionen intensiver untersucht. Dabei wurden einige gute Komplex-
bildner fiir Erdalkaliionen gefunden.

Diese Untersuchungen zeigten, dass die beiden Alkaliionen-Carrier
X-53TA [92 - 94] und Beauvericin [8] auch fihig sind, Erdalkali-
ionen zu komplexieren. Dieselbe Eigenschaft wurde am neuentdeck-
ten Antibiotikum A 23187 [6] (Fig. 18) gefunden, dessen Struktur

erst kiirzlich [95] aufgeklidrt wurde.

Ferner wurde beobachtet,

dass das Fungizid Avenaciolid [9, 96] (F¥ig. 19), ein ungeladenes

Tab. 5: Eigenschaften erdalkaliionen-komplexierender Liganden

Stéchiometrie

Selektivitdtsreihe

Ligand Ion : Ligand Methode

X-537A 1:2 [93) | Ba»Sr»>Ca>Mg Komplexstabilitit [93]
1:2 [99] | Mg=Ca=Sr>Ba Bulkphasetransp. **[ 93]
1:2,1:1* [98] | Mg=Ca=Sr>Ba Schwarze Membr. [93]
Ba >Ca>» Sr»Mg Schwarze Membr. [99]
H»Cs>Rb,K>Na>Li Schwarze Membr. |99|
A23187 1:2 [100] | Ca>Mg>Sr>Ba Extraktion [100]
1:2 [98] | Li >Na>K=0 Extraktion [100]
Beauvericin 2:2 oder Ca>K»>Cs»>Li>Na Liposomen [8]
4:4 {101] | Rb»>Ba»K>Na »Ca»Li Bulkphasetransp** 101]

Avenaciolid | 1:3-1:10 [7] | (transportiert Mg, Mitochondrien und

Ca und K) Extraktion [96]

* bei kleinen Ligandkonzentrationen (<10-5M)

** Transport durch dicke, organische Phasen
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Molekiil, Erdalkaliionen durch biologische Membranen transportieren
kann. Ueber seine weiteren Eigenschaften, insbesondere iiber die
Komplexbildungseigenschaften, ist jedoch bis heute recht wenig
bekannt geworden [7]. Die Eigenschaften dieser Komplexbildner
beziiglich Selektivitit und Stochiometrie sind in Tabelle 5 zusammen-

gefasst.

Fig. 19: HZCJO

Struktur. des Fungicides H o 4
1-Avenaciolid

|- Avenaciolid

Mit diesen vier Liganden ist die Auswahl an natiirlich vorkom-
menden Verbindungen, die fihig sind Erdalkaliionen zu transpor-
tieren, bereits erschopft. Es ist daher recht attraktiv, ihnen
einige synthetische Verbindungen zuzufiigen.
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4, 3. Porenbildende Molekiile

Neben diesen eigentlichen Carriern wurden einige Substanzen gefunden,
die bimolekulare Membranen fiir Ionen durchlidssig machen kénnen, indem
sie Poren bilden. Die bekanntesten darunter sind Alamethicin [109] und
Gramicidin A [110,111],

Die Molekiile bauen schraubenférmige Strukturen auf, die einen 'Tunnel'
bilden, der mit polaren Atomgruppen ausgekleidet ist. Diese Strukturen
durchspannen die Membran vollstindig und erlauben den Ionen den Durch-
tritt. Es konnte gezeigt werden, dass solche porenbildende Molekiile nur
in bimolekularen Membranen Ionenpermeabilitiit erzeugen. Dickere Mem-

branen bleiben unbeeinflusst [112].
4.4, Alilgemeine Anforderungen an Ionencarrier

Molekiile mit der Féhigkeit, Ionen zu komplexieren und durch lipophile
Membranen zu transportieren, die deshalb auch Ionophore oder Ionen-

carrier genannt werden, sind im allgemeinen Molekiile mit eher gerin-
ger Molmasse, die sich ausserdem durch folgende Eigenschaften aus-

zeichnen sollen [5,17,102,103]:

1. Ein Carriermolekiill muss aus polaren und unpolaren Molekiilgruppen

zusammengesetzt sein,

2. Das Molekiil soll eine stabile Konformation einnehmen kOnnen, die im
Innern eine Kavitit aufweist, welche mit den polaren Atomgruppen aus-
gekleidet und geeignet ist, Ionen aufzunehmen. In dieser Konformation
sollen die unpolaren Gruppen nach aussen zeigen und dem Molekiil
Lipidloslichkeit verleihen.

3. Fiir Carrier von Alkali- und Erdalkaliionen gilt: Unter den polaren
Atomgruppen, die die Kavitit auskleiden, sollen mehrere Koordina-
tionsstellen, im allgemeinen Sauerstoffzentren, enthalten sein. Die
Anzahl dieser Ligandgruppen soll in der Regel zwischen 5 und 8
liegen, aber 12 nicht libersteigen.
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Zur Erreichung einer hohen Selektivitdt sollen die polaren Ligand-
gruppen moglichst starr um den Hohlraum angeordnet sein. Dies
kann durch iiberbriickte Strukturen bzw. Wasserstoffbriicken erreicht
werden, Jenes Kation, das innerhalb derselben Elementgruppe im
Periodensystem am besten in diesen Hohlraum passt, wird durch
den Liganden bevorzugt komplexiert.

Im Gegensatz zu diesem Erfordernis soll der Ligand aber so flexi-
bel sein, dass die Kinetik der Komplexierungs- und Dekomplexie-
rungsreaktion geniigend schnell ist. Dies ist nur mdglich, wenn die
Losungsmittelhiille des Kations schrittweise durch die Ligandgruppen
substituiert wird.

Um eine geniigend hohe Beweglichkeit zu erlangen, sollen die dusse-
ren Abmessungen des Carriers relativ bescheiden sein.

Zur Erreichung bestimmter Selektivititen miissen weitere Forderungen
erfiillt sein [17,102,103]:

1.

4,

Neutrale Liganden, die fiir Li* oder Na' selektiv sind, diirfen maxi-
mal 6 koordinierende Ligandatome aufweisen.

Ungeladene Liganden, welche Erdalkaliionen (ausgenommen Be™ und
Mg++) komplexieren, sollen bei moglichst geringer Ausdehnung eine
relativ hohe Koordinationszahl aufweisen und andererseits in LOsungs-
mitteln mit relativ hoher Dielektrizititskonstante ( 210) eingesetzt

werden.

5. Eigenschaften einiger synthetischer Liganden

Basierend auf diesen Modelliiberlegungen wurden in unserem Laboratorium

iiber 200 Verbindungen synthetisiert, die in Fliissigmembranelektroden zum

Teil ausgezeichnete Selektivititen aufweisen [113].

Eine der erfolgreichsten Verbindungen ist der in Fig. 20 dargestellte

Ligand ETH 1001 [114]. In Fliissigmembranen mit einem L&sungsmittel

hoher Dielektrizitdtskonstante (z.B. o-Nitrophenyl-octylither, o-NPOE;
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Fig. 20: Ligand ETH 1001; (-)-(R,R)-N, N'-Di[(11-4thoxycarbonyl)undecyl]
N, N', 4, 5-tetramethyl-3, 6-dioxaoctandiamid

Pot Pot
~109 Keapy ~108 Keam
4- ] B
pDBS
3 37
2 27
14 1
0 0 ﬂ
-1 _ -1
L’
-2 -2
. H RE T . : [ i '
06 08 10 12w 1604 06 08 10 12w 16 [A)

Fig. 21: Selektivitit des Liganden ETH 1001, in Fliissigmembranen ver-

schiedener Dielektrizitdtskonstanten eingebaut. Membranldsungs-
mittel: A, o-Nitrophenyloctylidther; B, Dibutylsebacat [105]
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£x24) eingebaut, ergibt dieser Ligand eine hochselektive Ca'H'-Elektrode
(Fig. 21A) ([113].

In Fig. 21 B wird das Verhalten des gleichen Liganden (ETH 1001) in einer
Fliissigmembranelektrode mit tiefer Dielektrizitdtskonstante (Dibutylseba-
cat, € =4) dargestellt, um den Einfluss der Polaritit des Membranldsungs-
mittels (Kapitel 4.4., Punkt 8) aufzuzeigen [105]. Die Selektivititsreihen-
folge innerhalb der Erdalkaliionen bleibt sich gleich, doch werden durch
die geringe Dielektrizitdtskonstante der Membranphase die Alkaliionen stark
bevorzugt, Das System wird so eher zu einer Li*-Elektrode,

Andere Liganden konnten zur Herstellung von Li+-, Na*- oder Ba™'-
selektiven Elektroden eingesetzt werden (Fig. 22) [102,113].

NSNS

Li*

NesSA ~
ETH 149 @:TH 157
SN ©N©

0
|
P e e N Ba*'l'
0 NCI+ |
,N\/\/\/\ N@
ETH 227 @

ETH 231

Fig. 22: Liganden zur Herstellung von Li+-, Na®- resp. Ba'*-selek-

tiven Fliissigmembranelektroden
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Zum weiterfiihrenden Studium der Eigenschaften solcher Liganden wurden
mit einigen dieser Verbindungen Extraktionsexperimente ausgefiihrt [115,
116]) . Es wurden ihre Transporteigenschaften an makroskopischen PVC-

Membranen untersucht [13,117,118] und ihre Konformation und Stéchio-
metrie in Komplexen mit Kernresonanz [119] und Rontgenstrukturanalyse
[103] studiert.

Es konnte gezeigt werden, dass der Ligand ETH 1001 bei Extraktion von
Ca“"+ in Methylenchlorid bevorzugt 1:2 (Metall : Ligand) - Komplexe, mit
Alkaliionen hingegen eher 1:1 - Komplexe bildet. Aehnliche Resultate er-
gaben Untersuchungen der Komplexbildung in Aethanol [115,116]. Trans-
portexperimente an makroskopischen PVC-Membranen bestitigten die theo-
retischen Voraussagen [13] und zeigten einmal mehr die ausgezeichneten
Selektivititen gewisser Liganden [117,118,120].

Bei kernresonanzspektroskopischen Untersuchungen wurden vor allem 1:2-
Komplexe gefunden, daneben aber auch Komplexe anderer Stochiometrie.
Weiter zeigte sich, dass bei der Komplexbildung die Aethersauerstoffe
und die Amidcarbonylgruppen an der Koordination beteiligt sind [119,133].

Bestitigung dieser Stochiometrie in kristallinen Komplexen ergaben auch
Rontgenstrukturanalysen. Sie zeigten, dass gewisse Liganden in der festen
Phase 1:2-Komplexe bilden. Neueste Resultate zeigen allerdings in einem
Fall (Ligand ETH 129, Fig. 23) auch eine 1:3-Stéchiometrie [102 150] .

O\ O Soeben wurde berichtet, dass im Labora-
N torium von Scarpa &hnliche Liganden, so-
‘wohl geladener wie auch ungeladener Na-

0 tur, synthetisiert wurden, die in Trans-
portexperimenten durch dicke organische

UN\O Phasen zum Teil beachtliche Selektivititen
fiir catt aufwiesen [152].
ETH 129

Fig. 23: Ligand ETH 129
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5. LEITFAEHIGKEITSMESSUNGEN AN SCHWARZEN
MEMBRANEN IN ANWESENHEIT VON SYNTHETI-
SCHEN NEUTRALEN LIGANDEN

“Aus friiheren Experimenten, die zum Teil in anderen Laboratorien aus-
gefiihrt wurden [134), war bekannt, dass die bis anhin in Schwarzen
Membranen eingesetzten Liganden deren Leitfdhigkeit in Anwesenheit von
Alkali- oder Erdakaliionen nur unwesentlich beeinflussen. Es war deshalb
anzunehmen, dass jene Liganden kaum fihig waren, solchen Ionen den
Durchtritt durch bimolekulare Modellmembranen zu erleichtern,

In ersten Experimenten war deshalb abzukldren, ob sich in der grossen
Auswahl synthetische Komplexbildner finden lassen, die in Schwarzen
Membranen erfolgreichere Carrier sind.

5.1, Apparatur

Fiir die Messung der Leitfihigkeit der Schwarzen Membranen wurde die
in Fig. 24 gezeigte Apparatur verwendet, Messgrisse war der Strom I
oder die Spannung iiber der Membran, da das Paar Membran - ex-
terner Widerstand R (s. Fig. 24 ) als Spannungsteiler betrachtet werden

kann.

Die iiber Rvar abgegriffene Spannung betrug 30 mV, so dass iiber die

Membran eine Spannung von <30 mV angelegt war.
R’ ,

T Rer w@ Do
I
{5

Fig, 24: Vorrichtung zur Messung der Membranleitfihigkeiten




5.2. Resultate

Die in 1073 M CaCl,-Losung an Lecithin-Decan (1:99) - Membranen ge-
messenen Veridnderungen der Leitfdhigkeit sind in Fig. 25 festgehalten.
Die Ligandkonzentration in wissriger Phase betrug durchwegs 2. 0-107% M.
Die Graphen zeigen, dass die Erhohung der Leitfdhigkeit bei den verschie-
denen Liganden unterschiedlich rasch und stark erfolgt. Eine Interpreta-
tion dieser Differenzen ist im einzelnen kaum moglich. In der Uebersicht
ist aber zu erkennen, dass stark hydrophile Liganden (z.B. sekundire
Amide, Sduren wie ETH 116, ETH 1110, ETH 1039) auf die Membranleit-
fahigkeiten nur einen unwesentlichen Einfluss ausiiben, da sie offensicht-
lich kaum in die lipophile Membranphase eintreten. Weiter ist zu beobach-
ten, dass Liganden mit aromatischen Gruppen (Ligand ETH 67, ETH 157,
ETH 231) ebenfalls nur schwache Effekte zeigen, was schwierig zu deuten
ist.
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Fig. 25 (1. Teil)
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Fig. 25 (2. Teil): Verdnderung der Membranleitfihigkeit in Funktion

der Zeit in Anwesenheit verschiedener Liganden. Ligandkonzen-

tration in der wissrigen Phase 20uM. Wissrige Phase: 10"3 M

CaCl,; Membran: 1% Lecithin in Decan.
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Unter den gepriiften Liganden zeigt der Tetracyclohexyl-Ligand ETH 1096
die rascheste und ausgeprédgteste Zunahme der Leitfihigkeit. Er wurde
deshalb fiir weitere Experimente verwendet. Obwohl der Ligand ETH 1001
sich in diesen Experimenten nicht speziell auszeichnete, wurde er seiner
interessanten Eigenschaften in makroskopischen Membranen wegen fiir
spitere Experimente ebenfalls ausgewéhlt.

