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Die Rolle nichtkovalenter Wechselwirkungen bei 
der Stabilisierung yon Micrococcus lysodeikticus-IYIembranen 
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A. I. 0parin*, M. A. Lukoyanova und N. S. Gel'man 
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Moscow, USSI% 

(Eingegangen am 22. J u n i  1970) 

The Role el Noncovalent Interactions in the Stabilization el 
Microcoecus lysodeiktieus Membranes 

The role of ionic and hydrophobic interactions in the 
stabilization of Micrococcus lysodeikticus membranes has been 
studied. Ionic bonds retain 20- -25% of protein, including 
membrane ATPase and par t  of malate  dehydrogenase. 80O/o of 
membrane proteins are bound in the membrane by  hydrophobic 
interactions. Cytochromes are bound exclusively by  hydro- 
phobic interactions. 

Es wurde die l~olle ionischer und hydrophober  Wechsel- 
wirkungen bei der Stabilisierung yon Micrococcus lysodeikticus- 
Membranen untersucht.  20--25O/o des Proteins, einschlief31ich 
Membran~ATPase und eines Teils der Malatdehydrogenase, ist 
ionisch gebunden. 80o/o der Membranproteine sind in der Mere- 
bran dutch hydrophobe Wechselwirkungen gebunden. Cyto- 
chrome sind ausschlief~lich dutch hydrophobe Wechselwirkun- 
gen gebunden. 

Urn den  molekularen  Aufbau  yon )/[embraner~ in seiner Gesamthe i t  
zu versSehen, ist  es wichtig,  e iaen besseren Einb l ick  in die Wechsel-  
wirkungen,  (lurch (lie Lipide  un(i Pro te ine  im Inne rn  ( i e r ) / [ e m b r a n  
gebun(ien sin(l, zu gewinnen. 

Hy( i rophobe  Wechselwirkungerl  s tel len 4e~ vorherrsehen(ier~ T y p  
(ier P r o t e i n - - L i p i d - B i n d u n g  (jar. Hy( i rophobe  Wechse lwi rkungen  cter 
~V[embranen k6nnen mi t  I-Iilfe oberfl/~chenaktiver Substanzer~ un4  
chaot roper  Agent ien  1-a un te rsuch t  wer(ien. Beson(ieres A u g e n m e r k  
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wurde in diesen Untersuchungen auf hydrophobe Protein--Protein- 
Wechselwirkungen gerichtet. Fleischer e t a ] .  zeigten 4, daI~ man die 
S~ruktur innerer Mitechondrienmembranen naeh Entfernung yon 95% 
der Lipide unversehrt aufreehterhalten kann. _Ahnliche Daten wurden 
bei Verwendung yon lYIerabranen des ~yc .  ]aidlawii lind des 1Y[. lyso- 
deiktieus erhal~en 5, 6. Proteia--Protein-Wechseludrkungen wurden wei- 
ters mit ttilfe der optisehen Rotationsdispersion und des Zirkular- 
dichroismus untersuch~c. 

Spezielle Experimente wurden durchgefiihrt~ nm den Effekt yon 
Elektrolyten auf die Membran zu erforschen und daraus die Rolle der 
ionischen Weehselwirkungen abzusehiitzen. Obwohl die Membranen 
dureh die Behan.dlu~g mit SalzlSsungen nieht vollst/~ndig zerstSrt wet- 
den, kSnnen auf diese Weise einige Proteine abgespalten werden. So 
kSnnen zum Beispiel einige bakterielle Cy~oehrome des Typs e durch 
Extraktion mi~ Puffern oder sehwaehen Salzen in LSsung gebraeht 
werden, nieht hingegen Cytochrome tier Gruppen a oder b v. Keines der 
Cytochrome des Bac. megatherium kann mi~c 10proz. NaC1 extrahiert 
werden s. 

