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Myoglobin, nur ein Sauerstoffspeicher oder auch ein Sauerstofftransporter im Muskel?

Ein Teil der Skelettmuskul atur und der Herzmuskel enthalten den roten Muskel farbstoff
Myoglobin (Mb). Dieses Protein bindet reversibel Sauerstoff und dient damit der Muskulatur als
Sauerstoffspeicher, der voribergehend ein Defizit in der O,-Versorgung Uber das
Blutgefal3system ausgleichen kann. Dasist z.B. beim schlagenden Herzen wéhrend der Systole
der Fall, wenn infolge der Kontraktion der Herzkammern die Durchblutung besonders der linken
Koronararterie stark vermindert ist. Auf3er dieser Speicherfunktion bietet das Myoglobin aber
auch die Moglichkeit, den intrazellul&ren O,-Transport zu verbessern, indem es sich in der
Umgebung der Kapillaren mit O, bel&dt, in Richtung der Mitochondrien diffundiert und dort den
Sauerstoff wieder abgibt. Dadiese O,-Diffusion zusétzlich zur Diffusion von freien O,-
Molekilen erfolgt, spricht von "erleichterter" O,-Diffusion. In welchem Ausmal die erleichterte
O,-Diffusion zum intrazel luléren O,-Transport beitrégt, hangt zum einen von der Mb-
Konzentration und zum anderen von der "Beweglichkeit" der Mb-Molekile ab, die durch ihren
Diffusionskoeffizienten (D) beschrieben wird. Der Wert von Dy, war unbekannt, bis es uns vor
einigen Jahren gelang Verfahren zu entwickeln, mit denen er bestimmt werden kann (1, 2). Die
ersten Verfahren waren allerdings nur dazu geeignet, die Mb Diffusion in axialer Richtung der
Muskelzellen zu messen, wahrend die erleichterte Diffusion im Muskel gewebe aber
hauptsachlich in radialer Richtung, d.h. von den Kapillaren in das Innere der Zellen, erfolgt. Mit
einem neuen Messverfahren ist es uns nun gelungen, auch den radialen Diffusionskoeffizienten
Zu bestimmen, was unsin die Lage versetzt, zuverl assigere quantitative Aussagen Uber die
Bedeutung des Mb-bedingten erleichterten O,-Transports in Herz- und Skelettmuskul atur zu
machen (3).

M essver fahren

Einzelne Skelettmuskelfasern oder Herzmuskel zellen werden freiprépariert bzw. durch eine Kom-
bination mechanischer und chemischer Verfahren ausihrem Verband gel6st und in eine
Messkammer Uberfihrt. Hier wird eine hochkonzentrierte L 6sung von fluoreszenzmarkiertem
Myoglobin in die Zellen injiziert und gewartet, bis sich das Protein homogen in der Zelle verteilt
hat.

i & D
SO 1o pm S

Abb.1: Gebleichte Bereichein Skelettmuskel- (A, B) und Herzmuskelzellen (C, D) zur Messung der
axiaen (A, C) und der radialen Diffusion (B, D) von Myoglobin



Dann wird entweder in Richtung der Muskel zell-L angsachseoder senkrecht zur Langsachse ein
schmaler Streifen der Zelle (Abb. 1) mit hochintensivem Licht eines Argon-L asers bestrahlt,
wodurch die in dem durchstrahlten VVolumen befindlichen fluoreszierenden Molekiile gebleicht
werden. Das so erzeugte K onzentrationsgefalle fir fluoreszierendes Myoglobin zwischen dem
gebleichten Bereich und seiner Umgebung fihrt zur Eindiffusion von fluoreszierenden
Molekilen in den gebleichten Bereich. Dieser Vorgang wird verfolgt, indem die in den vorher
gebleichten Bereich eindiffundierenden fluoreszenzmarkierten Molekile mittels Laserlicht
geringer Intensitét zur Fluoreszenz angeregt werden und die Intensitét des Fluoreszenzlichtes mit
einem Mikroskop-Photometer in einem kleinen Volumenausschnitt (m bzw. schwarze Rechtecke
in Abb. 1) gemessen wird. Der zeitliche Verlauf der Fluoreszenz in dem zuvor gebleichten
Volumenausschnitt ist von der Grof3e des Diffusionskoeffizienten abhéngig. Wir ermitteln seinen
Wert, indem wir den Diffusionsvorgang theoretisch durch L 6sung der zugrundeliegenden
Differential gleichung beschreiben und Dy, SO anpassen, dass theoretischer und gemessener
Zeitverlauf Gbereinstimmen.