In weiteren Experimenten mit dem Tetracyclohexyl-Liganden ETH 1096
wurde die Abhidngigkeit der Leitfdhigkeit von der Konzentration untersucht.
In Fig. 26 sind die gemessenen Werte doppeltlogarithmisch gegen die Li-
gandkonzentration in der wissrigen Phase aufgetragen. Eine durch die
Messpunkte gelegte Gerade ergibt eine Steigung von 2,38, was darauf hin-
weist, dass die Ca**_Ionen als 1:2-bis 1:3-Komplexe durch die Mem-
bran transportiert werden diirften.

Q.0 /

6 o(k" 19°M Cacl,

?\fo Membran: 1% Lecithin

N in Decan
-7 Q O (o]

ETH10%

Membran leitfahigkeit A [mho - cni?]
—
o
)

T T T

’ T Li—
0 1 2 4 6 8 10 2]0

Ligandkonzentration [uM)

Fig. 26: Abhidngigkeit der Leitfihigkeit von Schwarzen Membranen von

der Ligandkonzentration des Liganden ETH 1096. Steigung der
Geraden im linearen Bereich (——) 2. 38 resp. (----- ) 1.94.
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Das Diagramm kann aber auch so interpretiert werden, dass bei kleine-
ren Ligandkonzentrationen (<10 uM) die Ionen in 1:2 - Komplexen trans-
portiert werden (gestrichelte Linie; Steigung =1.94). Bei grosseren Li-
gandkonzentrationen (>10 uM) verschiebt sich die Stdchiometrie gegen
héhere Werte,

Eine analoge Experiment-Serie wurde mit dem Liganden ETH 1001 durch-
gefiihrt. Fig, 27 zeigt die Messresultate, ebenfalls doppeltlogarithmisch

gegen die Ligandkonzentration aufgetragen. Die optimale Gerade durch die
Punkte fiir Konzentrationen 2 1 uM und<20 JM zeigt eine Steigung von 3.08.

o
\M\/\N\/\/T ~

. X

10- \(: ETH 1001

K?O ) o
AAANAAAANA A
_5 o
107 0.1M CaCl,

Membran: 1% Lecithin
in Decan

Membranleitfahigkeit [moh cri’]

| T T
1 2 4 6 810 20 L0 60

Ligandkonzentration [uM]

Fig. 27: Abhingigkeit der Leitfdhigkeit von Schwarzen Membranen von

der Ligandkonzentration des Liganden ETH 1001, Steigung der
Geraden im linearen Bereich = 3,08
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Entsprechende Experimente wurden mit &hnlichen Liganden (ETH 1097,
ETH 1002) von Amblard und Gavach [121] durchgefiihrt. Sie bestimmten
die Grenzleitfihigkeit (stromloser Zustand) von Glycerylmonooleat-Mem-
branen bei Ligandvorgabe in die Lipidldsung. Fiir den Liganden ETH 1002
fanden sie bei Messung der Konzentrationsabhidngigkeit eine Steigung von
~3. 1.

5.2.1 Einfluss der Ligandldslichkeit

Im Diagramm Fig. 27 flacht fiir Konzentrationen >20uM (Ligand ETH 1001)
die Kurve deutlich ab. Dieser Effekt wird durch die begrenzte L&slich-
keit des Liganden in der wissrigen LOsung verursacht, was sich rein
optisch durch eine zunehmende Triibung der wissrigen Phase bei Ligand-
zugaben 220nmol/ml anzeigt. Die so ableitbare Loslichkeit des Liganden
ETH 1001 von ~2:10™ mol/1 (0.1 M CaCl,) ist jedoch deutlich hoher als
der frilher von Kirsch [116] gemessene Wert von = 5100 mol/kg (rei-

nes Wasser, ~25° Q).

5.2.2 Einfluss der Adsorption

Bei sehr kleinen Ligandkonzentrationen konnte moglicherweise durch die
Adsorption von Ligand an den Winden der Messzelle eine Verfilschung

der angenommenen Konzentration eintreten.

Die benetzte Oberfliche in der verwendeten Messzelle betrégt ~17.5 cmz.

Wird angenommen, dass sich diese Fliche mit einer monomolekularen
Ligandschicht belegt (kugelférmige Molekiile, Durchmesser 9 A), redu-
ziert sich die Ligandkonzentratidn in der wissrigen Phase ziemlich ge-
nau um 1 uM.

Wird diese Korrektur im Diagramm Fig. 27 ausgefiihrt, verringert sich
die Steigung der Geraden auf 2.0 - 2.5. Die Korrelationskoeffizienten
der linearen Regression verbessern sich jedoch nicht, so dass aus diesen
Tatsachen nicht auf wesentliche Adsorption geschlossen werden kann.
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5.3. Zusammenfassung

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass ein Grossteil der gepriiften
Liganden eine eindeutige ErhOhung der Membranleitfdhigkeit bewirkt; doch
tritt dieser Effekt nur langsam ein. Im allgemeinen dauert es 3-5 Stun-
den, bis das Gleichgewicht erreicht ist, was die Aufnahme von Mess-
daten milhsam gestaltet, da die Lebensdauer der Membranen hiufig

klirzer ist.

Die Diagramme in Fig. 26 und Fig. 27 und die erwihnten Resultate von
Amblard und Gavach zeigen alle Steigungen von 22, was so interpretiert
werden kann, dass die Ca**-Ionen als 1:2 (Metall : Ligand) - Kom-

plexe, moglichweise auch als 1:3 - Komplexe durch die Membran trans-

portiert werden.

t+* AUS LIPOSOMEN

6. AUSFLUSS VON Ca
Die im vorherigen Kapitel beschriebenen Experimente zeigen deutlich,
dass die verwendeten Liganden eine Erhohung der Leitfdhigkeit der bi-
molekularen Membranen bewirken., Sie lassen jedoch nicht eindeutig er-
kennen, wodurch diese Aenderung bedingt ist,

Mit den im Folgenden beschriebenen Experimenten soll bewiesen werden,

dass die Liganden Ca™*-Ionen durch die Membran transportieren. Es wur-
den Liposomen (multilamellare und monolamellare) mit catt geladen und

dessen Ausfluss in Anwesenheit des Liganden verfolgt.

6.1. Photometrische Messungen

Liposomen wurden in CaClz- und Indikator- haltigem Puffer aus einem
Phosphatidylcholin - Phosphatidylserin (10:1) - Lipidgemisch hergestelit.
Dieses Gemisch war notwendig, da multilamellare Liposomen aus nur
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Fig. 28: Indikatoren fiir Ca’™

ungeladenen Lipiden leicht aggregieren und sedimentieren. Die Liposo-
men wurden von ihrer Aussenldsung mittels Gelpermeation abgetrennt,
so dass zu Beginn der Flussexperimente die InnenlSsung ca*t und Indi-
kator enthielt, die Aussenldsung war hingegen indikatorfrei. Als Indika-
toren dienten Murexid (Ammoniumpurpurat) oder in einigen Experimenten
auch Arsenazo III (Fig. 28). Fiir spitere Experimente wurden die Lipo-
somen zur Erreichung von monolamellaren Gebilden zusitzlich beschallt

und zentrifugiert.

Die Farbinderung des Indikators wurde auf einem Doppelwellenldngen-
spektrometer verfolgt, wobei die Wellenlinge des Referenzstrahles auf
den isosbestischen Punkt des Indikators eingestellt war.

Fig. 29 zeigt ein Beispiel einer photometrischen Messung an multila-
mellaren Liposomen. Dieﬁ obere Kurve gibt die Absorptionséinderungen
bei Einsatz des Liganden ETH 1001 wieder, die untere als Vergleich das
Verhalten mit dem geladenen Antibiotikum A 23187, Daraus ist ersicht-
lich, dass der synthetische Ligand bedeutend langsamer wirkt als der
natiirliche Carrier A23187 und dass sich seine Wirkung durch Zugabe
von FCCP steigern ldsst. Aehnliche Resultate wie mit dem Liganden
ETH 1001 ergaben sich mit dem Tetracyclohexyl-Liganden ETH 1096,

Obwohl die Ausfiihrung dieser Messungen einfach ist, wurde das System
nur zur Optimierung der Bedingungen verwendet, da es vermutlich auf
Grund der in Kap. 2.5 erwihnten Vesikeldefekte wenig empfindlich und
schlecht reproduzierbar ist. Die optimierten Bedingungen wurden ziem-
lich unveridndert auf die radioaktiven Messungen iibertragen.
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50nmol EGTA 20nmol ETH1001  10nmol FCCP 50 nmol Ca*+
{=18uM) {=72uM) (=36uM)

M 50nmol Ca™* 100nmol EGTA

b
| 1Minute A A‘OOO1
+4 '
50nmol EGTA 10nmol A23187 50nmol Ca |

(=18uM)  (36uM)

Fig. 29: Photometrische Messung des Ausflusses von Ca™" aus multi-

lamellaren Liposomen. Bedingungen zu Beginn der Experimente:
Innenl6sung: Puffer mit Ca™ und Indikator ; AussenlUsung:
Puffer mit Ca*’. Indikator: Murexid. Die geringe Zunahme der
Absorption bei Zugabe des Liganden ETH 1001 ist durch Eigen-
absorption der Ligandlosung bedingt.

6.2. Radioaktive Messungen

Unter sonst gleichen Bedingungen wie bei den photometrischen Experimen-

ten wurden monolamellare Liposomen mit dem radioaktiven Ca-Isotop

450a++ geladen. Dessen Ausfluss in die anfiinglich tracerfreie Aussen-

16sung wurde verfolgt. 45Ca ist ein relativ schwacher B-Strahler

(EB max = 0. 258 MeV, Reichweite in Wasser = 0. 6 mm) mit einer Halb-
9
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wertszeit von ~160 Tagen [123]. Die Messung der Radioaktivitiit wurde
in Szintillatorlésung vorgenommen.

Die Liposomen wurden durch Beschallung in Pufferlésung (pH 7.5), die
10™ -3 M 45CaCl2 enthielt, prépariert. Mittels Gelpermeation wurden sie

von ihrer Aussenldsung abgetrennt und im Eluat durch Messung der Ra-

dioaktivitit nachgewiesen. Fig. 30 zeigt das Elutionsprofil eines Experi-

mentes, bei dem neben 450a++ auch "H-Saccharose eingesetzt wurde.

Theoretisch errechnet sich fiir die Liposomen in diesen Experimenten

ein Innenvolumen von ~1.5 % [33]. Aus dem Chromatogramm ergibt

sich, dass ~1.4 % der gesamten Saccharose von den Liposomen einge-

fangen wurde, was etwa dem theoretischen Wert entspricht, Der 45Ca"""-An-
teil in den Liposomen liegt jedoch wesentlich iiber dem erwarteten Wert.
Es wurden im allgemeinen zwischen 45 % und 60 % des gesamten 45Ca++
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Fig. 30: Chromatogramm einer Liposomensuspension an Sephadex G 25.
Liposomen mit450a++

und 3H-Saccharose geladen. Fraktion I:
Liposomen; Fraktion II: Radioaktivitit der AussenlSsung.
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in den Liposomen gefunden. Diese Erscheinung kann  damit erklidrt wer-
den, dass das negativ geladene Phosphatidylserin sich vornehmlich an
der Innenwand der Liposomenmembran befindet und die Ca*'-Ionen elek-
trostatisch bindet. Die Tatsache, dass die innere Membranschicht pro-
zentual mehr Phosphatidylserin enthilt als die dussere, wurde von J. A,
Berden et al. [124] auf Grund von NMR-Messungen bestitigt und kann
dadurch erkldrt werden, dass Phosphatidylserin wegen seiner Kkleineren
Kopfgruppe bevorzugt in die stark gebogene Membraninnenschicht einge-
lagert wird. Zusitzlich ldsst sich der hohe Ca’*-Gehalt auch mit rein
quantitativen Ueberlegungen erkldren. Die Lipidsuspension, die beschallt
wird, enthilt 4.2 mM Phosphatidylserin, wovon 290 % in den Liposomen
erscheint. Auch bei einer 1:1-Verteilung zwischen den beiden Membran-
schichten finden sich immer noch geniigend negativ geladene Bindungs-
stellen fiir die Ca’*-Ionen auf der Membraninnenseite, um diese Tatsache

erklidren zu konnen.

Die radioaktiv geladenen Liposomen wurden nach Verdiinnen zur Messung
des Ca’*-Ausflusses gegen eine angepasst grosse Menge Aussenlfsung
dialysiert. Die Probennahme erfolgte aus der liposomenhaltigen Dialysier-
schlauch-Innenlésung. Um einen Ca*'-Gradienten tber der Liposomenmem-

bran zu erzeugen, wurden in die Aussenldsung 2 mM EGTA zugegeben.

