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The mureinlayerthickness of Spirillum serpens was estimated by means of small-angle X-ray
scattering methods using solid preparates of broken cell walls. The interpretation of the scattering
curves was possible by application of G. Porod’s scattering theory of packings of lamellae.

Einleitung

Uber die raiumliche Struktur von Mureinschichten
in Bakterienzellwdnden gibt es eine Reihe von Ver-
offentlichungen, bei denen Untersuchungen vorzugs-
weise mit Rontgenbeugungsmethoden durchge-
fiihrt worden sind. Allen diesen Arbeiten gemeinsam
sind die meist recht diirftigen Resultate aus den
Rontgenaufnahmen und somit ein betrachtlicher In-
formationsmangel, der nur zum Teil durch Heran-
ziehen von Ergebnissen anderer Untersuchungsme-
thoden wettgemacht werden kann. Zu diesen Resul-
taten kann man die meist bekannte chemische
Struktur zdhlen, Ergebnisse von elektronenmikro-
skopischen Untersuchungen und Infrarotmessungen.
DaB damit vorgeschlagene Strukturmodelle recht
unterschiedlich ausfallen und teilweise echte Wider-
spriche zu einzelnen Befunden aufweisen, kann
wenig verwundern, ist ja bereits die Deutung der
wenigen Rontgenreflexe ein recht unsicheres Unter-
fangen.

Inzwischen sind im Rahmen von Rontgenbeu-
gungsarbeiten verschiedene Strukturparameter teil-
weise unter Beniitzung moderner Methoden der
Messung zuginglich gemacht worden, wobei nun die
Resultate jeweils in kurzen Publikationen dargelegt
und ihre Einfliisse auf vorgeschlagene Strukturmo-
delle diskutiert werden sollen. Die bereits zur Rou-
tine gewordene Priparation des Mureins aus den
Bakterienzellwinden wurde inzwischen so hiaufig
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publiziert, daB hier die einzelnen Pridparations-
schritte nicht mehr angegeben werden, sie sind
sicher hinlanglich bekannt [1]. Dasselbe gilt fiir die
Aufnahmetechniken der Intensititen von Rontgen-
beugungskurven sowohl fiir den Weitwinkel- als
auch den Rontgenkleinwinkelbereich [2].

Priiparate und Messungen

Die Arbeit beschiftigt sich mit der Ermittlung der
Schichtdicke von Mureinsacculistiicken gramnega-
tiver Bakterien, im speziellen mit den Schichtdicken
des Mureins von Spirillum serpens. Fiir die Unter-
suchung werden Priparate in festem Zustand be-
niitzt, die aus wiaBriger Suspension durch langsames
Sedimentierenlassen und anschlieBendes ausgiebiges
Trocknen im Exsiccator hergestellt wurden. Es ent-
stehen dabei ebene Platten mit einer Schichtdicke
von etwa 0,5 mm, aus welchen fiir die Rt}ntgenauf-
nahmen Stiicke passender Form herausgeschnitten
werden, hier also Stiicke von etwa 15 mm Lénge und
1 mm Breite. Dabei handelt es sich schon von der
Priparationsart her um hochorientierte Prédparate,
die bei den Rontgenaufnahmen von der Kante her,
also senkrecht auf die Flache mit den Abmessungen
0,5mm x 15 mm bestrahlt werden. Die Beobach-
tung der abgebeugten Strahlung erfolgt senkrecht
dazu in Richtung der Flichennormale auf die Flache
mit den MaBen 1 mm x 15 mm. Die notwendige
Priparatlange von 15 mm ist aus der Beniitzung des
langen Focus der Rontgenrohre zu erkléren, die ver-
wendete Rontgenkleinwinkelkamera liefert dabei
auch fiir nichtorientierte Praparate unmittelbar eine
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Abb. 1. Es sind zehn unverschmiert Eemessene Réntgenkleinwinkelstreukurven von festen Priparaten des Mureins von Spirillum serpens wiedergegeben. Als
Abszisse dient nicht der Beugungswinkel, sondern der aus der Bragg’schen Formel berechnete zugehorige Abstand d =\/sin 9. Ordinate ist die gemessene, durch

das Priparat gestreute Intensitit in relativen Einheiten.
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Rontgenkleinwinkelkurve ohne Spaltlangenverschmie-
rung [2].

Die Abmessungen der Praparatbestandteile, also
der Sacculibruchstiicke, sind in zwei Dimensionen
als groB anzusehen gegeniiber der Dicke einer Sac-
culischicht, man wird bei der Flichenausdehnung
der Sacculibruchstiicke zumindest mit dem Hun-
dertfachen der Sacculischichtdicke rechnen miissen.