Ergebnisse

Registrierte Anderungen der Fluoreszenz als Funktion der Zeit sind in Abb. 2 wiedergegeben.
Abb. 2A zeigt Diffusionskinetiken, die man bei Diffusion in axialer Richtung in Fasern des M.
soleus der Ratte findet (Kurve s), und im Vergleich dazu die Kinetiken, die man in stark
verdunnten (Kurve d) und konzentrierten Myoglobinldsungen (gemessen in dinnen
Glaskapillaren) findet. Abb. 2B zeigt die entsprechenden Kurven bei Diffusionin radialer
Richtung. Die durchgezogenen Kurven geben die durch Parameteranpassung erhaltenen
theoretischen Verléufe wieder. Die daraus ermittelten Ergebnisse fir Dy, sindin Tab. 1
wiedergegeben
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Abb. 2. Axiae (A) und radiale (B) Diffusionskinetiken von fluoreszenzmarkiertem Myoglobin,
d: in verdinnter LAsung, c: in konzentrierter Proteinldsung, s: im m. soleus der Ratte.

Skelettmuskel Herzmuskel

Dubax (€M*/S)  |Dubred (€M?/S)  [Dupax (CM?/S)  |Diip rea (CM?/S)
[Myoglobin (22°C) [(1.2+0.4)- 107 |(1.2+0.3)- 10’ [(1.1+0.4)- 107 |(1.1+0.4)- 10"
[Myoglobin (37°C) |(2.2+0.1)- 107 (2.0+0.1)- 107
Tabelle 1: Diffusionskoeffizienten von Myoglobin in Muskelzellen (Mittelwertet SE)




Es zeigte sich, dass die mit neuen Methode gefundenen axialen Diffusionskoeffizienten in
Skelettmuskel zellen (Tab. 1) sehr gut mit den Werten tbereinstimmen ((1.2+0.1) 107 cm?%s und
(1.3+0.1)- 10" cm?s), die wir mit frilheren Methoden (1, 2) gefunden haben.
Uberraschenderweise unterscheiden sich die radialen Diffusionskoeffizienten nicht von den
axialen, obwohl die Struktur der Muskel zellen durchaus anisotrop ist und ein unterschiedlicher
Grad der Behinderung der Diffusion in den beiden Richtungen vorstellbar war. Offenbar bilden
aber in radialer Richtung die quer zur zum Diffusionsweg verlaufenden filament&ren Strukturen
ein dhnlich grofes Hindernis fur die Diffusion von Makromolekilen wiein axialer Richtung die
paralel verlaufenden Filamente zusammen mit den Maschenwerken der Z-Scheiben und M-
Linien. Praktisch dieselben Befunde wurden an Herzmuskel zellen erhoben; die
Diffusionskoeffizienten von Myoglobin in axialer und radialer Richtung unterscheiden sich nicht
und ihre Zahlenwerte gleichen den in Skelettmuskel zellen gemessenen.

Insgesamt ergibt sich in Muskelzellen ein Dy, das nur etwa ein Zehntel des Wertes betréagt, der in
verdunnten Losungen gefunden wird, und nur ein Drittel des Wertes, der in hochkonzentrierten
(24 g%) Proteinldsungen vorliegt. Das zeigt, wie stark die strukturellen Hindernisse sich auf die
Beweglichkeit der Molekile auswirken, zusétzlich zu den auch in Ldsungen wirksamen viskdsen
Effekten. Infolgedessen ist der Beitrag der erleichterten Diffusion von Sauerstoff durch
Myoglobindiffusion zum intrazelluléaren O,-Transport a's eher gering anzusehen.
Modellrechnungen fiir Skelett- und Herzmuskelgewebe auf der Basis des sog. Krogh-Zylinders
zeigen, dass selbst bei maximalem Sauerstoffverbrauch der Beitrag der erleichterten zur
Gesamtdiffusion von Sauerstoff im Mittel im Skelettmuskel nur 4% und im Herzmuskel unter 2%
ausmacht. Diesist sowohl durch den relativ kleinen Diffusionskoeffizienten des Myoglobin
bedingt als auch durch die Tatsache, dassin grof3en Teilen des Gewebes das Myoglobin
vollsténdig mit O, beladen ist und sich somit kein flr einen gerichteten Transport erforderliches
Konzentrationsgefalle fiir oxygeniertes Myoglobin ergibt. Die Bedeutung des Myoglobins as
Sauerstofftransporter ist daher dann als sehr gering anzusehen, wenn dem Muskel O, standig
Uber die Blutgefai3e zugefuhrt wird. Bel Unterbrechungen der Durchblutung, wiein der Systole
des Herzens, konnte aber neben der dann Bedeutung erlangenden Aufgabe des Myoglobins als
Sauerstoffspeicher auch die Transportfunktion ein wenig mehr ins Gewicht fallen, da durch die
Verarmung des Gewebes an Sauerstoff in gréf3eren Bereichen des Muskels al's sonst
Konzentrationsgradienten fir Oxymyoglobin entstehen. Abschétzungen zeigen jedoch, dass
selbst bei maximalen K onzentrationsgradienten wegen des geringen Diffusionskoeffizienten von
Myopglobin die erleichertere O,-Diffusion maximal 10 bis 20% zum Gesamtsauerstofftransport
beitragen kann.
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Weitere Forschungsprojekte