6.2.1 Durch neutrale Liganden induzierter Ausfluss von Ca**

Wird zu den Liposomen nur Ligand zugegeben, ist selbst bei hohen Li-
gandkonzentrationen ein nur geringer Ca**-Ausfluss beobachtbar. Wird
hingegen zusitzlich der Entkoppler FCCP beigegeben, kann mit einigen
Liganden ein Ca™*-Ausfluss aus den Liposomen induziert werden (Fig.
31). Als Vergleich wurde ein Parallelexperiment mit einer geringeren
Konzentration des geladenen Ionophors X-537A durchgefiihrt, Die beiden
Liganden ETH 1001 und ETH 1096 unterscheiden sich in ihrer Fihigkeit,
die Liposomenmembran fiir ca™ durchlidssig zu machen, nicht sehr
stark. Im Gegensatz dazu hat der Ligand ETH 1013 keinen Effekt. Viel-
leicht wird er wegen seiner strukturellen Aehnlichkeit mit den Phospho-
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Fig. 31: Wirkung verschiedener Liganden auf den Ausfluss von catt
aus Liposomen in Anwesenheit von 20 uM FCCP. Konzen-
trationen: Neutrale Liganden 50 M5 X-53TA 5 uM,

lipiden einfach in die Membran eingebaut. Ein aufgrund von ETH 1013
modifizierter Ligand, bei dem eine Seitenkette auf eine Methylgruppe
verkiirzt wurde (Ligand ETH 250, Fig. 32) zeigt spiiter ebenfalls kei-
nen Effekt an Schwarzen Membranen.
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Fig, 32: Liganden ETH 1013 und ETH 250
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6.2.2 Einfluss von FCCP

Wird FCCP (Carbonylcyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon, s. Seite
41) in steigenden Konzentrationen zugegeben, steigert sich die Ausfluss-
rate deutlich, wobei aber FCCP in Abwesenheit von Ligand effektlos ist
(Fig. 33). Dieser Einfluss wurde urspriinglich damit erklirt, dass FCCP
als potentieller Protonencarrier das Potential, das sich durch den Durch-
tritt des geladenen Ca++-Ligand-Komp1exes liber der Membran aufbauen
kann, durch Protonengegentransport wieder abbaut und dadurch den wei-
teren Ca++-Transport ermoglicht [125]. Neuere Betrachtungen deuten
jedoch eher darauf hin, dass FCCP vor allem als lipophiles Anion wirkt
und die Kinetik des Transportes beeinflusst. Diese Vermutung wird da-
durch gestiitzt, dass in Experimenten, in denen FCCP als Protonencarrier

7

funktioniert, eine FCCP-Konzentration um 10" ' M [126] fiir eine optima-

le Wirkung geniigt. In diesem System ist jedoch bei bis zu 103 mal hSheren
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Fig, 33: Einfluss von FCCP auf die Ausflussrate von Ca’t aus Liposo-
men in Anwesenheit von 25 uM Ligand ETH 1001,
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Konzentrationen noch eine Wirkungssteigerung zu beobachten (Fig. 33).

Die Frage, ob FCCP nur zum Potentialabbau dient, konnte auch dadurch
beantwortet werden, dass es durch das System K+-Valinomycin ersetzt
wird. Experimente in dieser Art misslangen jedoch iiber lingere Zeit
grundséitzlich, so dass diese Frage bis heute noch unbeantwortet ist. Die
Aussagekraft solcher Experimente wire aber auch dadurch limitiert, dass
die verwendeten Liganden ebenfalls zum K+-Transport (eventuell sogar
bevorzugt vor Ca'') befihigt sein diirften (vgl. niichstes Kapitel).

Sollte FCCP nur als lipophiles Anion wirken, das den Phaseniibergang

der Ionen erleichtert oder als Ionenpaarbildner mit dem geladenen Kom-
plex durch die Membran wandert, miisste es auch durch andere lipophile
Anionen (Tetraphenylborat, Rhodanid etc.) ersetzbar sein. Der Versuch
diese Frage experimentell zu beantworten, blieb aber ebenfalls erfolglos.
Hinweise dazu geben indessen spiter beschriebene Experimente (Kapitel 7).

Eine quantitative Ueberlegung zu diesem Problem sei hier jedoch noch
angefiigt. Wird angenommen, dass sich die Membranoberflichen mit dem
lipophilen Anion belegen, um den Ca™*-Ionen den Phaseniibergang zu er-
leichtern, kann berechnet werden, wie gross der Bedarf an FCCP fiir
eine ungefihr monomolekulare Belegung sein muss. Ausgehend von der
durchschnittlichen Lipidkonzentration in den Dialyseproben von ~3 mM
Lipid und einer Membranfliche (Innenseite und Aussenseite) von 4200 cm2/
amol Lipid (errechnet aus Tab. 2) und der Annahme, dass sich FCCP
bei der Belegung von bimolekularen Membranen dhnlich verhidlt wie ande-
re lipophile Anionen (interionischer Abstand 45 A [135]), errechnet sich
ein FCCP-Bedarf von 0.1 mM, 'was die Notwendigkeit hoher FCCP-Kon-
zentrationen ohne weiteres erklirt.

6. 2.3 Transportselektivitit

Die relativ tiefe Dielektrizitdtskonstante der Membranphase [29] lidsst
vermuten, dass die Selektivititen der Liganden von den Erdalkaliionen zu

den einwertigen Ionen gleicher Grdsse hin verschoben werden [102,103,
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105]. Der experimentelle Nachweis dieser Vermutung wurde durch Co-

transport von radioaktivem Na* und Ca*™ aus den Liposomen erbracht.

Damit beide Strahler mit geniigender Genauigkeit nebeneinander erfasst
werden konnten, musste fir Na® ein Tracer verwendet werden, dessen

B - Energie geniigend weit von derjenigen von 450a entfernt liegt [128].
Das Isotop der Wahl war das kurzlebige 2 Na (t1/2=15.0 Stunden) mit
einer maximalen B-Energie von 1.39 MeV (Reichweite in Wasser 6.4 mm)
[123]. Der massive Nachteil dieses Isotopes ist jedoch, dass es neben
der B-Strahlung noch harte y=-Strahlung von 2.75 MeV und 1. 37 MeV
[125] aussendet, die ein Arbeiten unter entsprechenden Schutzmassnah-

men notwendig macht,

Die Liposomen wurden gleichzeitig mit Na© und Ca*t (Konzentration je
10"3 M) geladen und der Ausfluss der beiden Ionensorten separat ver-

_ .
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Fig. 34: Ausfluss von Na” und Ca*™" aus Liposomen unter dem Einfluss

von Ligand ETH 1001 und FCCP. Die Liposomen waren mit
gleichen Konzentrationen Na® und ca*t geladen.
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folgt. Die Messungen zeigten erwartungsgemiss einen rascheren Aus-
fluss von Na® als von Ca™t (Fig. 34). Rein quantitativ sind die relati-
ven Ausflussgeschwindigkeiten mit Vorbehalt aufzunehmen, da auch Li-
posomen ohne Ligand fiir Na™ stirker durchlédssig sind als fiir Ca’”
[129], wie dies auch in Fig. 34 gezeigt wird. Ein weiterer Einwand
(Einfluss des Dialysierschlauches) wird in Kapitel 6. 2.4 diskutiert.

Wegen der vergleichsweise hohen Ligand- und FCCP-Konzentrationen ist
nicht ohne weiteres auszuschliessen, dass die Liposomenmembranen struk-
turell geschiddigt sein konnten und eine unspezifische Durchlissigkeit fiir
alle Stoffe aufweisen. Diese Mdglichkeit wurde durch Ausflussmessung

von 3H-Saccharose aus den Liposomen untersucht. Fig 35 zeigt, dass

das Erscheinen von 3H-SaLccharose in der AussenlGsung von der Ligand-
konzentration unabhingig ist. Eine gewisse Permeabilitit von Liposomen-

membranen fiir Saccharose ist normal [129].

c © =3H-Saccharose
g o) :LSCO
‘é_ﬂ.O
= el e-& o -—--m 0T T T T -o| ohne Ligand
c |  +50 uM FCCP
408 [ Kontrolle]
£
B06-
2
< S0uM Ligand!
._80!.4 +50,uM FCCP
&
T0.2-
C
<
0 0 T 1r T 12 T é | 1
A
ZEIT[STD]
45 . ++ 3

Fig. 35: Ausfluss von ""Ca " und "H-Saccharose aus Liposomen zum

Nachweis der strukturellen Integritidt der Liposomenmembranen.

Die Liposomen waren mit 450a++ und 3H-Saccharose geladen.
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6.2.4 Zusammenfassung und Diskussion

Die dargestellten Versuchsergebnisse zeigen deutlich, dass der haupt-
sdchlich verwendete Ligand ETH 1001 fihig ist, bei Anwesenheit von re-
lativ hohen FCCP-Konzentrationen Ca'*-Ionen aus Liposomen durch die
bimolekulare Lipidmembran zu transportieren. Damit wurde erstmals
direkt gezeigt, dass ein neutraler Komplexbildner Ca’*-Ionen durch
kiinstliche bimolekulare Membranen transportieren kann. Die Wirksam-
keit des Transportes ist jedoch im Vergleich zum geladenen Ionophor
X-537A relativ gering, da der neutrale Ligand in ungefihr 5-10 mal
hoherer Konzentration eingesetzt werden muss, um eine vergleichbare
Wirkung zu entfalten. Die Bedeutung, die FCCP bei diesem Transport
hat, ist noch nicht ganz klar, doch diirfte es weniger die Rolle eines

Protonencarriers als die eines lipophilen Anions spielen.

Bei der Betrachtung der Ausflussraten wurde bis jetzt der Einfluss des
Dialysierschlauches vernachldssigt. Doch spielt er zweifelsfrei eine Rolle,
da bei der Probenahme aus dem Dialysierschlauch nicht nur die Radio-
aktivitit in den Liposomen, sondern auch jene, die bereits aus den Lipo-
somen transportiert, aber noch nicht aus dem Dialysierschlauch diffun-
diert ist, erfasst wird. In einem separaten Experiment wurde deshalb

die Diffusionsgeschwindigkeit von Ca’*- und Na'-Ionen aus dem Dialysier-
schlauch untersucht. Aus Fig. 36 sind die Diffusionsgeschwindigkeiten aus
verschieden vorbehandelten Dialysierschlduchen ersichtlich. Sie zeigt
deutlich, dass die Vorbehandlung keinen wesentlichen Einfluss hat, dass
jedoch die Art des diffundierenden Ions entscheidend ist, Weitere hier nicht
ndher beschriebene Experimente zeigten auch, dass die Art der Innen-
oder Aussenlésung (Zusatz von Puffer und/oder EGTA) keine Bedeutung
hat.

Unter Beriicksichtigung, dass Na® rasch und Ca** relativ langsam (Halb-
wertszeit fiir die Herausdiffusion ~30 min) aus dem Dialysierschlauch

diffundiert ist die in Fig. 34 dargestellte erhthte Ausflussrate von Na*
relativ zu Ca’t mit grosser Vorsicht aufzunehmen. Das Na+ diffundierte
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Fig, 36: Diffusion von Na* und Ca*t aus dem Dialysierschlauch. Innen-

16sung: 1 mM Metallchloridlosung; Aussenldsung: H20.

2 - 3 mal schneller aus dem Dialysierschlauch als Ca*™,

Selektivititsmessungen an Schwarzen Membranen stehen jedenfalls im
Widerspruch zu dem in Fig. 34 gezeigten Resultat. Amblard und Gavach
[121] fanden mit dem Liganden ETH 1002 an Schwarzen Membranen
dhnliche Selektivititsreihen, wie sie in makroskopischen Fliissigmembra-
nen [130] beobachtet wurden (Bevorzugung von Ca™'). Bei eigenen Mes-
sungen wurden mit Alkaliionen ebenfalls geringere Leitfdhigkeiten gefun-

den als mit Erdalkaliionen, was auch auf eine Bevorzugung von zweiwer-
tigen Ionen hinweist.

Weiteren Experimenten, die zur Beantwortung verschiedener offener Fra-

gen zum Teil mehrmals ausgefiihrt wurden, war leider wenig Erfolg be-
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schieden. So wurde versucht, die gleichen Transportexperimente mit
Liposomen aus synthetischem Dipalmitoyllecithin anstelle von Ei-Lecithin
durchzufiihren. Dipalmitoyllecithin hat einen Transitionspunkt von 41° C [66]
Oberhalb dieser Temperatur sind bimolekulare Membranen aus diesem
Lipid im fliissig-kristallinen, unterhalb befinden sie sich im fest-kristalli~
nen Zustand (Transitionspunkt von Ei-Lecithin ~0° C). Die Diffusion unterhalb
von 41° C ist in Dipalmitoyl-Lecithin-Membranen praktisch blockiert und da-
mit auch die Diffusion von Ion-Ligand-Komplexen durch die Membran.
Porenbildende Molekiile konnen jedoch auch unterhalb des Transitionspunk-
tes die Durchlissigkeit der Membranen fiir Ionen aufrechterhalten [136].
Auf Grund dieses Faktums kann gezeigt werden, ob ein Ionentransport
durch Carrier oder Poren erfolgt, indem wihrend des Experimentes die
Temperatur auf einen Wert unterhalb des Transitionspunktes abgesenkt

wird.

Ein Versuch, bei dem verschiedene Liposomenproben bei verschiedenen
pH-Werten inkubiert wurden, hiitte zeigen kdnnen, ob FCCP mit dem Proto=-
nentransport beschiftigt ist. Aber beide letztgenannten Experimente, wie
auch das friiher beschriebene Experiment mit K+-Valinomycin und das-
jenige mit verschiedenen lipophilen Anionen, fielen in eine lange Serie

von Misserfolgen, in der alle Experimente vollstindig missgliickten.
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7. EINSATZ DER SYNTHETISCHEN NEUTRALEN
LIGANDEN IN BIOLOGISCHEN MEMBRANEN

Wie friiher beschrieben wurde, unterscheiden sich die biologischen Membra-
nen von den kiinstlichen Modellmembranen durch ihren zum Teil recht hohen
Proteingehalt und die dadurch bedingten, zum schonen Teil unbekannten
Verdnderungen der Membraneigenschaften.

Im Rahmen einer Diplomarbeit [131] wurde deshalb der Einfluss der
synthetischen Liganden auf biologische Membranen speziell untersucht.
Es wurde der Ionentransport an Erythrocyten, am sarcoplasmatischen
Reticulum und an Mitochondrien unter Einfluss der Liganden beobachtet.
Die Eigenschaften dieser Membranen sind in Kapitel 3.3 bis 3.5 be-

schrieben.