In der Abb. 1 sind die gemessenen Rontgenklein-
winkelstreukurven von zehn Praparaten wiedergege-
ben — deren Streukurven an sich punktweise mit
dem Proportionalziahlrohr und unter Verwendung
monochromatischer Strahlung (CuK,) gemessen
wurden —, jedoch ohne die zahlreichen Messpunkte
gesondert zu zeichnen.

Bei den dargestellten Kurven handelt es sich um
wahllos herausgegriffene Beispiele mit teilweise un-
terschiedlicher Praparation. So wurden die Murein-
sacculi fiir die Praparate der Streukurven Nr. 3, 6, 7
und 8 zusdtzlich gemickelt, wahrend das Prédparat
von Kurve Nr. 10 in bereits getrocknetem Zustand
versuchsweise einer speziellen Behandlung unterzo-
gen wurde. Es wurde namlich in Glycerin neuerlich
gequollen, dann fiir langere Zeit in Wasser gegeben
und schlieBlich wieder getrocknet. Es sollte damit
der Versuch gemacht werden, den Ordnungsgrad
des Priaparates zu verbessern, also ein hoheres Kur-
venmaximum zu erzielen. Das ist zwar, wie an der
Streukurve zu sehen, tatsichlich gelungen, gleich-
zeitig wurden aber durch diese Behandlung auch
andere Parameter veriandert, so daB3 in dieser Rich-
tung nichts mehr versucht wurde.

Alle Streukurven wurden von einem Beugungs-
winkel entsprechend einem Bragg’schen Abstand
von 20 nm an gemessen bis zu Winkelwerten, bei
denen nur mehr Untergrundstreuung registriert wer-
den konnte. Den Streukurven der Mureinpraparate
gemeinsam ist der verhdltnismaBig steile Abfall im
Streukurveninnenteil und ein mehr oder weniger
deutliches Kurvenmaximum in einem Beugungswin-
kelbereich entsprechend dem Bragg’schen Abstand
von etwa 5 nm.

Auswertung

Waihrend sich die Auswertung derartiger Streu-
kurven gewohnlich darauf beschriankt, den Winkel-
wert des Kurvenmaximums direkt oder nach Elimi-
nierung von Lorentzfaktoren anzugeben und daraus
einen oberen Wert der Identititsperiode in Richtung
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der Gitterlinie des Schichtenstapels zu folgern, sollte
hier versucht werden, jeweils den gesamten be-
kannten Verlauf einer Streukurve theoretisch zu be-
rechnen und in der sonst iiblichen Weise, nimlich
durch Kurvenvergleich, Parameter des Priparates so
genau als moglich zu erhalten. In diesem Fall also
die Schichtdicke des Murein. Tatsachlich konnten in
der seinerzeit fiir die Deutung der Streukurven von
Zellulosepraparaten herangezogenen Theorie der
Rontgenkleinwinkelstreuung von Lamellenpaketen
nach G. Porod die geeigneten Ausdriicke fiir die
Berechnung der Streukurven gefunden werden [3].
Formeln, die von der Ableitung her genau auf die
vorliegenden Verhiltnisse zutreffen. Der hier be-
niitzte Ausdruck stellt — in der Bezeichnungsweise
der Originalarbeit — die vollstindige Streufunktion &
dar mit Beriicksichtigung des Langenfaktors, also
ohne den EinfluB einer in der Originalarbeit daran
anschlieBend noch betrachteten Gitterlinienverdre-
hung.

Der Theorie liegt das Modell eines Schichten-
stapels zugrunde, wobei die einzelnen Schichten
durch Zwischenraume voneinander getrennt sind.
Schicht und Zwischenraum bilden zusammen einen
Identitatsabstand in Richtung der Gitterlinie, also in
Stapelrichtung, wobei die GroBe der Identititsperi-
ode Schwankungen von der Form einer Gauf’schen
Glockenkurvenverteilung unterliegt. Die Streuung
dieser Werte um die mittlere Identitatsperiode wird
durch den Parameter 6 angegeben.

sinz(_“)o) ,
2 2 1 _[s D .
p (ot Lo,)-e 02 2.

Dabei sind @, und &, wiederum Funktionen des
Beugungswinkels und des Parameters d, bzw. von n
und :

.
it Ao B P,
' 1—2kcosp+k?
2k
b, “[(—cos p+ 2 k — k? cos p)

=(1—2kcosp.+k2)2
‘(1—k"cosnp)—k" (1—k?) -sinp-sinnp].