M echanismen der Fasertyptransfor mation von Skelettmuskeln

Dal3 adulte Skelettmuskeln sich plastisch verhalten, zeigt sich besonders eindriicklich daran, dal3
schnelle, weil3e Fasern sich unter kontraktiler Dauertétigkeit in langsame, rote umwandeln. Um
dieintrazellularen Mechanismen zu untersuchen, die diese Umwandlung vermitteln, benutzen wir
ein friher entwickeltes Muskelzell-Priméarkulturmodell. Die im Rahmen der Weil3-Rot-
Transformation erfolgende Herauf-Regul ation der langsamen schweren Myosinkette HCI steht
unter Kontrolle des Systems Calcineurin/NFAT, welches sowohl durch Erhdhung der
intrazelluldren Ca™-K onzentration durch Zugabe von Ca™*-lonophor als auch durch
langerdauernde Elektrostimul ation der Myotuben in Kultur aktiviert wird. Die Kinetik des NFAT-
Importsin den Zellkern und des Exports aus dem Kern erlaubt es V orhersagen zu machen,
welche Dauer abwechselnde Phasen der Muskelaktivitat und der Muskelinaktivitét haben kénnen,
ohne dal? der Prozef3 der Fasertransformation unterbrochen wird. Die bei der Well3-Rot-
Transformation stattfindende Herunter-Regulation der schnellen schweren Myosinkette HCII

und die Umstellung der Stoffwechselenzyme von einem anaeroben auf ein oxidatives Muster
scheinen ebenfalls unter der Kontrolle des intrazellularen Ca™-Spiegels, jedoch nicht von
Calcineurin/NFAT, zu stehen. Als weitere Kandidaten fr beteiligte intrazelluldre Signalkaskaden
untersuchen wir das kleine G-Protein ras (mittels Transfektionsstudien) und die Proteinkinase C
(mittels spezifischer Hemmer). Geplant ist auch die Einbeziehung von humanen Satellitenzellen
in das Projekt, um deren Differenzierungsfahigkeit zu untersuchen.

Mitarbeiter: H.P. Kubis, J.D. Meif3ner, R. Scheibe, M. Scholz, S. Spalthoff , G. Gros. Férderung:
DFG Gr 489/13-1/-2

Muskelfunktion von Carboanhydrase I1- und Carboanhydrase I11-defizienten M &usen.
Beide Carboanhydrase-1soenzyme scheinen eine nicht bzw. nur teilweise verstandene Rolle fur
die Funktion von Skelettmuskeln, Muskelkontration und/oder Muskel stoffwechsel, zu spielen.
Wir untersuchen die kontraktilen Eigenschaften von Faserbiindeln aus Hinterlaufmuskeln der
beiden knockout-Mause, von denen wir hier eine Zucht aufgebaut haben. Daneben werden die
Muster der Isomyosine und einige Stoffwechsel-L eitenzyme in diesen Muskeln untersucht, um
evtl. erfolgte Anpassungen zu erfassen. Bisherige Ergebnisse zeigen, dal die Kontraktionszeiten
der Muskeln von Carboanhydrase I1-defizienten Tieren stark verlangsamt sind. Um diesen
Befund interpretieren zu kénnen, soll die noch unklare subzellulére L okalisation der
Carboanhydrase 11 im Muskeln erganzend untersucht werden.