7.1. Wirkung auf Erythrocyten

Der Einfluss des Liganden ETH 1001 auf die Ca*-Permeabilitit von
roten Blutkdrperchen wurde an ATP-freien Zellen untersucht, um den
aktiven Ca++-Transport durch die membrangebundene Ca-Mg-ATPase zu
unterbinden. Die Erythrocyten wurden in gepuffertem Medium mit 1 mM
CaCl2 geladen und dessen Ausfluss einerseits photometrisch, anderer-
seits mittels Radioaktivitdt verfolgt. Als Indikator bei den photometri-
schen Experimenten diente Arsenazo III (siehe Seite 62).

Wie erwartet wurde, zeigt sich bei Zugabe des Antibiotikums A 23187 zu ge-
ladenen Erythrocyten ein rascher Ausfluss von Ca++, welches von A 23187
im Austausch gegen H' aus den Zellen transportiert wird (Fig. 37A,
Fig. 38 A).Beim neutralen Ca'H'-Ionophor ETH 1001 ist jedoch nur bei
Anwesenheit von FCCP oder Tetraphenylborat eine Abnahme der intra-
zelluldren Ca''-Konzentration beobachtbar. Bei Zugabe von Valinomycin
(K* im Medium vorhanden) ist keinerlei Ca™ -Ausfluss festzustellen
(Fig. 37B, Fig. 38B).
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Fig. 37: Photometrische Bestimmung des Ca™*-Ausflusses aus Erythro-
cyten unter dem Einfluss des Liganden ETH 1001. Medium:
Puffer, 130 mM KCl, 50 uM Arsenazo I und 10 ul Erythrozy-
ten (mit Ca*¥ geladen)., Endvolumen 1 ml. TPB: Tetraphenyl-
borat.

Diese Experiment gibt in zweierlei Hinsicht Aufschluss {iber die Funktion
von FCCP: Einerseits kann es nicht durch das System K"'-Valinomycin
ersetzt werden, was vermuteén ldsst, dass seine Aufgabe nicht im Proto-
nentransport liegt; andererseits vermag Tetraphenylborat den Cat’-Aus-
fluss zu induzieren, ohne selbst Protonen transportieren zu konnen (pK
von Tetraphenylborat <2). Diese beiden Fakten scheinen eindeutig die Not-
wendigkeit von lipophilen Anionen fiir den Ca++-Transport mittels des ver-
wendeten synthetischen Carriers zu belegen.
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Fig. 38: Bestimmung des Ausflusses von Radioaktivitit aus Erythrocyten.
A: Ausfluss von 45Ca++ unter Einfluss von A23187, B: Ausfluss

von 45Ca++ und 3H-Saccharose mit dem Liganden ETH 1001,

7.2. Sarcoplasmatisches Reticulum

Der synthetische Ligand ETH 1001 erh&ht auch die Permeabilitit der
Membranen des sarcoplasmatischen Reticulums. Bei Aktivierung mit ATP
beginnt die sarcoplasmatische Ca++-Pumpe (siehe Kapitel 3.4) Cat™ zu
akkumulieren (Fig. 39) und baut einen Ca™*-Gradienten auf, bis alles
ATP hydrolysiert ist. Wird Ligand zugegeben, ist vorerst keine Aende-
rung zu beobachten. Erst bei Zugabe von FCCP fliesst ein grosser Teil
des akkumulierten Ca™™ wieder aus. Die Reihenfolge der Zugabe kann
auch umgekehrt werden.
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Fig. 39 : Ausfluss von Ca*™ aus sarcoplasmatischem Reticulum unter Ein-
fluss des Liganden ETH 1001. Reaktionsmedium: Puffer pH 7. 2
mit 50 mM KCl, 10 mM MgClz, 100 uM Arsenazo III und
0.3 mg Membranprotein/ml Medium. Die Abnahme der Ca++-
Konzentration bei Zugabe von ATP zum vesikelfreien Medium
ist vermutlich durch Komplexierung von Ca*t durch ATP be-
dingt.
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7. 3. Mitochondrien

Atmende Mitochondrien halten im Normalfall ein Membranpotential um
220 mV (innen negativ) aufrecht (siehe Kapitel 3,5). Sie sind deshalb ein
ideales System fiir das Studium der Wirksamkeit von neutralen Ionopho-
ren, da die geladenen Metallion-Ligand-Komplexe dank dem Membranpo-

tential in die Mitochondrien transportiert werden diirften.

In Fig. 40 A und B ist gezeigt, dass der Ligand ETH 1001 den natiirli-

chen Ca™*-Carrier substituieren kann. Zur Blockierung der Atmungsket-

te wurden die Mitochondrien in beiden Experimenten mit Rotenon vorin-
kubiert. Dadurch strémt das im Normalzustand akkumulierte Ca’t aus.

Im Experiment A wurde nach Zugabe von weiterem Ca™™ Succinat addiert,
welches die Blockierung der Atmungskette aufhebt, da dessen Reduktionsiqui-
valente spiter in die Atmungskette eintreten. Dadurch werden die Mitochondrien
wieder energetisiert, und durch das sich von neuem aufbauende Potential akku- -
mulieren sie Ca** mit dem natiirlichen Ca**-Carrier. Im Experi-

0.2uM FCCP
oder O.Z;AJM Antimycin A

A B 02uMFCCP

oder . AntimycinA
oder - A23187

o |

4.uM Rotenon

364M RR
IFOpM CaCl,

?F%

!

f 5mM Succinat
40M Ligand

5mM Succinat

Fig. 40: Aktive Aufnahme von Ca’™ durch Mitochondrien in Anwesen-
heit des neutralen Liganden ETH 1001. Reaktionsmedium:
Puffer pH 7.2 mit 210 mM Mannitol, 70 mM Saccharose,
40 }1M'Arsenazzo III. RR Rutheniumrot.
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ment B wurde der natiirliche Ca™*-Carrier durch Rutheniumrot blockiert.
An dessen Stelle tritt nun ETH 1001, das den energetisierten Mitochon-
drien erlaubt, trotz blockiertem natiirlichem Carriersystem Ca™™ aufzu-
nehmen. Durch Zugabe eines Entkopplers (FCCP) oder eines geladenen
Ionophors (A23187) oder durch erneute Blockierung der Atmungskette (Anti-
myein A) kann die Ca**-Akkumulation wieder riickgingig gemacht werden.

Die Mitochondrien erlauben ebenfalls, Hinweise auf die Selektivitdt des
Liganden beziiglich anderer Ionen zu erhalten. Werden in isotonischem
Medium in Anwesenheit von Acetat Kationen durch die Membran transpor-
tiert, wandert das Acetatanion als Ionenpaar durch die Membran., In der
Folge steigt die intramitochondriale Salzkonzentration, wodurch die iso-
tone Bedingung aufgehoben wird. Dadurch stromt Wasser ein, und die
Mitochondrien schwellen. Die Schwellung kann turbidimetrisch verfolgt
werden. Fig. 41 zeigt die Schwellung der Mitochondrien bei Anwesen-
heit verschiedener Acetat-Salze. Sie zeigt, dass K" und Ca** bei Anwesen-
heit des Liganden sehr leicht durch die Membran transportiert werden. B2t
wird bereits wesentlich schlechter und Mg++ und Li* kaum mehr trans-
portiert. Eine Messung mit Na® ist nicht sinnvoll, da die Mitochondrien-
membran ein eigenes Na+-Transportsystem enthilt, fiir welches keine

Inhibitoren bekannt sind.

Fig. 41:
RR  100pM Ligand
Schwellen von Mitochondrien in An-
wesenheit von Acetatsalzen verschie-
Mg** oder Li* dener einwertiger (Konzentration
Ba 120 mM) resp. zweiwertiger Kationen
(Konzentration 80 mM). Medium:

Puffer, 4 uM Rutheniumrot (RR),

_41 1Min }-— e 1.2 mg Protein/ml.
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Fig. 42: Aufnahme von Ca™™ in Mitochondrien bei Anwesenheit anderer

Kationen und verschiedenen Ligandkonzentrationen.

Einen weiteren Hinweis auf die Transportselektivitit des Liganden in

Mitochondrienmembranen gibt Fig. 42. Sie zeigt die Aufnahme von catt

in Anwesenheit von hohen Konzentrationen anderer Ionen.

Die Anwesen-

heit von Na¥ beeinflusst den CaH—TranSport nur unwesentlich, Dagegen
konkuriert K* kraftig mit dem Ca™ um die Aufnahme durch den Ligan-

den,
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7.4. Diskussion

Die Fdhigkeit des Liganden ETH 1001, Jonen durch biologische Membra-
nen zu transportieren, ist hier an drei Beispielen deutlich aufgezeigt.

Bei den Membranen, an denen ein Konzentrationsgradient die treibende Kraft
bildet, entfaltet der Ligand seine Wirkung erst bei Anwesenheit von FCCP
oder Tetraphenylborat. Dass FCCP die Rolle eines lipophilen Anions
spielt, zeigt sich darin, dass es durch K+—Valinomycin nicht ersetzbar

ist. Wohl aber ist es durch Tetraphenylborat ersetzbar,

Die Notwendigkeit von lipophilen Anionen fiillt in den Mitochondrien wohl
wegen des hohen Membranpotentials als treibende Kraft fiir den Ionen-
transport weg.

Zwei interessante Experimente geben Hinweise auf die Selektivitdt des
Liganden ETH 1001 beziiglich anderer Alkali- und Erdalkaliionen. Theo-
retische Voraussagen diesbeziiglich sind kaum moglich, da die Dielektri-
zititskonstanten von biologischen Membranen weitgehend unbekannt sind.
Sie werden stark von den Membranproteinen beeinflusst. Die Experimen-
te zeigen, dass der Ligand die Bevorzugung von Ca™* innerhalb der Erd-
alkalimetallionen nicht verliert. Innerhalb der Alkalimetalle scheint er
K™ vor Na* und insbesondere vor Lit zu bevorzugen., Diese Tatsache

ist erstaunlich, da bei potentiometrischen Messungen innerhalb der Alka-
limetalle Li® in jedem Fall das bevorzugteste Ion ist. Eine Aussage
iiber die Stellung der Alkalimetalle relativ zu den Erdalkalimetallen ist
kaum moglich, da bei den Messungen die Alkaliionen immer im Ueber-

schuss eingesetzt wurden.

Weiter ist zu beriicksichtigen, dass es sich hier um Transportselektivi-
tdten handelt, die nicht unbedingt mit den potentiometrisch gemessenen

Selektivititen identisch sein miissen [102].
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8. MECHANISTISCHE BETRACHTUNGEN DES IONEN -
TRANSPORTES DURCH BIMOLEKULARE MEMBRA-
NEN MITTELS NEUTRALEN IONENCARRIERN

Die grossen Wegbereiter in der theoretischen Beschreibung des Ionen-
transportes mittels Carriermolekiilen in bimolekularen Membranen waren
die Gruppen von Eisenman und Lduger. In einem ersten Versuch zur
quantitativen Beschreibung des Carrier-Effektes im Jahre 1968 betrachte-
ten Eisenman et al. [138,139] die Membran als eine diinne, lipophile
Fliissigkeitsschicht. Sie wendeten darauf die klassischen, fiir makroskopi-
sche Systeme hergeleiteten Gleichungen der Thermodynamik nach dem
Nernst-Planck-Formalismus an. Im Jahre 1970 postulierten L&duger und
Stark [137] fiir den Durchtritt von Teilchen durch die Membran eine
scharfe Aktivierungsbarriere nach dem Eyring-Typ. Da dieses Modell
nicht fdhig war, das Carrier-induzierte Ionentransportverhalten von bimo-
lekularen Membranen richtig zu beschreiben, entwickelte Hladky [112,140]
und spiter auch Ciani [141,142] eine Theorie, die sowohl auf die Grenz-
flichenreaktionen (Komplexierungs- und Dekomplexierungsreaktion) wie auch
auf eine trapezformige Energiebarriere im Membraninnern anwendbar ist.
Diese Theorie war in der Beschreibung von Membranleitfdhigkeiten und
stromlosen Membranpotentialen an bimolekularen Membranen ausserordent-
lich erfolgreich [142,143]. Die Ueberzeugungskraft dieser Theorie wird
jedoch dadurch geschmilert, dass Gleichungen, die sich fiir bestimmte
Grenzfille ableiten lassen im Widerspruch zu den Gleichungen fiir die glei-
chen Grenzfille stehen, die nach dem friiheren Modell von Liuger und
Stark abgeleitet wurden [122].

Ein anderes Modell, das auf Ionentransporte mittels neutralen Carriern in
dicken Membranen anwendbar ist, wurde von Morf entwickelt [13,117,120].
In Anlehnung an dieses Modell und an friihere Arbeiten von Cussler [147]
wurde von ihm auch eine Theorie entworfen, bei der ein chemischer Po-
tentialgradient die treibende Kraft bildet [118]. Neulich ist es Morf

[144] ebenfalls gelungen, in einer hervorragenden Arbeit eine allgemei-
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ne Theorie aufzustellen und alle wichtigen Resultate der friiheren Theo-

rien in einer einzigen Gleichung zusammenzufassen.

8.1. Kurze Darstellung der Morf'schen Theorie

Ausgehend von zwei verschiedenen Modellen, die die Form der Energie-
barriere in der Membran beschreiben, konnen zwei formal identische

Gleichungen hergeleitet werden. Das eine Modell postuliert eine trapez-
formige Energiebarriere, wie sie von Hladky und Ciani eingefiihrt wor-
den ist; das andere Modell geht von einem Multibarrieren-Konzept nach

dem Eyring-Typ [145] aus.

a. Trapezformige Energiebarriere

Ausgangspunkt bei dieser Entwicklung ist die Nernst-Planck-Gleichung

in ihrer allgemeinen Form

1 1]

ci efi - ci‘ efi p(;(x) z, F ¢(x)
J =D 2) ; f(x) = + (8);(9)
£ (%) RT RT
el dx
(1)
wobei: Ji Flussdichte N
Di Diffusionskoeffizient
ci s c{' Konzentration an der Stelle (1) resp. (2) bezogen auf
z Ladung - I in der
fi(x) reduzierte Freie Energie-Funktion Membran
fi" f; Wert von fi(x) an der Stelle (1) resp. (2)
)u?(x) chemisches Standardpotential )

B(x) elektrisches Potential
R Gaskonstante
T absolute Temperatur

F Faraday-Konstante
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Zur Beschreibung der Form der Energiebarriere wird ein Parameter P1
eingefiihrt, der Werte zwischen 0 und 0.5 einnehmen kann, wobei a die

Linge der Basis des Trapezes ist (Fig. 43).