Divalente Katio~en bilden Salzbriieken, die Bakterienmembranen 
stabilisieren% In einigen Bakterien is~ 5Iembran-ATPase dnreh Salz- 
briieken an die ~embran  gebunden 1~ Im allgemeinen sehein~ die 
~enge der Proteine, die durch Salzbriicken in der 5Iembran gebunden 
sind, geri~g zu sein, 

Diese Daten legen den Schlui~ nahe~ "da~ biologische ~[embr~nen 
durch nichtkovalente Wechselwirku~gen jedes Typs st~bilisiert werden 
kSune~, wobei hydrophobe Wechselwirktmgen vorherrsehen. Jedoch 
wurde die ganze Skala dieser Wechselwirku~)gen nich~ an einer Membran 
untersueht. Daher war das Ziel unserer Untersuchung die Erforsehnng 
verschiedener nichtkovalen~er Wechselwirkungen, die zur Stabilisierung 
der ~ .  lysodeikticus-~embran beitragen. 

S. Fleischer, B.  Fleischer und W.Stoee#emus, J. Cell Biol. 32, 193 (1967). 
E.  Grula, T. Butler, R .  K i n g  und G. Smith,  C~n~d. J. Microbiol. 13, 

1499 (1967). 
6 H.  Morowitz u•d T. Terry, Biochim. Biophys. Acts 1830 276 (1969). 
7 R.  Bartsh, Ann. Rev. Microbiol. 22, 181 (1968). 
s p .  Broberg und L. Smith,  Biochim. Biophys. Act~ 131,479 (1967). 
9 S. Rottem, O. Stein und S. Razin,  Biochim. Biophys. Ae~  125, 46 

(1968). 
io E.  ~Ylunoz, ~J[. Nachbar, M .  Schor uad ~V/. Salton, Biochem. Biophys. 

Res. Communs. 30, 539 (1968). 
11 E.  Munoz,  M .  Salton, M .  Ng  und M.  Schor, Europ. J. Biochem. 7, 

490 (1969). 
12 A .  Abrams, J. Biol. Chem. 240, 3675 (1965). 



830 A. I .  Oparin u, a. : [Mh. Chem., Bd. 102 

Die niehtkovalenten Wechselwirkungen wurden untersucht, indem die 
Membran auf verschiedene Weise behandelt wurde. Als Agentien, die 
ionisehe und Salzwechselwirkungen angreifen, wurden KC1, H20, E D T A  und 
Alkali verwendet. Durch Behandlung mit  Wasser wurden Kationen ausge- 
waschen, was zu einer Lockerung der Salzbriicken und zu einer Schwachung 
der ionisehen Wechselwirkungen ffihrte. Die Behandlung mit E D T A  ver- 
ursachte einen Chelateffekt und vergrSl~erte die ZerstSrung, die durch die 
Behandlung mit  Wasser hervorgerufen worden war. I-Iarnstoff wurde als 
Agens verwendet, das Wasserstoffbrficken aufbricht, obwohl es als gesichert 
gilt, dal~ die freie Energie der Wasserstoffbrficken im w/~l~rigen Medium auf 
den ffinfzigsten Tei] ibres Wertes absinkt. 

Zur Erforsehung hydrophober Wechselwirkungen wurden folgende ober- 
fl~chenaktive Substanzen herangezogen: Na-Cholat und lX!a-I)esoxycholat, 
niehtionogenes Tween-80 und Triton X-100 (1%) und anionisches l~a- 
Dodeeylsutphat (0.4%). 

Der Grad der Membranfragmentierung wurde an Hand der Entfernung 
markanter Proteine, n/~mlich der an Membran gebundenen ATPase und der 
Cytochrome a601, b556 ~- b560, e550, abgeseh~tzt. Die Behandlung der Mere- 
bran ]iefert augenseheinlich Fragmente, die dutch eines der Proteine gekenn- 
zeiehnet sind. 

24-Stunden-Ku]turen des Micrococcus lysodeikticus, Stature Fleming, 
wurden bei 37 ~ in Erlenmeyerko]ben unter Schfitteln in einem Medium, das 
~indfleisehextraktbrfihe enthielt, gezfichtet. Die Bakterien wurden durch 
Zentrifugieren geerntet, zweimal gewaschen und bei - - 4  ~ gelagert. Die 
Bakterien wurden zerstSrt, und die Membranfraktion wurde in O.04M-Tris-- 
HC1-Puffer, pH 7.4, der 10 -3 Mol/l MgSO4 enthielt, hergestellt. Die genaue 
Vorgangsweise wurde bereits friiher beschrieben 1~. 

