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CO2-Per meabilitat biologischer Membranen

CO, wird innerhab der Zellen gebildet und verla3t diese Uber die Zellmembranen. Hierfr ist es
notwendig, dass die Zellmembran gut permeabel fir CO; ist, wasin den meisten Fallen auch in
hohem Mal3 der Fall ist. Auf der anderen Seite gibt es R&ume im Magen-Darm-Trakt wie z.B.
Magenlumen oder Colonlumen, in denen grof3e Mengen an CO, entstehen kdnnen und deren
auskleidendes Epithel dann vor den toxischen Wirkungen der hohen CO- Partialdriicke geschiitzt
werden muss. Es gibt Hinwei se darauf, dal3 die luminalen Membranen der Epithelzellen in diesen
Fallen vollig impermeabel fur CO, sind.

Wir haben zunéchst an Erythrocytenmembranen, die eine extrem hohe Permeabilitét fur CO,
aufwei sen, Untersuchungen mit dem Ziel durchgefiihrt, die Mechanismen zu identifizieren, die
Membranen eine hohe CO,-Permeabilitét verleihen. Hierbei haben wir festgestellt, das DIDS, ein
Hemmstoff fir den Bikarbonat-Chlorid-Austauscher (Bande-3 Protein) der Zellmembran, Effekte
zeigt, die nur durch eine durch DIDS verringerte CO, Permeabilitét der Zellmembran zu erkléaren
sind.

Die bisherige Theorie, nach der Zellmembranen kein Hindernis fir Gase wie CO, darstellen und
Gase die Zellmembran problemlos per Diffusion durch deren Lipidphase durchdringen, kann
diese Ergebnisse nicht erklaren. Man mul3 folgern, dal3 Membranproteine einen sehr grof3en
Einfluss auf die CO,-Permeabilitét von Membranen haben konnen. Messungen der CO»-
Permeabilitét waren bisher dadurch schwierig, dal3 es keine gute M ethode gab, die CO»-
Permeabilitét von Zellen zu messen. Die meisten Verfahren basierten auf indirekten Messungen
z.B. mihilfe der durch den den CO,-Einstrom erfolgenden Veranderung des intrazel luléren pH —
Wertes. Unsist es gelungen, eine massenspektrometrische M ethode zu entwickeln, mit der man
einen sehr direkten Zugang zur Grofe der CO.-Membranpermeabilitét von nativen Zellen erhalt.
Wir konnten nun mit dieser Methode an Erythrocytenmembranen nachwei sen, dal3 der
Wasserkanal Aquaporin-1 (AQP 1) und der Bikarbonat-Chlorid-Austauscher (Bande-3 Protein)
Transportwege fir CO, darstellen und einen sehr grof3en Beitrag zur CO,-Permeabilitét dieser
Zellmembranen leisten.
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Bikarbonat wird mit *¥0 markiert, in NaCl-L 6sung gelést und in eine Messkammer gefiillt. Kurze
Zeit spater werden die Zellen hinzugeflgt. Innerhalb der Messkammer reagiert das markierte
Bikarbonat (HCOO'0") zu markiertem CO, (CO*®0) oder zu markiertem H,0 (H,'%0). Die
Konzentration des markierten CO; in der Flussigkeit der Mefl3kammer wird Gber das an die
Messkammer angeschlossene spezielle Einlal3system des M assenspektrometers kontinuierlich
gemessen. Im Verlauf der Messung verschwindet immer mehr *#0 aus dem Pool CO,-HCO3  in
den viel grofieren Wasserpool, so dass die Konzentration von markierten CO, immer weiter
abnimmt. Enthalten die Zellen Carboanhydrase, wird die Bikarbonat-Reaktion drastisch
beschleunigt und die Konzentration des markierten CO, nimmt dann sehr schnell ab (s. Abb. 2).
Der zeitliche Verlauf der CO, Konzentration nach Zellzugabe ist abhéngig von der Aktivitat (Ai)
der Carboanhydrase in der Zelle, von der Bikarbonatpermeabilitét (Pucos) der Zellmembran und
von der CO, Permeabilitéat (Pco2) der Zellmembran. Mathematisch kann dieser Vorgang durch
ein Differentialgleichungssystem beschrieben werden. Wir [6sen dieses
Differentialgleichungssystem numerisch und die Parameter A, Pucos und Pco, werden Uber eine
Fitprozedur so angepasst, dass der gemessene und der berechnete Kurvenverlauf optimal
Ubereinstimmen. Pco, entspricht dann der gesuchten CO,- Membranpermeabilitét.