Pa

d

_—
—~—

R0
Fig. 43: Form der Energiebarriere und Parameter Pl’ Die Figur
rechts zeigt die beiden mdglichen Extremfille.

Wenn die Hohe (wi) und die Breite (2a Pl) der Energiebarriere geniigend
gross sind, kann das Integral im Nenner der Gleichung (8) durch den
Anteil des Integrals entlang des flachen Plateaus der Barriere ersetzt

werden
(2) .
f i) o . [i(d/24P;2) _ £;(d/2-Pya)
(1) Zi¢ m
, sinh (P,z.8_)
= 2P1a efl(d/Z) 17i"m (10)
P,z @
15" m
wobei: d Membrandicke

¢m reduzierte membraninterne Potentialdifferenz

Durch Einsetzen von (10) in (8) ergibt sich eine Gleichung, die allgemei~
ner ist als diejenige, die Ciani [141] auf Grund des gleichen Modells
hergeleitet hat:
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F, (#) ist eine Funktion der angelegten Spannung # und k, ist die Ge-
schwindigkeitskonstante fiir die Translokation von Ionen durch das

Membraninnere.

Gleichung (11) fiihrt zu zwei interessanten Spezialfillen. Wird P1 =0.5
gesetzt (rechteckiges Energieprofil) erhidlt man aus Gleichung .(11) die
bekannte Goldman-Gleichung [146]. Setzt man fiir P1 hingegen den
Wert 0 ein (dreieckiges Energieprofil), fiihrt (11) zur selben Gleichung,
die Liuger und Stark [137] aus ihrem Modell hergeleitet hatten.

b. Modell mit mehreren Energiebarrieren

Bei diesem Modell wird davon ausgegangen, dass ein Teilchen beim
Durchqueren der Membran N scharfe Aktivierungsbarrieren der Hohe

fi(n) zu iberqueren hat (Fig. 44).
a/N

fi(N)

-
Fig. 44: Behandlung der Membran als eine Serie von N scharfen Akti-

vierungsbarrieren nach dem Modell von Eyring.
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4 1
' .oon .
kT C. efl-c. efl
J. = — 1 i

1
. ﬁefi(n)
n=1

(14)

wobei fi(n) Hohe der n-ten Aktivierungsbarriere
1i Abstand zwischen der Barriere an der
Phasengrenze und der ersten Aktivie-
rungsbarriere im Membraninnern
k Boltzmann Konstante

h Planck Konstante

Der Einfachheit halber wird angenommen, dass alle N Barrieren die
gleiche Hohe w; (d. h. fi(n) fiir @ = 0) und die Basislinge a/N haben. Da-
durch kdnnen wir Gleichung (14) zu einer Gleichung umschreiben, die
formal identisch ist mit (11)

k, [c, 28 /2 eziﬂm/Z}

J. = — . e -c, (11)
1 Fi(ﬂ) 1 1
mit:
1 N N+1-2n
RO == ) em |- —— 5f, (15)
n=1
und
kT 1i -wi
ki, =— —ce (16)
h N
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Aus (11), (15) und (16) lassen sich interessanterweise wieder die glei-
chen Grenzfille ableiten wie aus (11), (12) und (13).

Fir N =1 (dreieckiges Energieprofil) ergibt sich die Gleichung von
Liuger und Stark [137] und fiir N—~ o die Goldman-Gleichung [146].

c¢. Kombinationen mit weiteren Gleichungen

Fiir das weitere Vorgehen werden noch zwei Parameter definiert:

P2 beschreibt den Anteil der angelegten Spannung, die iliber der der hal-
ben Lénge des flachen Plateaus der trapezférmigen Energiebarriere
abfillt,

P3 beschreibt den Anteil .des,Spannungsabfalle's zwischen der Membran-

mitte und der Spitze einer Aktivierungsbarriere an der Phasengrenze.

| A

|
|

“'B“"i Fig. 45: Mdgliche Form
: eines Energie-
|
|

profiles

Fig. 45 zeigt eine moigliche Form eines Energieprofiles in der Membran,
wobei P2 den liber B abfallenden Spannungsanteil, P3 den iiber A abfal-
lenden Anteil bezeichnet.

und P3 gilt weiter

Fir P, Py
P, = P (4P;-1) (17)
P, £ P, £ 0.5 (18)
0 £ P, £ 0.5 (19)
0.25 < P, £ 0.5 (20)
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Grenzfille: P, =0,5 gesamte Spannung fillt im Membraninnern ab (kein

Phasepgrenzpptential)

3

P3 =0,25 gesamte Spannung fillt iiber der Phasengrenze ab
Py=0 (Pg =0.5 und/oder P, = 0) dreieckiges Energie-

profil
P, = 0.5 (P3 = P1 = 0.5, siehe Gleichung (18)) rechteckiges
Energieprofil

Wird die im vorherigen Kapitel hergeleitete Gleichung (11) kombiniert
- mit Gleichungen zur Beschreibung der Phasengrenzkinetik unter Be-
riicksichtigung von Phasengrenzpotentialen.
- mit Gleichungen die den geschlossenen Fluss des Carriers berlick-
sichtigen (im steady-state-Zustand: totaler Fluss von Carrier = 0),
ergibt sich fiir Ji die folgende allgemeine Gleichung [144]

~N

k. exp (P3zi¢) exp (-P3zi¢)

Jl Fl(ﬂ) +::1' 1 + T
k, |exp (z,8/2) exp (z,8./2)

1

v

(21)

, Ing. | ! nJg |™
= k.c 1- exp (zi¢/2) - kici,o 14 ——t exp (-zi¢/2)

2kscs 2kscs

mit
sinh (P,z.#)

Fi(ﬂ) = 2 i (trapezformige Barriere) (22)

Pzzi¢
oder

N
N+1-2n .. . .

F,() - _1N_ exp (4P4-1) 2z (Multibarrie- (23)

o=l 2N ren-Modell)
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wobei: ki Geschwindigkeitskonstante fiir den Durchtritt der Ionen
durch die Membran

k. Geschwindigkeitskonstante fiir den Austritt der Ionen aus
der Membran (Dekomplexierungsreaktion)

@  reduzierte angelegte Spannung (in Einheiten von RT/F=25mV

¢o’ ¢o reduzierte Oberflichenpotentiale an den Phasengrenzen bei
Spannung @=0
1 1 t n
C. Gleichgewichtswerte fiir ¢, resp. c., d.h. fiir die Ionen-
i,o’ "i,o0 i i

konzentration in der Membran am Ort lokaler Energie-
minima nahe den Phasengrenzen
c Gleichgewichtskonzentration des Carriers in der Membran
k Geschwindigkeitskonstante fiir den Durchtritt freier Carrier
durch die Membran

n., Stochiometrie des 1 :ni-Komplexes

Gleichung (21) bietet einen universalen Ausdruck zur Beschreibung des
durch Carrier induzierten Ionenflusses, des Flusses von freien Ionen
oder auch von ungeladenen Teilchen durch bimolekulare Membranen wie

auch durch makroskopische Membranen.

8.2. Spezialfille

Werden gewisse Annahmen getroffen, kann Gleichung (21) zur Beschrei-

bung dieser Spezialfdlle zum Teil wesentlich vereinfacht werden.
8.2.1. Vereinfachungen nach dem Modell von Liduger und Stark

Das Modell von Liuger und Stark [137] beinhaltet folgende Annahmen:

dreieckige Aktivierungsbarriere (P2 =0 resp. N =1, vgl. Gleichung (22)
resp. (23)) = Fi(¢) =1
Membran symmetrisch — ﬂ(’) = ﬁ; = ¢0

nur eine Sorte Kationen, Ladung z; = 1

1:1 - Komplexe = n= 1

widssrige Losung auf beiden Seiten identisch
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Dadurch wird Gleichung (21) stark vereinfacht und wird identisch zur
Gleichung, die Liuger und Stark [137] aus ihrem Modell hergeleitet
haben.

Diese Gleichung eignet sich zur quantitativen Beschreibung des Flusses
von lipophilen Anionen durch bimolekulare Membranen, versagt jedoch bei
Anwendung auf Carrier-induzierte Ionentransportvorginge. Offenbar haben
lipophile Anionen beim Durchtritt durch die Membran tatsdchlich eine ein-
zige scharfe Aktivierungsbarriere zu iliberwinden, wohingegen fiir Ion-Li-
gand-Komplexe eher eine trapezformige bzw. mehrere scharfe Barrieren

- vorhanden zu sein scheinen.

8.2.2 Vereinfachung nach dem Modell von Ciani, Eisenman
und Krasne

Durch Annahme

- einer symmetrischen Membran =) ﬂ; = ¢; =9,

- einer symmetrischen Ligandverteilung in der Membran ::)ZniJi« kSCS
[141,144]

kann aus (21) die folgende vereinfachte Flussgleichung abgeleitet werden

1 n
;. kici,o exp (zi¢/2) - kici,o exp (-zi¢/2)

i (24)
Fi(¢) + 2wi cosh (P3zi¢)
mit  w =%— exp [(ziﬂo/ 2)] (25)

Aus w, ist die Art des geschwindigkeitslimitierenden Schrittes erkenﬁbar.

W,
1

n=

0 Translokation der Ionen durch die Membran geschwindig-
keitslimitierend |
W, » 1 Kinetik an der Phasengrenze geschwindigkeitslimitierend
Aus einer griindlichen Analyse der experimentellen Werte von Eisen-
man et al. [142] konnte die bemerkenswerte Tatsache erkannt werden,
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dass die Parameter P2 und P3 fiir alle Kationen und fiir alle Carrier-
Membran-Systeme praktisch die gleichen Werte annehmen [144]
P, = 0.3 |
P 0. 46

e

Do

(26)

IR

(V]

Daraus kann abgeleitet werden, dass der flache Anteil der trapezftrmi-
gen Aktivierungsbarriere ungefihr 70% der gesamten Linge der Barrie-
re ausmacht und dass fast die gesamte Spannung im Membraninnern
abfillt,

Aus diesen Werten kann eine interessante Parallelitit zwischen dem

Nernst-Planck'schen und dem Eyring-Modell aufgezeigt werden.

Bei Behandlung des Eyring'schen Energieprofils als eine Doppelbarriere
(N = 2), wird (23) zu

F, (@) = cosh [(4P3-1) zi¢/4] (27)

Dieser Ausdruck ist fiir die gebrduchlichen Spannungen bis ~ 150 mV
praktisch identisch mit (22)

sinh (Pzz @)
Fi(ﬂ) = (22)
P2z1¢
Fiir ein symmetrisches System (ci' 0= ci"0 = ci) und in Anbetracht der
b ’

Gleichwertigkeit von (27) und (22) kann Gleichung (24) nochmals ver-
einfacht werden zur leicht handhabbaren Gleichung
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2k.c. sinh (z.0/2)
Ji _ i i (28)
cosh (P3zi¢ -zi¢/4) + 2wicosh (P3Zi¢)

Fiir die Approximation P3 = 0.5 und die Annahme W, = 0 (Durchtritt der
Ionen durch das Membraninnere geschwindigkeitslimitierend) wird (28)

zum einfachen Ausdruck

J; = 4k, c, sinh (zi¢/4) (29)

In der Literatur finden sich Beispiele fiir beide Moglichkeiten. Der K'-
Transport mittels Monactin durch Phosphatidylserin-Membranen lisst
sich mit Gleichung (29) beschreiben (d. h. W =0, 'hyperbolische' Kurve),
der K*- -Transport mittels Valinomycin durch die gleichen Membranen

[mA-cm?] Membran: Phosphatidylserin
1M KCl
2 167 M Carrier

Valinomycin

Monactin

{ | T
0 50 100 150 mv

Fig. 46: Strom-Spannungskurve fiir K+-TranSport mit Valinomycin resp.

Monactin durch Phosphatidylserin-Membranen. Experimentelle
Werte aus [148]. Ausgezogene Kurve fiir Valinomycin berechnet
nach Gleichung (28) (P3=0.5, Wi=0'46)’ Kurve fiir Monactin be-
rechnet nach Gleichung (29) (P3=0.5, Wi=0). Nach [144].
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durch Gleichung (28) (d.h. wi>0, 'Sdttigungs'-Kurve, Fig. 46) [144,148].

. Analoge Strom-Spannungskurven wurden auch fiir den in dieser Arbeit aus-
gedehnt untersuchten Liganden ETH 1001 erhalten (Kapitel 9. 3).

Lisst man in Gleichung (28) und (29) die Spannung @ gegen O streben, er-
hdlt man die stromlose Leitfdhigkeit GO. Fiir (28) erhidlt man

2

z, F Ji (zi F) ki c,
G, = lim = (30)
g-0 (RT/F)@ RT 142 W
resp. fiir (29) (wi = 0)
2
G % P K (31)
= . C,
0 R 11

Interessanterweise erhédlt man aus allen hier abgeleiteten Gleichungen je
nach Annahmen fiir G0 den gleichen Ausdruck, der formal unabhingig

von den Parametern P, und P, oder N ist.

3 2

Setzt man in (30) fiir c, den vollen Ausdruck (32) ein [144]
K .
c. =§ a,c_ e (32)

wobei ¥ Geschwindigkeitskonstante fiir den Durchtritt von Ionen aus
der wissrigen Phase in die Membran (Geschwindigkeit der
Komplexierungsreaktion)
a Aktivitdt der unkomplexierten Spezies I in der wéissrigen
Phase



erhiilt man

2 —

(z, F) k. k .

Go= L L — aicsle 1o (33)
RT 142 W ®

Diese stromlose Leitfdhigkeit G0 ist eine hdufig gemessene Grosse.
Griindliche Untersuchungen an bimolekularen Membranen zeigten in Ueber-

einstimmung mit Gleichung (33) die daraus ableitbaren Tatsachen [102];

- G0 ist proportional zur Aktivitit 3, des permeierenden Ions in der
wissrigen Phase [122,135-137,148],

- Go ist proportional zur n-ten Potenz der Carrier-Konzentration Cq
[122,136,137,148].