Die weiteren Bezeichnungen haben folgende Be-
deutung: n ist die Anzahl der Schichten in einem
Paket, d, bedeutet die mittlere Identitatsperiode, D,
die mittlere Dicke einer einzelnen Schicht, also je
nach GroBe entweder den Zwischenraum oder die
tatsichliche Materialschicht. D,=r-d,, wobei
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Abb. 2. Beispiel eines nach G. Porod gerechneten Satzes
von theoretischen Streukurven in doppeltlogarithmischer
Auftragung. Parameterwerte: n=10; 6=0,5; Jr=0,6;
r=20,1;0,3; 0,5.

0<r=05. Als BezugsgroBBe dient d,, die Winkel-
variable ist p=s5-d,, s=(2n/1)-sin3. § ist der
ganze Beugungswinkel, 41 die verwendete Wellen-
lange.

Die zahlreichen mit variierten Parametern n, ¢
und r mit Hilfe eines kleinen Computers gerechneten
Streukurven wurden in tiblicher Weise doppeltloga-
rithmisch aufgetragen, wofiir die Abb. 2 ein Beispiel
zeigt. Fiir die Auswertung so gezeichneter Kurven
ist nur die Kurvenform maBgebend, es konnte somit
in der Berechnung von @ der nicht winkelabhéngige
Faktor 2/L weggelassen werden. Aus demselben
Grund sind die Ordinaten der experimentellen
Streukurven in den Abbildungen 1, 3, 4 und 5, also
die gemessenen Intensititen J dieser Kurven, nicht
im absoluten Mal} angegeben, sondern nur in rela-
tiven Einheiten.

Grundsitzlich 148t sich jede von diesen Streukur-
ven in drei Abschnitte unterteilen: Einmal den mehr
oder weniger steil verlaufenden Kurveninnenteil,
dessen Steilheit nur von dem Parameter n abhédngig
ist. Dann den Bereich des Kurvenmaximums, dessen
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Form von dem verwendeten J abhingt. Kleiner &
Wert bedeutet ein ausgepragtes Maximum, mit zu-
nehmendem ¢ wird das Maximum immer flacher.
SchlieBlich noch der Verlauf des KurvenauBenteiles,
der praktisch nur von der GroB3e des Parameters r
bestimmt wird. Lediglich die Beriicksichtigung einer
Schwankung der Schichtdicke D selbst, in den theo-
retischen Kurven wird der zugehorige Parameter
dann mit Jdr bezeichnet, fithrt noch zu einer geringen
Zunahme des Intensititsabfalles im KurvenauBenteil
und zu weiterer Abflachung des Maximums. Die
Giite der Ubereinstimmung zwischen theoretischen
und experimentellen Streukurven wird fiir doppelt-
logarithmische Auftragung in den Abbn. 3, 4 und 5
fiir drei Streukurven unterschiedlicher Form gezeigt.
Man sieht, daB mit Ausnahme der letzten, schon zu
sehr geringen Intensitdten gehorigen MeBpunkte, der
gesamte bekannte Kurvenverlauf durch die Theorie
wiedergegeben werden kann. Es muB dazu auch
gesagt werden, daB die theoretischen Kurven natiir-
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Abb. 3. Kurvenvergleich zwischen der gemessenen Streu-
kurve Nr. 2 und einer theoretischen Kurve mit den Para-
meterwerten n=10; 6=0,4; ér=0,3; r=0,5. Die hier
verwendete Abszisse m bedeutet den Abstand von dem
Kurvennullpunkt — der Primérstrahlmitte — in der Re-
gistrierebene, bei fotografischer Aufnahme in der Film-
ebene. In der Ordinate ist J die gemessene, von dem
Priparat gestreute Intensitét in relativen Einheiten.
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Abb. 4. Wie Abb. 3. Vergleich zwischen Streukurve Nr. 1
und einer theoretischen Kurve mit den Parameterwerten
n=10;0=0,4; 0 =0,5,r=0,5.
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Abb. 5. Wie Abb. 3. Vergleich zwischen Streukurve Nr. 3
und einer theoretischen Kurve mit den Parameterwerten
n=10;6=0,5,0p =0,6;r=0,5.