I~lach Kontakt  mit  dem Agens wurden die Membranen bei 22 0 0 0 . g  
zentrifugiert, die resultierenden Fraktionen wurden auf ihren Gesamt- 
proteingehalt und die markanten Komponenten der Membranen analysiert. 
In  den Experimenten mit Detergentien, die zu einer merklichen ZerstSrung 
der Membranen ffihrten, wurde die flberstehende Fraktion, die wit dutch 
Zentrifugieren mit 22 000 �9 g erhielten, welter fraktioniert, um die Menge der 
kleinen Teilchen (die bei 144 0 0 0 . g .  60 Min. ausfielen) und des gelSsten 
Materials (das nicht bei 144 000 �9 g ausfiel) z u bestimmen. Dieser Vorgang 
wurde im Detail an anderer Stelle beschrieben 13, 1~ 

Die Sauerstoffaufnahme wurde polarographisch best immt;  die Cyto- 
chrome wurden mit  einem DSP-2 Differenzspektrophotometer gemessen; 
ATPase wurde mit  Hilfe des P~-Inkrements bestimmt 15. Die an die Micro- 
coccusmembran gebundene, Mg++-aktivierende ATPase wurde an anderer 
Stelle beschrieben1% l~rotein wurde naeh Lowry e t a | .  1~ bestimmt. ])as 
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saar und N. Gel'man, Biokhimiya 35, 1123 (1970). 
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15 M. Kondrasshova, M. Lesogorova und C. Shnoll, Trudi Wsesojuzn. 
Biochem. Sjezda 3, 221 (1964). 

16 I. Simakova, M. Lukoyanova, V. Birjuzova und N. Gel'man, Bio- 
khimiya 33, 1047 (1968). 

17 O. Lowry, N.  Rosebrough, A. Farr und R. Randall, J.  Biol. Chem. 193, 
265 (1951), 



tI .  3/1971] Stabilisierung yon Mieroeoeeus lysodeiktieus-Membranen 831 

Lutein in den Membransuspensionen wurde mit einem SDP-2 Spektrophoto- 
meter gemessen, wobei wir die opCisehen Diehten der Peaks bei 480 oder bei 
455 nm heranzogen. 

Phospholipide wurden durch den Pi-Gehalt in den Lipidextrakten der 
Membranfraktionen bereehnet. Die Lipide wurdea mit einem Chloroform-- 
Methanol-Gemiseh (2: 1) extrahiert; P~ wurde naeh der in is besehriebenen 
Methode gemessen. 

I n  Tab. 1 sind Da ten  fiber die Beitr//ge ionischer un(1 Wasserstoff- 
b r i iekenbindungen bei der Stabil isierung der Membranen  angeffihrt. 
Alle Zahlenwerte  beziehen sieh auf Membranpl/~tzehen yon 22 000 g, die 
wir als Folge c[er obigen Behandlung  erhielten. Wie ma n  aus Tab. 1 
ersehen kann ,  s ind die M:embranen resistent gegenfiber der Behandlung  
mi~ SalzlSsungen; CM-KC1 mit  p H  7.4 k a n n  als Membranstabi l i sa tor  
empfohlen werden, denn  das Prote in  t r i t t  n icht  in  der i iberstehenden 
Fliissigkeit auf. 15--20~0 des Membranprote ins  t r i t t  naeh der Behand-  
lung mit  Wasser oder E D T A  aus der Membran  aus; 4er Gehalt  an  Cyto- 
ehromen in den Membranen  bleibt  jedoeh unver~nder t .  ATPase ist an  
Kat ionenbr t ieken  gebunden,  da 30 40~o dieses Enzyms  nach einer 
einzigen Behandlung  mit  Wasser oder E D T A  aus der Membran  extra- 
hiert  werc[en k6nnen.  