- G o wird' stark beeinflusst durch das Oberflichenpotential @ o der Mem-
bran, welches hauptsdchlich durch die Art des Lipides bedingt ist
[136,149].

Die in dieser Arbeit ausgefiihrten Leitfdhigkeitsmessungen erfolgten
fast durchwegs bei 30 mV. Trotz dieser wesentlich von Null ver=-
schiedenen Spannung gelten Gleichung (33) und die daraus ableitbaren
Schliisse im allgemeinen immer noch, da auch in den andern Flussglei-

chungen ( (28) und (29) ) ¢; nur im linearen Term vorkommt,
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9. UNTERSUCHUNG DER WIRKUNG VON LIPOPHILEN
ANIONEN AUF DEN CARRIER-INDUZIERTEN
IONENTRANSPORT AN BIMOLEKULAREN MEMBRANEN

Bei Ionentransportexperimenten an Liposomen und an biologischen Mem-
branen wurde festgestellt, dass lipophile Anionen beim Ionentransport

mit den untersuchten Liganden eine tragende Rolle spielén. Es wurde des-
halb versucht,durch genauere Untersuchungen an Schwarzen Membranen
die Rolle, die die lipophilen Anionen bei diesem Transport spielen auf-
zuhellen.

9.1, Einfluss der Anionen-Konzentration

In diesen Experimenten wurde der Einfluss von steigenden Konzentratio-
nen eines lipophilen Anions auf den carrierinduzierten Ionentransport
untersucht. Um die Zeit zur Gleichgewichtseinstellung (vgl. Kapitel 5. 3)
zu verkiirzen, wurde in diesen Experimenten der Ligand direkt in die
Lipidlosung, die zur Herstellung der Membranen verwendet wurde, vor-
gegeben.

In Fig. 47 ist die Verdnderung der Leitfihigkeit einer Lecithin-Decan
(1:99)-Membran, die 1.5 mM Ligand ETH 1001 enthielt gezeigt. Ins
wissrige Medium (0.1 M CaCl,) wurden steigenden Mengen FCCP ge-
geben. Es zeigte sich, dass FCCP bereits in geringen Mengen die Fidhig-
keit hat, die Leitfdhigkeit der ligandhaltigen Membran stark zu erhd&hen,
Die Leitfdhigkeit steigt annidhernd linear mit der FCCP-Konzentration
(Steigung der ausgezogenen Kurve im linearen Teil = 0.87, r2 = 0. 83).
Zum Vefgleich wurde die Membranleitfihigkeit auch in Abwesenheit

von Ligand gemessen (gestrichelte Linie, Steigung = 0.99, r2 = 0, 96).

Um zu zeigen, dass die gemessenen Leitfdhigkeiten nicht einfach die

Summe der Leitfdhigkeiten der einzelnen Komponenten sind, wurde in
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10
&
S
2
1S
N 104
=)
=4
3_'; I i Membran: 1%Lecithin in Decan
_% 6] O e 0.1 M CaCl,
7
£ 10 8 e
kT jo /0/ O FCCP + 1.5mM Ligand im Lipid
A :
o . © FCCP allein
o
1047
T = — T — T - n
0 10 107 10 102
FCCP-Konzentration '[M]
Fig. 47: Einfluss von steigenden Konzentrationen FCCP auf den Ionen-

transport mit dem Liganden ETH 1001. Der Ligand wurde in
die Lipidlosung vorgegeben. Steigungen: ausgezogene Linie 0.87,
gestrichelte Linie 0.99. Punktierte Linie: algebraische Summe

der Leitfihigkeiten der Einzelkomponenten.

Fig. 47 die algebraische Summe der Einzelleitfdhigkeiten eingezeichnet.
Auf welche Art FCCP hier jedoch die Leitfdhigkeit beeinflusst ist aus

diesen Kurven nicht ersichtlich.
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9.2, Einfluss von lipophilen Anionen auf die Transport-

Stochiometrie

Lipophile Anionen erhthen die Leitfdhigkeit von ligandhaltigen Membranen
stark. Ob damit eine Aenderung der Stdchiometrie der durchtretenden Ion-
Ligand-Komplexe einhergeht, wurde dadurch gepriift, dass bei konstanter

Ca™*- und FCCP-Konzentration die Ligandkonzentration variiert wurde.

Fig. 48 zeigt die Resultate dieser Messungen. Zur Lipidlosung wurden

steigende Mengen Ligand ETH 1001 gegeben. Die wissrige Losung bestand
aus 0.1 M CaCl, und 107" M FCCP. Im Diagramm lisst sich ohne weite-
res erkennen, dass die Messpunkte bei Konzentrationen > 2.0 mM von der
linearen Korrelation gegen oben abweichen. Diese Beobachtung wird durch
die Korrelationskoeffizienten der linearen Regressionen erhirtet. Sie sind
am grossten, wenn fiir die Punkte im Konzentrationsbereich <2,0 mM und

fiir diejenigen im Bereich22. 0 mM unterschiedliche Geraden angepasst werden,

Die Regressionsgerade im unteren Teil des Diagrammes zeigt eine Stei-
gung von 1,11 (r2 = 0,.96), die bei hoheren Konzentrationen in eine Stei-
gung von 2,25 (r2 = 0. 78) iibergeht.

In friiheren Diagrammen der gleichen Art (Fig. 26 und Fig. 27, Kapitel 5.2)
wurden Steigungen um 2 resp. 3 erhalten. Es scheint damit tatsdchlich zu-
zutreffen, dass durch die Anwesenheit von lipophilen Anionen die Zusam-
mensetzung der durchtretenden Komplexe verédndert wird. Waren es in
den frilheren Experimenten 1:2 bis 1:3-Komplexe, die durch die Membran
wanderten, diirften es hier [Calle :Al] - Assoziate (A = lipophiles Anion)
sein, die die Leitfdhigkeit verursachen. Dass auch ein Anion A an der
Assoziat-Bildung beteiligt sein diirfte, kann aus der Steigung 0.83 im Dia-

gramm Fig. 47 gefolgert werden.

Diese Annahme der Assoziate scheint nicht unverniinftig zu sein, da da-
mit erkldrbar wird, dass bereits recht geringe Ligandkonzentrationen eine er-
hohte Membranleitfihigkeit verursachen konnen, da hier nur noch ein Li-

gandmolekiil flir die Bildung eines Komplexes notwendig ist.
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Membran: 1% Lecithin in Decan + Ligand

7
01M CaCl, , 10'M FCCP

=}
lUT
@

Membranleitfahigkeit [mho-cm? ]

Y

" | | ! I I ! I

0 0,5 0.75 1.0 1.5 2.0 25 30
- Ligandkonzentration  [mM]
im Lipid

Fig. 48: Veridnderung der Membranleitfdhigkeit durch steigende Kon-
zentrationen Ligand ETH 1001 in Anwesenheit von FCCP.
Der Ligand wurde in die Lipidlosung vorgegeben. Wissrige
Losung: 0.1 M CaCl, mit 10"7 M FCCP. Steigung der Gera-
den fiir Konzentration <2.0 mM : 1,11 ; Steigung fiir Kon-
zentrationen>2.0 mM : 2. 25.

9. 3. Einfluss von lipophilen Anionen auf die Strom-
Spannungscharakteristik

Wie in Gleichung (28), (29) und in Fig. 46 gezeigt wurde ist die Form
der Strom-Spannungskurve eines Transportsystems in erster Linie ab-
hingig vom geschwindigkeitslimitierenden Schritt im Transportmechanis-
mus. Ist der Durchtritt der Ionen durch die Membran limitierend (Wi = 0),
zeigt die Strom-Spannungskurve einen 'hyperbolischen' Verlauf (siehe Fig.
46, Monactin). Ist hingegen die Kinetik an der Phasengrenze limitierend
(wi »0) zeigt die Kurve 'Sittigung' (Fig. 46, Valinomycin).
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Welches im Ionentransport mit dem Liganden ETH 1001 der geschwindig-
keitslimitierende Schritt ist und ob die lipophilen Anion die Kinetik dieses
Schrittes beeinflussen, wurde mittels Aufnahme von Strom-Spannungskur-

ven zu beantworten versucht.

Fig. 49 zeigt eine Strom-Spannungskurve des Liganden ETH 1001 in 0.1 M

CaCl2
chung (29) berechnet, Sie zeigt, dass fiir diesen Transport W, = 0 ist und

an einer Lecithin-Membran., Die ausgezogene Kurve wurde nach Glei-

dass damit der Durchtritt der Ionen durch das Membraninnere geschwindig-

keitslimitierend ist.

Trifft die im vorherigen Kapitel getroffene Annahme zu, dass sich [Ca:L:A] *
Assoziate bilden, sollte dies in der Strom-Spannungscharakteristik sicht-
bar sein. Da die durchtretenden Assoziate nunmehr die Ladung z; = 1

tragen, wird die Strom-Spannungskurve weniger steil (vgl. Gleichung (29)).

[pA cid
j Membran 1% Lecithin
in Decan

0.4 0

01M CaCly

SPM Ligand ETH 1001
0.3
0.2
0.1
0 R T T T T T T T T T

0 50 [mv] 100

Fig. 49: Strom-Spannungskurve fiir eine Lecithin~-Membran in Anwesen-
heit des Liganden ETH 1001. Wissrige Losung: 0.1 M CaClz,
5 MM Ligand. Ausgezogene Kurve nach Gleichung (29) berech-

net. Ordinate: j = ziFJi'
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In Fig. 50 sind die fiir die Leitfdhigkeitsverhiltnisse j/G0 (j=ziFJi), nach
Gleichung (29) und (31) berechneten Kurven fiir z, = 1 und z, = 2 (gestrichel-
te Linien), zusammen mit Messkurven fiir Membranen verschiedener Zu-
sammensetzung eingezeichnet. Die Strom-Spannungskurve der- Membran, die
nur Ligand enthielt, lduft anndhernd parallel zur theoretischen Kurve fiir

z; = 2 (vgl. auch Fig. 49), diejenige der ligandfreien Membran (10-6 M
FCCP) zeigt sogar eine leicht abwirts geneigte Tendenz. Fiir die ligand-
haltigen Membranen, denen steigende Mengen FCCP zugesetzt wurden, bie-
gen mit steigender FCCP-Konzentration die Strom-Spannungskurven von ei-
ner beinahe iibertheoretischen Steigung nahe zu zur Steigung Null ab. Diese
Aenderung kann dadurch bedingt sein, dass die mittlere Ladung der per-
meierenden Spezies kleiner wird oder dass sich die Kurven durch Ueber-
lagerung immer mehr derjenigen von reinem FCCP angleichen.

J Membran: 1% Lecithin in  1.5mM Ligand
Go Decan ohne FCCP

04 M CaCl,

11 4

1.0

16°M FCCP ohne Ligand

0.9 T — I T I I I I
0 10 20 30 40 50 60 70 80 [mV]

Fig. 50: Leitfdhigkeitsverhiltnisse j/(?r0 von Lecithin-Membranen ver-

schiedener Zusammensetzung. Wissrige Phase: 0,1 M CaCl, +

2
verschiedene Konzentrationen FCCP. Angegebene Ligandkon-
zentrationen beziehen sich auf die Lipidldsung. (---o---) Kurve
berechnet nach Gleichung (29) und (31) (—0—) experimentelle

Kurven.
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Wie schon in Fig. 47 gezeigt wurde, ist die Leitfdhigkeit der FCCP und
ligandhaltigen Membranen deutlich hther als die Summe der Leitfdhigkeits-
beitrige der einzelnen Komponenten, so dass angenommen werden kann,
dass der Transport der postulierten Assoziate den grossten Beitrag zur
Leitfdhigkeit ausmacht.

Trifft diese Vermutung zu, so darf wahrscheinlich auch erwartet werden,
dass hauptsidchlich die Eigenschaften der Assoziate die Form der Strom-
Spannungskurve prigen. Daraus miisste folgen, dass die Streckung der
Strom-Spannungskurven durch die verminderte Ladung der durchtretenden
Teilchen bedingt ist. |

Wird aber die Existenz solcher Assoziate ausgeschlossen, konnte die Ver-
ringerung des 'hyperbolischen Charakters' der Strom-Spannungskurve da-
durch erkldrt werden, dass w, in Gleichung (28) grosser Null wird. Das
heisst, die Geschwindigkeitskonstante ki flir den Durchtritt der Ionen durch
die Membran wird grosser (vgl. Gleichung (25)). Diese Vergridsserung

konnte eine Folge eines veridnderten Energieprofiles in der Membran sein.

9.4. Andere lipophile Anionen

Neben dem bis jetzt hauptsdchlich beschriebenen Anion FCCP wurden auch
andere lipophile Anionen auf ihre Wirkung auf ligandhaltige Schwarze Mem-
branen gepriift.

Die verwendeten Substanzen wurden auf Grund experimenteller Erfahrung
an dicken Membranen ausgewihlt [118] (Fig. 51). Wie Fig. 52 zeigt,
ist jedoch die Wirkung dieser Anionen verglichen mit derjenigen von
FCCP gering, obwohl sie an dicken Membranen FCCP zum Teil in der
Wirksamkeit tbertrafen [118]; es ist dies eine Beobachtung, die nur

schwer zu interpretieren ist.



102

GF3
of O
H/N\ _ _~CN H/N\N_C/CN
OCPH FCCP
OH _
.
OH
Cl Cl
CHy-C~CH, @—B-@
C|3H2 Cl Cl
CH; B J
POPH TPB PCPH
Fig. 51: Struktur der untersuchten lipophilen Anionen
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Fig. 52: Leitfdhigkeit von Membranen in Anwesenheit von (A) IO-GM lipo-
philem Anion, (C) 1.5 mM Ligand (im Lipid), (B) 10~°M lipophi-

lem Anion + 1.5 mM Ligand
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9.5. Diskussion

Die hier beschriebenen Experimente zeigen deutlich, dass FCCP im
Gegensatz zu andern gepriiften lipophilen Anionen den Carrier-indu-
zierten Ca''- Transport in Schwarzen Membranen stark stimulie-

ren kann,

Die experimentellen Resultate ktnnen so interpretiert werden, dass
FCCP mit dem Ca’*- Ligand - Komplex ein Assoziat der Zusammen-
setzung Ca’H:Ligand:FCCP (1:1:1) bildet, das als solches durch
die Membran wandert. Dadurch wird die fiir einen Ca’’- Transport
notwendige Ligand- Konzentration kleiner als dies fiir eine hohere
Ca'H':Ligand-Stiichiometrie der Fall ist.