499

lich nur fir schrittweise Anderung der Parameter n,
¢ und r gerechnet worden sind. Und zwar » in Ab-
stinden von 10, é und r in Schritten von 0,1. Die 0p-
Werte sind wegen des geringeren Einflusses auf die
Kurvenform meist nur mit den Werten 0,0 und 0,6
beriicksichtigt. Die Abweichung der weiter auBen
liegenden MeBpunkte von dem Verlauf der theore-
tischen Kurven erklart sich aus der Tatsache, da3
die experimentellen Streukurven ohne jede Verdnde-
rung, also auch ohne Abzug einer eventuellen Unter-
grundstreuung, fiir den Kurvenvergleich beniitzt
wurden. Diese meist geringe Untergrundstreuung
bewirkt dann gegeniiber den schon sehr kleinen Or-
dinatenwerten des Kurvenauslaufes eine Abwei-
chung nach oben. Ubrigens zeigen die Streukurven
der gemickelten Praparate diese Abweichung nicht,
sie besitzen eine vergleichsweise geringe Unter-
grundstreuung, was offenbar bedeutet, daB diese
Streuung nicht von der Aufnahmekamera herriihrt,
sondern eine Praparateigenschaft darstellt.

Indem man bei bestmoglicher Kurvenanpassung
in iblicher Weise an einer Stelle der Abszisse den

‘Abszissenwert der theoretischen Kurve mit dem sich

deckenden Abszissenwert der experimentellen Streu-
kurve gleichsetzt, erhdlt man fiir die BezugsgroBe
der theoretischen Kurven, hier der mittlere Identi-
tatsabstand d,, die entsprechende experimentelle
GroBe. In der Tabelle sind nun zu jeder der zehn
experimentellen Streukurven die Parameterwerte der
gerechneten Kurven eingetragen, mit welchen best-
mégliche Ubereinstimmung im Kurvenvergleich er-
zielt werden konnte. AuBerdem noch die aus dem
Kurvenvergleich resultierenden Werte der experi-
mentellen Kurven fiir d,, den mittleren Identitéts-
abstand in Richtung der Gitterlinie, also jeweils die
Summe aus Schicht und Zwischenraum.

Tabelle

Kurve Bemerkung n 8 8g dp[nm] D,[nm]

Nr.
1 - 10 04 05 4,07 2,04
2 - 10 04 03 441 2,21
3 gemickelt 10 05 06 422 2,11
4 - 10 04 06 427 2,14
5 - 20 05 06 447 2,24
6 gemickelt 10 05 06 4,17 2,09
7 gemickelt 20 05 0,6 427 2,14
8 gemickelt 20 05 06 436 2,18
9 - 40 05 06 446 223

10 Glycerin 10 04 02 4,78 2,39
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Da alle gemessenen Streukurven der verwen-
deten Mureinpraparate nur mit theoretischen Kur-
ven zur Deckung zu bringen sind, welche ein
r=0,5 besitzen, so bedeutet das, daB bei allen
Praparaten Schicht und Zwischenraum im Mit-
tel gleich groB sind, also je die Hilfte von d,
betragen. Im ibrigen sieht man, gleichgiiltig ob
die Kurven von gemickelten oder nicht gemickel-
ten Praparaten ausgewertet werden, daf3 die erhal-
tenen Werte fiir die Schichtdicken recht eng bei-
sammen liegen. Die Ausnahme bildet das mit Gly-
cerin behandelte Praparat, welches — nicht sehr
iiberraschend — eine groBere Schichtdicke erkennen
laBt. Da hier ebenfalls der Wert r=0,5 gehalten
wird, mu3 man auch aus diesem Grund schlief3en,
daB die Zwischenrdume zwischen den einzelnen
Schichten von Mureinwandstiicken keine eigenstin-
dige Ursache haben, sondern die GroB3e dieser Zwi-
schenrdume aus dem Aufbau der durch Sedimenta-
tion der Mureinwandstiicke entstandenen Pridpara-
te folgt. Es kann bei der Sedimentation nicht eine
ziegelmauerartig dichte Packung entstehen, das folgt
schon aus dem Sedimentationsvorgang selbst, aber
auch aus der unregelmaBigen Gestalt der Murein-
schichtstiicke. Da aber die in keiner Beschrinkung
variierenden seitlichen Distanzen durch nachfolgend
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sedimentierende Mureinschichtteile iiberdeckt wer-
den, entstehen auf diese Weise Zwischenrdume von
im Mittel genau derselben Dicke, wie sie die ein-
zelnen Mureinschichten besitzen. Auch die 5-Werte
sind leicht erkldarbar, wenn man sich veranschaulicht,
daB einerseits diese Hohlrdume mit denjenigen von
benachbarten Schichten zusammenhidngen und so-
mit liber verschieden groBe Flachenbereiche groBere
Zwischenraumdicken darstellen, andererseits Mure-
instiicke einseitig hoher aufliegen und dadurch etwa
keilformige Zwischenrdume erzeugen.