Mitarbeiter: M.D. Beekley, P. Wetzel, H.P. Kubis, G. Gros. Kooperation: R. Levine, NIH,
Bethesda, USA

Membrangebundene Car boanhydrasen im Skelettmuskel

Nach dem erfolgten physiologischen Nachweis wichtiger Funktionen einer extrazelluléren
(sarkolemmalen) und einer intrazelluldren (L-System) membrangebundenen Carboanhydrase fir
Milchsaureabgabe, Muskelkontraktion and Ca™-Transient soll die Identitét dieser Enzyme
aufgeklart und ihre vermutete subzellul&re L okalisation Gberpruft werden.

Mitarbeiter: P. Wetzdl, G. Gros.



Membrangebundene Car boanhydraseim Herzen

Die membrangebundene Carboanhydrase von Cardiomyocyten stellt nach bisherigen
Untersuchungen ein bisher nicht bekanntes Isoenzym dar. Wir haben dieses | soenzym nach der
| solation humaner Cardiomyocyten aus deren Membranfraktion durch
Affinitdtschromatographie rein dargestellt. Nach Bestimmung der Primérstruktur des Isoenzyms
sollen Antikorper erzeugt und zur Bestimmung seiner ultrastrukturellen Lokalisation eingesetzt
werden. Langerfristiges Ziel ist die Aufklérung der Funktion dieser Carboanhydrase fir die
Cardiomyocyten.

Mitarbeiter: H.P. Kubis, M. Schmidt, C. Geers-Knorr, G. Gros. Kooperation: | PF, Prof.
Forf3mann. Foérderung durch HILF-Programm.

Carboanhydraseim gastrointestinalen Mucus

Nach dem Nachweis hoher Aktivitéten von Carboanhydrase im Mucus und deren
Charakterisierung als ein besonderes Isoenzym, sollen folgende Ziele verfolgt werden: 1.
Aufklarung der Primarstrukur von Mucuscarboanhydrase vom M eerschweinchen und vom
Menschen, Erzeugung von Antikdrpern und Identifizeirung des Syntheseorts im Magen-Darm-
Trakt. 2. Uberpriifung einer Arbeitshypothese zur Funktion dieser Carboanyhdrase, wonach die
Anwesenheit dieses Enzyms im Mucus die unter der Mucusschicht liegenden Epithel zellen vor
den hohen im Lumen von Darm und Magen herrschenden CO,-Partialdrucken (bis zu 0,5 atm)
schiitzt. Hierzu werden CO,-Mikroel ektroden eingesetzt.

Mitarbeiter: T. Kleinke, V. Endeward, P. Wetzel, G. Gros. Forderung: DFG, SFB 280 (A9)

CO,-Permeabilitat biologischer M embranen

Wir haben Hinweise dafUr, dal3 die Permeation von CO, durch biologische Membranen auch
durch Membranproteine vermittelt wird. Umgekehrt gibt es Hinwelise darauf, dal3 einige
Membranen (in Darm, Magen, Harnblase) extrem schlecht permeabel fir CO, sind. An Xenopus-
Oocyten und Erythrocyten haben wir mit einer massenspektrometrischen Methode Evidenz
erhalten, dal3 der Wasserkanal Aquaporin-1 einen Transportweg fir CO, darstellt. Durch
Untersuchungen der Erythrocyten von Aquaporin-1-defizienten Menschen und von Bande-3-
Protein (=HCO;'-CI"-Antiporter)-defizienten Mé&usen erhielten wir dartiberhinaus Hinweise, dal3
neben Agauporin-1 das Bande-3-Protein einen wichtigen Transportweg fir CO, an
Zellmembranen darstellen kann. Letzteres wurde auch bestétigt bei Untersuchungen an
Erythrocyten des Schleimaals, denen das Bande-3-Protein fehlt. Die Messungen der CO,-
Permeabilitdt an Oocyten sollen durch die Anwendung der CO,-Mikroel ektrode erganzt werden.
Nach Abschluf3 der Untersuchungen an den "Modellzellen" Oocyten und Erythrocyten soll an
den Epithelien von Colon und Magen untersucht werden, welche Transportwege fir die hohen
Permeabilitéten einiger (vor allem der basolateralen) Membranen verantwortlich sind, und welche
M echanismen fir sehr schlechte Permeabilitdt anderer (vor allem apikaler) Membranen
verantwortlich sind.

Mitarbeiter: V. Endeward, T. Peters, C. Franke, G. Gros. Kooperationen: W.F. Boron, Yae
University, USA; P. Agre, Johns-Hopkins University, USA; L. Peters, The Jackson Laboratory,
Bar Harbor, USA; K. Kaila, Helsinki, Finnland. Forderung DFG, SFB 280 (A9).
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