Andere Wirkungsmechanismen konnen jedoch nicht ausgeschlossen
werden. So konnte sich FCCP auch auf der Aussenseite der Membran
anlagern [155] und dadurch die Oberfldchenladung der Membran ver-
dndern und moglicherweise auch das Energieprofil im Membranin-
nern beeinflussen. Dies konnte tiefgreifende Aenderungen in der

Kinetik dieses Transportes zur Folge haben.
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10. EXPERIMENTELLER TEIL

10.1. Leitfﬁh'igkeitsmessungen an Schwarzen Membranen

Fiir die in Kapitel 5.2 beschriebenen Experimente wurden zum Teil eine
Messzelle aus Plexiglas mit einem Lochdurchmesser von 2.8 mm ver-
wendet, Fiir die Experimente in denen der Ligand ETH 1001 eingesetzt
wurde, fand eine Messzelle mit einem Lochdurchmesser von 1.3 mm

Verwendung.

Die zur Membranherstellung verwendete Lipidiosung wurde préipariert,
indem von der Lecithinlésung das Lodsungsmittel im Stickstoffstrom oder
am Rotationsverdampfer entfernt und das erhaltene trockene Lipid

im Ultraschallbad in einer entsprechenden Menge Decan geldst wurde.
Fiir Experimente, in denen der Ligand ins Lipid vorgegeben wurde, ist

vor dem Abdampfen des Ldsungsmittel der Ligand in alkoholischer LoOsung

zugegeben worden.

Die Membranen wurden hergestellt, indem das Blendenloch der trockenen
Zelle ein- bis zweimal mit Lipidlosung imprédgniert wurde. Nach Verdun-
sten des LoOsungsmittels wurde die widssrige Losung in die Messzelle ein-
gefiillt und die Membran iiber das Loch gezogen, indem mit einem sehr

feinen Pinsel die Lipidlosung iiber das Blendenloch gestrichen wurde.

Als Messgerite wurden verwendet:

- pH/mV - Ion Activity Meter, Phillips PW 9411
- Mikroamperemeter Keithley 150 B

- Schreiber: Tarkan, Kontron, Ziirich

Als Ableitelektroden dienten selbst hergestellte Ag/AgCl-Elektroden in
einem Glasschaft mit Glasdiaphragma.

Die Schaltung zum Abgriff verschiedener Spannungen wurde im Labora-
torium von Prof. P. Liuger (Universitit Konstanz) hergestellt.
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10.2., Experimente mit Liposomen und biologischen

"Membransystemen

Die experimentellen Details der Versuche mit monolamellaren und
multilamellaren Liposomen sind andernorts [125] ausfiihrlich be-
schrieben worden. Die Phosphatbestimmung erfolgte nach der Methode
von Chen et al. [151].

Die Prédparation der biologischen Membranen wurde in [132] aus-

fiihrlich beschrieben,

Die Bestimmung des pK-Wertes von Tetraphenylborat wurde im Mikro-
labor der ETH durch Titration in Methylcellosolve:HzO (80:20) vor-

genommen,

10, 3. Chemikalien

Die verwendeten synthetischen Liganden wurden durchwegs in unserem
Laboratorium synthetisiert [105]. Der Ionophor A 23187 wurde von
Eli Lilly, Research Lab,, Indianapolis, und X-537 A von F. Hoffmann-
La Roche und Co. AG, Basel als Geschenk erhalten, Die Liganden

wurden in alkoholischer LoOsung angesetzt.

Als Lipide wurden EieLecithin und Phosphatidylserin von Lipid Products,
Nutfield, Grossbritannien verwendet.
Decan wurde in der Qualitdt 'puriss.' von der Firma Fluka AG, Buchs,

erworben.

Die lipophilen Anionen wurden in Sdureform (ausgenommen Tetraphenyl-
borat) eingesetzt und in analytischer Reinheit verwendet und ebenfalls
in alkoholischer LOsung angesetzt. Tetraphenylborat wurde ausgehend
vom Na-Salz mit Ionentauscher in das Ca-Salz iibergefiihrt und in

widssriger LOsung verwendet.
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Die Elektrolytldsungen wurden aus Chemikalien der Reinheit '‘pro
Analysi' der Firma Fluka AG, Buchs, oder Merck AG, Darm-
stadt, BRD, hergestellt,

Es wurde fiir alle Experimente doppelt quarz-destilliertes Wasser
verwendet.

Mein herzlicher Dank gilt meiner Schwester L. Rohner fiir die

mit unendlicher Sorgfalt ausgefiihrte Abschrift dieser Arbeit.
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ZUSAMMENFASSUNG

1.

Es wurde der Einfluss verschiedener synthetischer, nichtzyklischer,
neutraler Liganden vom 3, 6-Dioxaoctandiamid~- Typ auf die Leitfdhig-
keit von Schwarzen Membranen (Lecithin in Decan) in Calciumchlorid-
Losung gepriift, Einige Liganden bewirkten eine deutliche Zunahme
der Leitfdhigkeit dieser Membranen.

Das Transportverhalten der Liganden ETH 1096 (N, N, N', N'-Tetra-
cyclohexyl-3, 6-dioxaoctandiamid) und ETH 1001 ((-)-(R,R)-N, N'-

Di [ (11-dthoxycarbonyl)undecyl] N, N', 4, 5-tetramethyl-3, 6-dioxaoctan-
diamid) an Schwarzen Membranen wurde genauer untersucht und es
wurde gefunden, dass diese Liganden Ca** als 1:2 bis 1:3 (Metall:
Ligand) - Komplexe durch die Membran transportieren.

Es wurde gezeigt, dass der Ligand ETH 1001 in Anwesenheit von
relativ hohen FCCP-Konzentrationen den Ausfluss von radioaktivem
Ca™*t aus monolamellaren Liposomen induzieren kann.

An Erythrocyten und an sarcoplasmatischem Reticulum wurde ge-
zeigt, dass der Ligand ETH 1001 in Anwesenheit von lipophilen
Anionen Ca'™ durch deren Membranen transportieren kann. In Mito-
chondrien ist der Ligand fdhig, auch ohne lipophile Anionen das natiir-
liche Ca++-Transportsystem zu substituieren.

Auf Grund einer von W.E. Morf entwickelten allgemeinen Theorie
liber den Stofftransport d}lrch Membranen wurde gezeigt, dass im
Ca++-Transport mittels des Liganden ETH 1001 der Transport des
Ion-Ligand-Komplexes durch das Membraninnere der geschwindig-

keitslimitierende Schritt ist.

Es wurde versucht,die Rolle der lipophilen Anionen im Transport-
mechanismus aufzuklidren. Auf Grund experimenteller Resultate
kann vermutet werden, dass sich bei Anwesenheit von FCCP
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Ca : Ligand : FCCP (1:1:1)- Assoziate bilden, die als solche durch
die Membran transportiert werden diirften. Andererseits konnte
durch Anlagerung von lipophilen Anionen an die Membranober-
fliche die Form der Aktivierungsbarriere fiir den Durchtritt der
Ion-Ligand~Komplexe und dadurch die Transportkinetik verindert

werden.



109

LITERATURVERZEICHNIS

(1) A.L. Lehninger, Biochemistry (2nd Ed.), Worth Publisher,
New York, 1975

[2] E. Overton, Viertelj. Naturf. Ges. Ziirich, 40, 149, 1899

[3] J. F. Danielli, in Cell Membranes (G. Weissmann, R. Claiborne,
Eds. ), H. P. Publishing Co. Inc., New York, 1975, pp. 3 - 11

(4] C.Moore, B.C. Pressman, Biochem. Biophys. Res. Comm.,
15, 562, 1964

[5] W. Simon, .W. E. Morf, P.Ch. Meier, in Structure and Bonding,
Vol. 16, Springer Verlag, Berlin, pp. 113 - 160

[6] P.W. Reed, H.A. Lardy, J. Biol. Chem., 247, 6970, 1972

(7] M. R. Truter, in The Regulation of Intracellular Calcium (C. J.
Duncan, Ed.), Cambridge University Press, Cambridge, 1976,
pp. 19 - 40

[8] R. C. Prince, A.R. Crofts, L. K. Steinrauf, Biochem. Biophys.
Res. Comm., 59, 697, 1974

[9] E.J. Harris, J.M. Wimhurst, Nature New Biol., 245, 271, 1973

[10] 7. Stefanac, W. Simon, Chimia, 20, 436, 1966; Microchem. J.,
12, 125, 1967

[11] H. K. Wipf, W. Simon, Biochem. Biophys. Res. Comm., 34, 707,1969

[12] H.K. Wipf, A. Olivier, W. Simon, Helv., 53, 1605, 1970

[13] A.P. Thoma, A. Viviani-Nauer, S, Arvanitis, W. E, Morf{,
W. Simon, Anal. Chem., 49, 1567, 1977

[14] H. Diebler, M. Eigen, G. Ilgenfritz, G. Maas, R. Winkler, Pure
Appl. Chem., 20, 93, 1969

[15] H.K. Wipf, L.A.R. Pioda, Z. Stefanac, W. Simon, 51, 377, 1968

[16] M. M. Shemyakin, Y.A. Ovchinnikov, V.T. Ivanov, V. K. Antonov,
A.M. Shkrob, I I. Mikhaleva, V. Evstratov, G.G. Malenkov,
Biochem. Biophys. Res. Comm., 29, 834, 1967

[17] W. E. Morf, Diss. ETH Nr. 4916, 1972



[18]
[19]
[20]
[21]
[22]
[23]
[24]

[25]
[26]

[27]

[28]
[29]

[30]

[31]
321

[33]
[34]

[35]
[ 36]
[37]
[38]

110

R. Beutner, J. Am. Chem. Soc., 36, 2040, 1914

E. Baiur, Z. Elektochem., 32, 547, 1926

L. Michaelis, N. Weech, J. Gen. Physiol., 12, 55, 1928

T. Teorell, J. Gen. Physiol., 21, 107, 1937

K. Sollner, Ann. N. Y. Acad. Sci., 57, 177, 1953 und weitere
Referenzen darin

J. T. Davies, E. K. Rideal, Interfacial Phenomena, Academic
Press, New York, 1961

G. L. Gaines, Insoluble Monolayers at Liquid-Gas Interfaces,
Interscience, New York, 1965

J. M. Tobias, Agin, Pawlowski, J. Gen. Physiol., 45, 989, 1962
P. Mueller, D.O. Rudin, H, T, Tien, W,C, Wescott, Nature, 194,
979, 1962

A.D. Bangham, M. M. Standish, J. C. Watkins, J. Mol. Biol.,

13, 238, 1965

M. Montal, P. Mueller, Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 69, 3561, 1972
H. T. Tien, Bilayer Lipid Membranes, Marcel Dekker Inc., New
York, 1974

P. Mueller, D.O. Rudin, H.T. Tien, W.C. Wescott, Recent Pro-
gress in Surface Science, Vol. I, Acad. Press, New York, 1964,
pp. 379 - 393

T. Hanai, D.A. Haydon, J. Taylor, Proc. Roy. Soc. London, 281A
377, 1964

P, Liuger, W, Lesslauer, E, Marti, J. Richter, Biochim. Biophys.
Acta, 135, 20, 1967

T. E. Thompson, C. Huang, J. Mol. Biol., 16, 576, 1966

R. J. Cherry, D. Chapmé.n, J. Theoret. Biol., 24, 137, 1969

C. Gethsen, H.C. Kneser, H. Vogel, Physik, 12, Aufl., Springer-
Verlag, Berlin, 1974, p. 515 und p. 548

H.T. Tien, J. Mol. Biol., 16, 577, 1966

F.A. Henn, T.E. Thompson, J. Mol. Biol., 31, 227, 1968
G. Adam, P. Laduger, G. Stark, Physikalische Chemie und Bio-
physik, Springer Verlag, Berlin, 1977, p. 279



111

[39] A. Finkelstein, J. Gen. Physiol., 68, 127,1976

[40] C. Huang, T.E. Thompson, J. Mol. Biol., 15, 539, 1966

[41] A. Cass, A, Finkelstein, J. Gen. Physiol., 50, 1765, 1967

[42] R.J. Levin, The Living Barrier, W. Heinemann Medical
Books, Ldt., London, 1969, p. 62

(43] T.E. Andreoli, V.W. Dennis, A. M. Weigl, J. Gen. Physiol., 53,
133, 1969

[44] A.D. Bangham, Adv. Lipid Res., 1, 65, 1963

[45] J.Y. Johnson, British Patent No. 417715, Accepted Oct. 1, 1934.
Patent on behalf of I. G. Farbenindustrie AG, 1932

[46] R. Rendi, J. Cell Biol., 27, 83A, 1965

[47] A.D. Bangham, M.M. Standish, J.C. Watkins, J. Mol. Biol.,
13, 238, 1965

[48] A.D. Bangham, J. de Gier, G.D. Greville, Chem. Phys. Lipids,
1, 225, 1967

[49] A.D. Bangham, in Methods in Membrane Biology, Vol. 1 (E.D.
Korn, Ed.), Plenum Press, New York-London, 1972, p. 1-68

[50] H. Hauser, personliche Mitteilung

[51] H. Hauser, M.C. Phillips, M. Stubbs, Nature, 239, 342, 1972

[52] C. Huang, T.E. Thompson, in Methods in Enzymology, Vol. 32,
(S. Fleischer, L. Packer, Eds.), Academic Press, 1974, ‘p. 485 - 489

[53] H. Hauser, Biochem. Biophys. Res. Commun., 45, 1049, 1971

[54] H. Hauser, L. Irons, Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem., 353,
1579, 1972