Diskussion

Die Schwankungen der GroBe des Identitatsab-
standes, wie sie durch den Parameter § wiederge-
geben wird, setzt sich aus den Schwankungen des
Zwischenraumes und denjenigen der Mureinschicht
selbst zusammen. Wenn man nun die Schwankungen
in der GroBe des Zwischenraumes nicht extrem gro
annehmen will, diese also etwa durch ein doppelt so
groBes Jr reprasentiert, als es die &-Werte fiir die
Identitatsperiode sind, wofiir aber die Werte in der
Tabelle keine Veranlassung geben, so bleibt nur die
SchluBfolgerung, da auch die Dicke der Murein-
schicht selbst gewisse Schwankungen aufweisen
muB. Nun kann eine VergroBerung der resultieren-

Abb. 6. Ausschnitt aus einem ato-
maren Modell der Mureinstruktur,
wie sie in einer fritheren Arbeit [4]
vorgeschlagen worden ist. Im obe-
ren Teil der Abbildung sind insge-
samt vier senkrecht zur Papier-
ebene verlaufende und zueinander
parallele Saccharidketten zu er-
kennen.
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den Schichtdicke durch teilweises Aneinanderkleben
zweier Mureinschichten erklart werden, eine Ver-
ringerung der Schichtdicke erfordert jedoch eine
nihere Erklarung.

Die Abb. 6 zeigt als Atommodell einen kleinen
Ausschnitt der raumlichen Struktur des Mureins von
Spirillum serpens, wie sie seinerzeit vorgeschlagen
worden ist [4]. Es sind vier Saccharidketten abge-
bildet, die senkrecht zur Papierebene verlaufen, sie
bestehen — alternierend — aus N-acetyl-Glucosamin
und N-acetyl-Muraminsidureresten. Die heller gehal-
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tenen Teile der Struktur stellen die Peptidketten dar,
welche die Saccharidketten miteinander vernetzen.
Aus dem in der Abb. 6 gezeigten Modell folgt eine
Schichtdicke des Mureins, welche mit dem hier
gefundenen Wert der mittleren Schichtdicke von
2,15 nm * 5% recht gut tibereinstimmt. Der Zahlen-
wert ist das Mittel aus den D,-Werten der ersten
neun Kurven von Abb. 1.

Tatsachlich ist die im Modell angegebene Struktur
etwas idealisiert, da sie eine vollstindige Vernetzung
wiedergibt, wahrend die realen Werte des Ver-
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netzungsgrades 30% bis maximal 50% betragen. Dies
ergibt keine wesentliche Verdnderung der Schicht-
dicke, hochstens weist deshalb die Schichtoberfliche
mehr Unebenheiten auf. Wesentlich gravierender ist
jedoch ein anderer Punkt: Die abgebildete Struktur
hat die Ausbildung der hochstmoglichen Zahl von
Wasserstoffbriicken zur Voraussetzung und zwar
sowohl innerhalb der einzelnen Peptidketten als
auch zwischen den Saccharidstringen des Mureins.
Sind nun, aus welchen Griinden auch immer, die H-
Briicken zwischen den einzelnen Saccharidketten
nicht vorhanden, z. B. infolge einer geringen Ver-
schiebung der Ketten in ihrer Richtung gegenein-
ander, so ist durchaus ein groBerer Abstand zwi-
schen den parallel laufenden Ketten moglich und
damit auch eine gewisse Schichtdickenverdnderung
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denkbar. DaB8 die Mureinstruktur etwas variabel ist
und zumindest im Pridparat in zwei ein wenig ver-
schiedenen Modifikationen auftreten kann, darauf
weisen unterschiedliche Rontgenbeugungsaufnah-
men im Weitwinkelbereich hin, doch soll diese
Frage in einer weiteren Mitteilung behandelt wer-
den.

Wenn man jetzt noch die bekannte Wirkungsweise
des Lysozyms auf das Murein in Betracht zieht, so
ist eine zumindest stellenweise aufgeweitete Struktur
des Mureins, wie sie soeben angedeutet wurde, aus
sterischen Griinden durchaus notwendig. Andern-
falls konnte der richtige Kontakt einer Saccharid-
kette mit dem aktiven Zentrum des Enzyms, wie er
fur den Ablauf der bekannten Protonisierungsreak-
tion notwendig ist, nicht zustande kommen.
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