Tabelle 1. Die  R o l l e  p o l a r e r  W e e h s e l w i r k u n g e n  in  b e z u g  au f  d ie  
M e m b r a n s t  a b i l i s i e r u n g  

Cytoehrome 
Protein, (a~-b556-~b560-~ ATPase in ~g- 

Agens ~o des e550)Mole Atomen yon 
und Einwirkungs- Kontroll- 10 -3 in P~ in der 

dauer plgtzehens der Fraktim~ Fraktion 

(22 000 g) Test Kontrolle Test ]~2ontrolle 

I-I20, 15 Min., 0 ~ 77 - -  - -  38 25.4 
H20, 15 Stdn., 0 ~ 77 104 103 - -  - -  
E D T A ,  0.1 Mol/1, 15 Min., 0 ~ 73 - -  - -  38 22.6 
E D T A ,  0.1 Mol/l, 60 Min., O ~ 73 99 96 - -  - -  
Urea, 2 Mol/1, 60 Min., O ~ 77 145 141 57 25.4 
KCI, 4 Mol/1, 30 Min., 25 ~ lOO 104 104 - -  - -  
pI-I 9, 30 Min., 25 ~ 83 153 137 - -  - -  
pH 10, 30 Min., 25 ~ 67 153 135 - -  - -  

Die Behandlung  der Membran  mit  Alkali yon pH 9 und  10 bewirkt,  
dal3 17 bzw. 33% des Proteins in L6sung gehen, und  dal3 n u t  5--7~o der 
Cytoehrome extrahier t  werden. Erh6ht  man  den pH-Wer t  welter auf 
11--12, so gehen 50~o des Membranprote ins  n n d  gleiehzeitig 25% der 
Membraneytoehrome in  L6sung. 

is E. Gerlach und B. Deutic]ce, Biochem. Z. 337, 477 (1963). 
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Tub. 1 zeigt, dal~ mit 2 Mol/1 Harnstoff ungef/ihr 20% des Proteins 
extrahiert werden kSnnen. In diesem Betrag ist keines der Cytoehrome 
enthalten; hingegen k6nnen ungefghr 50% der ATPase gleiehzeitig in 
L6sung gebraeht werden. 

Bei der Behandlung mit KC1 und Wasser wird kein Lutein extrahiert. 
Die Behandlung mit E D T A  fiihrt zur Extraktion yon 15 o/o des urspriing- 
lichen Lnteins und 23% der Phospholipide. I)ieser Effekt der Be- 
handlung mit E D T A  seheint auf tier Tatsaehe zu beruhen, dal~ einige 
Lipoproteine yon der ~{embran abgespalten werden. 

Fagt man die Daten aus Tab. 1 zusammen, gelangt man zn der 
Sehlugfolgerung, dal~ ionisehe Weehselwirkungen, Salzbriieken und 
Wasserstoffbriiekenbindungen nieht an der Fixierung der Cygoehrome 
an die Mieroeoeeus-Membran beteiligt sind; das ATPase-Ensemble 
umfal3t im Gegenteil divalente Kationen. Malatdehydrogenase verhglt 
sieh //hnlieh wie ATPase. 30~o dieses Enzyms, das im Lipoprotein- 
komplex enthalten ist, kann unter dem Eirfflul3 yon E D T A  in L6snng 
gebraeht werden 19. 