[55] H. Hauser, D. Oldani, M. C. Phillips, Biochemistry, 12, 4507,
1973

[56] M. Montal, P. Mueller, Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 69, 3561, 1972

[57] M. Takagi, K. Azuma, U. Koshimoto, Ann. Report Biol, 13,
107, 1965

[58] H.J. van den Berg, J. Mol. Biol., 12, 290, 1965

[59] M. Montal, in Ref. [52], pp. 545 - 554

[60] R. Benz, O. Frohlich, P. Liuger, M. Montal, Biochim. Biophys.
Acta, 394, 323, 1975



[61]
[62]
[63]
[64]
[65]
[66]
[67]
[68]
[69]
[70]

[71]
[72]

[73]
L74]

- [75)
[76]
[77)
- [78]
[79]
[80]

[81]

(82]

112

T. E. Andreoli, in Ref. [52], pp. 513 - 539

A. Finkelstein, in Ref. [52], pp. 489 - 501

A.E. Shamoo, D. A. Goldstein, Biochim. Biophys. Acta, 472,

13, 1977

S. B. Hwang, J.I. Korenbrot, W. Stoeckenius, J. Membr. Biol.,
36, 115, 1977

M. Montal, in Perspectives in Membrane Biology (S. Estrada,

C. Gitler, Eds.), Academic Press, New York, 1974, pp. 591 - 622
M. C. Phillips et al., Chem. Phys. Lipids, 3, 234, 1969

E. Gorter, R. Grendel, J. Exp. Med., 41, 439, 1925

I. Langmuir, J. Am. Chem. Soc., 39, 1848, 1917

J. F. Danielli, H. Davson, J. Cell. Comp. Physiol., 5, 495, 1935
R. Harrison, G.G. Lunt, Biological Membranes, Blackie & Son
Ltd., London, 1975

J.D. Robertson, J. Biophys. Biochem. Cyt., 3, 1043, 1957

S. J. Singer, in Structure and Function of Biological Membranes
(L.1. Rothfield, Ed.), Academic Press New York, 1971, p. 145
S.J. Singer, G.L. Nicolson, Science, 175, 720, 1972

S. K. Malhotra, in Membranes and Ion Transport (E. E. Bittar, Ed.)
Wiley Interscience, London, 1970, pp. 1 - 22

G. B. Robinson, in Biological Membranes (D.S. Parson, Ed.),
Clarendon Press, Oxford, 1975, pp. 8 - 54

H.J. Schatzmann, in Current Topics in Membranes and Transport,
Vol. 6, Academic Press, 1975, pp. 125 - 168

W. Hasselbach, in Enzymes X, Academic Press, New York, 1974
pp. 431 - 467 .

E. Carafoli, Chem. Rundschau, 28 (48), 1, 1975

P. Mitchell, Nature, 191, 144, 1961

P. Mitchell, in Chemiosmotic Coupling and Oxidativ and Phospho-
synthetic Phosphorylation, Glynn Research Ltd., Bodmin, 1966
P. Mitchell, Chemiosmotic Coupling and Energy Transduction,
Glynn Research Ltd., Bodmin, 1968

G.D. Greville, in Current Topics of Bioenergetics, Vol. 3,



[83]
[84]
[85]
[861]
[87]
[88]
[89]
[90]
[91]
[92]
[93]
[94]

[95]

[96]

[97]
(98]

[99]

[100]
[101]

113

Academic Press, New York, 1969, pp. 1 - 77

H.A. Lardy, N.S. Graven, S. Estrada, Fed. Proc., 26, 1355, 1967
P. Liuger, Science, 178, 24, 1972

H. K. Wipf, W. Simon, Helv., 53, 1732, 1970

H. Brockmann, Chem. Ber., 88, 57, 1955

R. L. Hamill, C. E. Higgens, H. E. Boaz, M. Gorman, Tetrahedron
Letters, 1969, 4255

W. Keller - Schierlein, H. Gerlach, Fortschr. Chem. org. Natur-
stoffe, 26, 161, 1968

M. E. Haney, M. M. Hoehn, Antimicrobial Agents Chemotherapy,
1967, 349

R. L. Harned, P.H. Hidy, C.J. Corum, K, L. Jones, Proc. Indiana
Acad. Sci., 59, 38, 1950

J. Berger, A.I. Rachlin, W, E. Scott, L.H. Sternbach, M. W. Gold-
berg, J. Am. Chem. Soc., 73, 5295, 1951

A. Scarpa, G. Inesi, FEBS-Letters, 22, 273, 1972

B.C. Pressman, Fed. Proc., 32, 1968, 1973

S. M. Johnson, J. Herrin, S.J. Lin, I C. Paul, J. Am. Chem.
Soc., 92, 4428, 1970

M. O. Chaney, P.V. Demarco, N.D. Jones, J.L. Occolowitz, J.
Am. Chem. Soc., 96, 1932, 1974 ‘

M. O. Chaney, N.D. Jones, M. Debono, J. of Antibiotics, 29, 424,
1976

E.J. Harris, J.M. Wimhurst, Arch. Biochem. Biophys., 162,
426, 1974

D. Brookes, B.K. Tidd, W, B. Turner, J. Chem. Soc., 1963, 5385
A. Hyono, Th. Hendriks, F.J.M. Daemen, S.L. Bonting, Biochim.
Biophys. Acta, 389, 34, 1975

H. Celis, S. Estrada-O., M. Montal, J. Membr. Biol. 18, 187,
1974

D.R. Pfeiffer, P.W. Reed, H.A. Lardy, Biochem., 13, 4007, 1974
R.W. Roeske, S. Isaac, T.E. Kiing, L. K. Steinrauf, Biochem.
Biophys. Res. Commun., 57, 554, 1974



114

[102] W.E. Morf, D. Ammann, R. Bissig, W. Simon, in Multidentate
Macrocyclic Molecules (J.J. Christensen, R.M. Izatt, Eds.),
Wiley Interscience, New York, im Druck

[103] W. Simon, W.E. Morf, D. Ammann, in Calcium Binding Proteins
and Calcium Function (R.H. Wassermann et al., Eds.), North
Holland, New York, 1977, pp. 50 - 62

[104] E. Carafoli, M. Crompton, in Calcium in Biological Systems,
Cambridge University Press, Cambridge, 1976, pp. 89 - 115

(105] D. Ammann, R. Bissig, M. Giiggi, E. Pretsch, W, Simon, L J.
Borowitz, L. Weiss, Helv., 58, 1535, 1975

[106] E. Carafoli, K. Malmstom, E. Sigel, M. Crompton, Clinical En-
docrinology, 5, 49s, 1976

[107] E. Carafoli, in Mitochondria, Academic Press, New York, 1976,
pp. 47 - 60

[108] P. Gazzotti, in Topics in Bioelectrochemistry and Bioenegetics,
J. Wiley Interscience, London, im Druck

[109] G. Boheim, J. Membr. Biol., 19, 277, 1974

[110] S.B. Hladky, D.A. Haydon, Biochim. Biophys. Acta, 274, 294,
1972

[111] D.W. Urry, Biochim. Biophys. Acta, 265, 115, 1972

[112] D.A. Haydon, S.B. Hladky, Quart. Rev. Biophys., 5, 187, 1972

[113] D.Ammann, R. Bissig, Z. Cimmerman, U. Fiedler, M. Giiggi,
W.E. Morf, M. Oehme, H. Osswald, E. Pretsch, W. Simon, in
Ion and Enzyme Electrodes in Biology and Medicine (M. Kessler
et al., Eds.), Urban und Schwarzberg, Miinchen, 1976, pp. 22- 37

[114] D. Ammann, M. Giiggi,. E. Pretsch, W. Simon, Anal. Letters, 8,
709, 1975

[115] N.N.L. Kirsch,W. Simon, Helv., 59, 357, 1976

[116] N.N.L. Kirsch, Diss. ETH Nr. 5842, 1976

[117] W.E. Morf, P. Wuhrmann, W. Simon, Anal. Chem., 48, 1031,

1976

[118] S. Arvanitis, Diss. ETH Nr. 6261, 1978

[119] R. Biichi, E. Pretsch, Helv., 58, 1573, 1975



[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

[125]

[126]

[127]

[128]

[129]
[130]

(131]
[132]

[133]
[134]
[135]
[136]

[137]

115

W. Simon, W. E. Morf, E. Pretsch, P. Wuhrmann, in Calcium
Transport in Contraction and Secretion (E. Carafoli et al.,
Eds.), North Holland Publ. Comp., Oxford, 1975, pp. 15 - 23
G. Amblard, C. Gavach, Biochim. Biophys. Acta, 448, 284, 1976
S. M. Ciani, G. Eisenman, R. Laprade, G. Szabo, in Membranes,
A Series of Advances (G. Eisenman, Ed.), Vol. 2, Marcel Dek-
ker, Inc., New York, 1973, pp. 61 - 177

K. Diem, C. Lentner, Documenta Geigy, Wissenschaftliche Tabel-
len, 7. Aufl., J.R. Geigy, Basel, 1968

J. A. Berden, R. W, Barker, G.K. Radda, Biochim. Biophys. Acta
375, 186, 1975

P. Vuilleumier, P. Gazotti, E. Carafoli, W, Simon, Biochim. Bio-
phys. Acta, 467, 12, 1977

J. B. Chappell, K. N. Haarhoff, in Biochemistra of Mitochondria
(E. Slater et al., Eds.), Academic Press, New York, 1967, pp.

75 - 91

Handbook of Chemistry and Physics, 52nd ed., The Chemical
Rubber Comp., 1971 - 1972

R. Tykva, in Messung von radioaktiven und stabilen Isotopen

(H. Simon, Ed.), Springer Verlag, Berlin, 1974, pp. 199 - 224

J. Brunner, Diss, ETH Nr. 5987, 1978

D. Ammann, E. Pretsch, W. Simon, Tetrahedron Letters, 24,
2473, 1972

P. Caroni, Diplomarbeit ETH Ziirich, 1977

P. Caroni, P. Gazzotti, P. Vuilleumier, W. Simon, E. Carafoli,
Biochim. Biophys. Acta, 470, 437, 1977

R. Biichi, E. Pretsch, W. Simon, Helv., 59, 2327, 1976

P. Lduger, F. Conti, persdnliche Mitteilung

P. Liuger, B. Neumcke, in Ref, [122], pp. 1 - 60

G. Szabo, G. Eisenmann, R. Laprade, S. M. Ciani, S. Krasne,

in Ref. [122], pp. 179 - 328

P. Liuger, G. Stark, Biochim. Biophys. Acta, 211, 458, 1970



[138]

[139]

[140]
[141]
[142]

[143]
[144]
[145]

[146]
(1471
[148]
[149]
[150]
[151]
[152]

116

G. Eisenman, S.M. Ciani, G. Szabo, Fed. Proc., 27 (6), 1289,
1968

S.M. Ciani, G. Eisenman, G. Szabo, J. Membr. Biol., 1, 1,
1969

S. B. Hladky, Biochim. Biophys. Acta, 352, 71, 1974

S. Ciani, J. Membr. Biol., 30, 45, 1976

G. Eisenman, S. Krasne, S. Ciani, Ann. N. Y. Acad. Sci., 264,
34, 1975

S. Krasne, G. Eisenman, J. Membr. Biol., 30, 1, 1976

W. E. Mor{, in Vorbereitung

B. Parlin, H. Eyring, Ion Transport across Membranes (H.T.
Clarke, Ed: ) Academic Press, New York, 1954

D.E. Goldman, J. Gen. Physiol., 27, 37, 1943

E.L. Cussler, D.F. Evans, M. A. Matesich, Science, 172, 377, 1971
P. Liuger, Science, 178, 24, 1972

D.A. Haydon, Ann. N. Y. Acad. Sci., 264, 2, 1975

K. Neupert - Laves, M. Dobler, Helv., in Vorbereitung

P.S. Chen, T. Toriba, H. Warner, Anal. Chem., 28, 1756, 1956
M. J. Umen, A. Scarpa, J. Med. Chem., 21, 505, 1978



LEBENSLAUF

Am 25, August 1947 wurde ich in Sevelen (SG) geboren. Die Volks-
schule besuchte ich in Herisau. Nach 21l/9 Jahren Berufslehre als
Uhrmacher trat ich in das Gymnasium ein. Im Sommer 1970 be-
stand ich am Gymnasium Friedberg, Gossau, die Maturapriifung
Typus A, Im Herbst desselben Jahres immatrikulierte ich mich an
der Abteilung flir Naturwissenschaften der EidgenOssischen Tech-
nischen Hochschule in Ziirich. Im Friihjahr 1975 erwarb ich das
Diplom als Naturwissenschafter. Im Sommer desselben Jahres be-
gann ich die vorliegende Promotionsarbeit am Laboratorium fiir
Organische Chemie an der ETH unter der Leitung von Herrn

Prof. Dr. W. Simon. Seit 1972 bin ich mit Brigitte, geb. Ehrbar,
verheiratet, Wir sind gliickliche Eltern eines Kindes.

Zirich, im August 1978 Paul Vuilleumier



LEBENSLAUF

Am 25, August 1947 wurde ich in Sevelen (SG) geboren. Die Volks-
schule besuchte ich in Herisau. Nach 21l/9 Jahren Berufslehre als
Uhrmacher trat ich in das Gymnasium ein. Im Sommer 1970 be-
stand ich am Gymnasium Friedberg, Gossau, die Maturapriifung
Typus A. Im Herbst desselben Jahres immatrikulierte ich mich an
der Abteilung fiir Naturwissenschaften der Eidgen®ssischen Tech-
nischen Hochschule in Ziirich, Im Frihjahr 1975 erwarb ich das
Diplom als Naturwissenschafter. Im Sommer desselben Jahres be-
gann ich die vorliegende Promotionsarbeit am Laboratorium fiir
Organische Chemie an der ETH unter der Leitung von Herrn

Prof. Dr. W. Simon. Seit 1972 bin ich mit Brigitte, geb. Ehrbar,
verheiratet., Wir sind gliickliche Eltern eines Kindes.

Ziirich, im August 1978 Paul Vuilleumier