Die verwendeten Zellen waren humane Erythrozyten und Rindererythrozyten. Um gezielt die
Auswirkungen des Fehlens eines einzelnen Membranproteins auf die CO,-Permeabilitdt zu
untersuchen, wurden zum einen AQP-1-defiziente humane Erythrozyten (sogenanntes Colton-
Null-Blut) verwendet und zum anderen Bande-3-defiziente Rindererythrozyten. Als Kontrolle
dienten jeweils normale humane Erythrozyten bzw. normal e Rindererythrozyten.
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Ergebnisse und Diskussion
Abb. 3 zeigt die CO, Permeabilitédten von normalem Kontrollblut und von Colton-Null-Blut. An

beiden wurden die Effekte der Hemmstoffe pCMBS, einem Hemmstoff der Aquaporin-Kanéle,
und DIDS, einem Hemmstoff des Bikarbonat-Chlorid-Austauschers, untersucht. Man erkennt 1.)
dald Pcoy in Colton-Null Erythrocyten gegeniiber den Kontrollerythrocyten signifikant verringert
ist (von 0,25 cm/s auf 0,06 cm/s). Gleichzeitig kann man feststellen, dal3 2.) pCMBS, ein
Hemmstoff des Aquaporins, in Kontrollerythrocyten eine Verringerung des Pco, auf einen
ahnlichen Wert hervorruft wie er in unbehandelten Colton-Null-Erythrocyten vorliegt; dal3
pCMBS dagegen auf die CO,-Permeabilitat von Colton-Null-Erythrocyten keine Wirkung hat.
Hieraus kann man schlief3en, das Aquaporin einen Transportweg fur CO, darstellt und dal? dieser

Weg durch pCMBS blockiert wird.
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3.) erkennt man, dal3 DIDS die CO,-Permeabilitét von Kontrollerythrocyten signifikant verringert
(von 0,25cm/s auf 0,04 cm/s) und aber auch die CO.-Permeabilitét von Colton-Null-Erythrocyten
noch weiter verringert. Daraus folgern wir, dal3 es noch einen zweiten, von Aquaporin



unabhangigen und durch DIDS hemmbaren, Transportweg zu geben scheint. DaDIDS ein
Hemmstoff von Bande-3 ist, haben wir die CO,-Permeabilitét von Bande-3-defizienten
Rindererythrocyten gemessen, um diesen zweiten CO,-Transportweg zu identifizieren.
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Abb.4
Abb. 4 illustriert die gemessenen Permeabilitéten. Die CO, Permeabilitét von Bande-3-
defizientem Rinderblut ist signifikant geringer a's die von normaem Rinderblut. DIDS verringert
die Permeabilitét des Kontrollblutes etwa auf die Permeabilitét des defizienten Blutes. Es hat aber
keinen Einfluss auf den Pco2 des defizienten Blutes. Dies zeigt klar, daf’3 Bande-3 ein weiterer
Transportweg fur CO; ist.
Zusammenfassend kann man sagen, dal3 wir zwei Transportwege fur CO. identifiziert haben.
Beide erhthen die CO, Permeabilitét der Zellmembran drastisch und sind durch Hemmstoffe
(pCMBS fur AQP-1, DIDS fur Bande-3) blockierbar. Zumindest in Erythrocytenmembranen
leisten damit Membranproteine einen weit wichtigeren Beitrag zur CO.-Permeabilitét alsdie
Lipidphase der Membran.
Mitarbeiter: V. Endeward, G. Gros. Kooperationen: Prof. W.F. Boron, Yae University, USA;
Prof. P. Agre, Johns-Hopkins University, USA; Dr. L. Peters, The Jackson L aboratory, Bar
Harbor, USA; Prof. K. Kaila, Helsinki, Finnland. Forderung: SFB 621, Projekt C5.

Weiter e For schungsproj ekte

Zellulare Mechanismen der Muskelplastizitat und der Muskelhypertrophie.

Wir untersuchen diese beiden Eigenschaften von Skelettmuskel zellen an Zellkultur-Modellen
(Muskelzel Iprimérkulturen, Satellitenzellkulturen). Elektrostimulation von Myotuben in Kultur
und die dadurch ausgelsten Einzel kontraktionen bewirken je nach Reizmuster
(Stimulationsfrequenz, Dauer der Stimulationsphasen) eine Weil3-Rot-Muskel fasertransformation
oder eine Hypertrophie der Myotuben. Wir untersuchen, welche Reizmuster das eine bzw. das
andere Phanomen ausl6sen. Wir untersuchen zugleich, welche intrazelluléren Signale bzw.
Signalkaskaden bei der Transformation bzw. bei der Hypertrophie beteiligt sind. So scheint der
Uber die Zeit gemittelte intrazel lulare Ca™-Spiegel eine entscheidende Rolle fur die Triggerung
dieser Phdnomene zu spielen. Im Falle der Transformation scheint die Umschaltung von
schnellen Myosinisoformen (im "schnellen” Muskel) auf langsame Myosinisoformen (im



"langsamen” Muskel) durch die Signalkette Ca™ — Calcineurin — NFAT vermittelt zu sein. Das
zeitliche Verhalten dieses Signalweges korreliert ausgezeichnet mit dem zeitlichen Verhalten der
Faserumwandlung bei Elektrostimulation. Die intrazellulren Signalwege, die die mit der
Transformation verbundene Stoffwechselumstel lung von anaerober Glykolyse auf aerobe
Glykolyse bewirken, werden derzeit in unserem Labor untersucht. Ebenso untersuchen wir
derzeit, welche Signalwege, wir z.B. der Akt/mTOR-Weg, an unserem Zellkulturmodell
Hypertrophie vermitteln.