Die l~olle hydrophober Weehsehvirkungen in der Membran bestimm- 
ten wit, indem wit die Membranen einer Behandlung mit I)etergentien 
unterzogen. Tub. 2 gibt die Daten an, die sieh auf die Verteilung von 
Protein, Phospholipiden und Lutein auf die einzelnen Fraktionen be- 
ziehen. Die Detergentien k6nnen in einer Reihe geordnet werden, die 
einen zunehmenden Effekt der Detergentien auf das Aufbreehen der 
Membranstruktur zeigt (Tab. 2). Tween-80 erwies sieh als das mildeste 
Agens, welches yon der lV[embran ungef//hr 30% des Proteins entfernte, 
in einer Form, die nur geri~ge Mengen an Phospholipiden und Lutein 
enthielt. Wiederholtes Behandeln mit Tween bewirkte keinen erh6hten 
Effekt. Cholat braehte un.gef~ihr 50% des Membranproteins, aber nur 
12% der Phospholipide und 18% des Luteins in L6sung. ])as in L6sung 
gebraehte Protein enthielt eine verringerte Menge an Lipiden. Bei der 
Behandlung mit Tween oder Cholat zeigte das Lipidmaterial eine h6here 
Widerstandsf/ihigkeit gegen 16senden Angriff als das Protein.. Das 
seheint ein paradoxes Ph/~nomen zu sein : Lipide, die ohne weiteres dutch 
Detergentien in L6sung gebraeht werden, sind st/irker an die Membran 
gebunden als einige Proteine ! Man kann annehmen, dal? sieh die hydro- 
phoben Weehselwirkungen yon Protein und Lipiden in der Membran in 
ihrer St/~rke unterseheidem 

Im VergMeh zu Tween und Cholat wirkten Triton X-100 nnd 
Desoxyeholat heftiger auf die Membran ein und braehten ungef/ihr 80% 
des Proteins, 90% tier Phospholipide und 100% des Luteins in L6sung. 

19 I. Zhukova, D. Ostrovskii, N. Gel'man und A. Oparin, Biokhimija 31, 
1209 (1966). 
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Nach diesen beiden Behandlungsweisen blieben in den Teilchen nur 16 bis 
18~o des an Lipiden verarmten Proteins zuriick, dessen hydrophobe 
Protein~Protein-Wechselwirkungen intakt blieben, wenn man sie mit 
den obigen Detergentien nach der besehriebenen Vorgangsweise behan- 
delte. Diese Daten wurden in jfingster Zeit Ms Yolge der Behandlung 
yon M. lysodeiktieus-Membranen mit 1 ~ Na-Desoxycholat erha]ten 20, 21. 

Na-Dodeeylsu]fat bewirkte eine vollst/indige AuflSsung der }Iem- 
branen. 

Die arts den Detergentien-Experimenten stammenden Daten fiihren 
zu einem besseren Verstgndnis des Ensembles der Cytoehromproteine, 
die dutch hydrophobe Weehselwirkungen gebunden sind. Einen in- 
direkten Hinweis auf die St~,rke dieser hydrophoben Wechselwirknngen 
liefert die Tatsaehe, dal3 Cy[ochrom.e mit Tween-80 night extrahiert 
werden k6nnen, obwohl man damit bis zu 30~o des Proteins in L6snng 
bringen kann. Na-Cholat bringt ungef/ihr 15% der nrspriinglieh vor- 
handenen Cytoehrome in L6sung; bei einigen Experimenten wurde dutch 
Behandlnng mit Cholat bevorzugt Cyr bas6 extrahiert (Tab. 3). 

Na-Desoxyeholat und Triton X-100 iiben einen/~hnliehen Effekt auf 
die Cytoehrome aus. AnSer Phospholipiden nnd Lntein extrahieren beide 
Agentien 50 bis 80~o der Cytochrome, die sieh in der iiberstehenden 
Fliissigkeit (144~ 000 g) befinden. DiG an Lipid verarmten Teilehen behal- 
ten nnr 20--50% der Cytoehrome zuriiek. Erwghnenswert ist, dab beide 
Fraktionen naeh Behandlung mit Desoxyeholat und Triton eine 4- his 
6fache Konzentration an Cytoehromen pro mg Protein aufweisen (fiir 
Cytochrom a601 bis zu 1.2; fiir die Cytoehrome b556 ~- b560 bis zu 3.4; ftir 
Cytoehrom Csa0 bis zu 3.2 ~3/[ol �9 10-~/mg Protein). 

Daher spiegelt tier Grad der AnflSsung der Cytochrome direkt den 
Grad der Unversehrtheit des lV[embranstromas wider; mit anderen 
Worten, je stgrker das Detergens die 3s als ganze zerstSrt, desto 
grSger ist die 3/[enge der in LSsung gehenden Cytoehrome. 

FaSt man die angefiihrten Daten zusammen, kann man den SGhlul3 
ziehen, dal~ bei der Stabilisierung der 3/[. lysodeiktiens-Membranen nicht- 
kovalente Weehselwirkungen jedes Typs auftreten, wobei der Anteil 
jedes Typs versehieden ist. Die gr6gte Bedeutung haben hydrophobe 
Krg~fte, da die Membranen nur dnreh die Behandhmg mit Detergentien 
vollstg~ndig aufgel6st werden kSnnen. Unsere Ergebnisse werden dureh 
Literaturdaten best/~tigt 22, ~3. Welters bewirkt die Behandlung der Nem- 

~o M .  Salton und M .  Schmitt, Biochem. Biophys. tZes. Communs. 27, 529 
(1967). 

21 M .  Salton, J .  trreer und D. Ellar, Biochem. Biophys. Res. Communs. 
33, 909 (1968). 

29 M .  Salton urtd A .  Netschey, Biochim. Biophys. Acta 107, 539 (1965). 
23 T. Butler, G. Smi th  und E. Grula, Canad. J. Microbiol. 13, 1471 (1967). 
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bran mit Wasser, E D T A ,  2M-Harnstoff und Alkali eine nur unbetrgcht- 
liche Zerst6rung; es werden nieht mehr als 20--25% des Proteins, das 
durch po]are Bindungen innerhalb der 5{embran fixiert zu sein seheint, 
in LSsung gebraeht. Die ~.  ]ysodeiktieus-Membran kann nicht einmal 
dutch 8M-Harnstoff in L6sung gebraeht werde~l 2a. 

Die Proteine, die bei StSrung der elektrostatischen Krgfte, besonders 
bei Besehgdigung der SMzbrficken, yon der Membran abgespMten wer- 
den, umfassen Malatdehydrogenase, ATPase, auBerdem einige Proteine 
aulterhalb der Atmungskette und eine kleine Menge yon Phospholipiden. 
MMatdehydrogenase kommt in Membranfragmenten v o r u n d  kann 
nicht getrennt davon in LSsung gebraeht werden ~4. 

Untersuehungen bydrophober Weehselwirknngen wiesen die Existenz 
soleher Teile der Membran naeh, yon denen Lipide fast vollst/indig ent- 
fernt werden kSnnen und in denen Proteine dutch hydrophobe Protein-- 
Protein-Wechselwirkungen zuriiekbehalten werden. Hierher gehSren 
Partikel, die man bei Behandlung mit Desoxycholat und Triton erhglt 
and die die Cy~ochrome a601, e550 and b560 enthalten. 

Anl~erdem ]iefert die Behandiung der Membranen mit Tween oder 
Cholat eine Fraktion (ungefghr 50~o des Membranproteins), die um das 
1.5--2fache an Lipiden angereichert ist, was auf der Entfernung der 
Proteine yon der Membran beruht. Es ist sehr wahrscheinlieh, dal~ die 
Membran Proteine mit mehr oder weniger starken Lipid Protein- 
Wechselwirkungen enth/*lt, wie es die Protein- und Lipidverteilung nach 
Behandlung mit Tween, das eine Extraktion yon 30~o yon praktiseh 
lipidfreien Proteinen gestattet, nahelegt. 

Die bier angefiihrten Ergebnisse reiehen aus zwei Griinden nieht aus, 
um den Aufbau der IV[. lysodeikticus-Membran auf der Basis des gegen- 
wgrtigen Model]s aufzuklgren. Erstens haben wir nicht den Aufbau aller 
Teile der Membran untersucht, sondern beschrgnkten uns auf die Unter- 
snchung jenes Membrananteils, der die Atmnngskette trggt. Zweitens 
zeigt dieser Tell der Membran eine betrgchtliche Uneinheitlichkeit in 
seiner Struktur, was sich in der Tatsache ausdriiekt, dal~ dieselben 
Enzymproteine dureh verschiedene Bindungen an die Membran gebunden 
sein k6nnen. 

2~ I. Zhulcova, Kandidaten-Dissertat., Moskau 1969. 