Mitarbeiter: H.P. Kubis, J.D. Meil3ner, R. Scheibe, M. Scholz, N. Hanke , G. Gros. Forderung:
DFG Gr 489/13

Diffusivitat von Myoglobin in Her z- und Skelettmuskelzellen.

Myoglobin ist ein sauerstoffbindendes Hamprotein in Muskel zellen. Es fungiert as
Sauerstoffspeicher und kann in kurzen Phasen eines Abfalls des Gewebs-Po, die
Sauerstoffversorgung der Zellen Uberbriicken, so z.B. im Herzmuskel wahrend der Systole, in der
die Kammerdurchblutung fast sistiert. Eine weitere denkbare Funktion des Myoglobins ist es, dal3
die intrazellulére Diffusion von Oxymyoglobin zu einem nennenswerten intrazel luléren O.-
Transport fuhrt, der die Diffusion von physikalisch gel6stem Sauerstoff erganzt und den Oz-
Transport von der Zellmembran bis zum Mitochondrium unterstiitzt. Um diese Hypothese zu
prifen, messen wir die Diffusivitdt von Myoglobin im Cytoplasmaintakter Herz- und
Skelettmuskel zellen. Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dal3 die Diffusionsfahigkeit von
Myoglobin in diesen Zellen sehr niedrig ist, sodal3 es unwahrscheinlich ist, dald
Myoglobindiffusion wesentlich zum intrazelluléren O.-Transport beitrégt. Mit Hilfe von
Modellrechnungen wird untersucht, welche Rolle Oxymyoglobin als Ox-Lieferant z.B. im
Herzmuskel wahrend der Systole bei den experimentell gefundenen Diffusionseingenschaften
tatséchlich spielen kann.

Mitarbeiter: K.D. Jirgens, V. Endeward, G. Gros

Muskelfunktion von Carboanhydrase I1- und Carboanhydrase I11-defizienten M &usen.
Beide Carboanhydrase-1soenzyme scheinen eine nicht bzw. nur teilweise verstandene Rolle fir
die Funktion von Skelettmuskeln, M uskelkontration und/oder Muskelstoffwechsel, 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-Leitenzyme in diesen Muskeln untersucht, um
evtl. erfolgte Anpassungen zu erfassen. Bisherige Ergebnisse zeigen, dal? die Kontraktionszeiten
der langsamen Muskeln von Carboanhydrase 111-defizienten Tieren stark verlangsamt sind, dal3
ihre isometrische Kraftentwicklung vermindert ist und dal3 insbesondere die Ermudbarkeit der
langsamen Fasern stark erhoht ist. Um diesen Befund interpretieren zu kdnnen, sind detaillierte
Untersuchungen des Energiestoffwechsel s dieser Muskeln geplant.

Mitarbeiter: C. Geers-Knorr, P. Wetzel, H.P. Kubis, G. Gros. Kooperation: Dr. R. Levine, NIH,
Bethesda, USA

Membrangebundene Carboanhydrasen im Skelettmuskel

Nach dem erfolgten physiologischen Nachweis wichtiger Funktionen einer extrazelluléren
(sarkolemmalen) und einer intrazelluldren (L -System) membrangebundenen Carboanhydrase fr
Milchsiureabgabe, M uskelkontraktion and Ca™*-Transient soll die Identitét dieser Enzyme
aufgeklart und ihre vermutete subzellulére Lokalisation Uberpriift werden. Dazu wurden



Membranpréparationen vom Sarkolemm und vom sarkopl asmatischen Retikulum hergestellt,
deren Carboanhydrase(n) in Zusammenarbeit mit Prof. W.S. Sly charakterisiert werden.

Funktionelle Untersuchungen an Skelettmuskeln sind fiir zwei membrangebundene
Carboanhydrase-Isoformen unter Verwendung von CA V- und von CA X1V -defizienten Tieren
geplant. Dabei soll mittels Messung der kontraktilen Eigenschaften der Muskeln dieser Tiere und
evtl. mittels Messung der kontraktionsausldsenden Ca’*-Transienten die funktionelle Rolle dieser
beiden Carboanhydrasen bestimmt werden.

Mitarbeiter: P. Wetzel, C. Geers-Kndrr, G. Gros. Kooperation: Prof. W.S. Sly, St. Louis, USA

Carboanhydrase im gastrointestinalen M ucus

Nach dem Nachweis hoher Aktivitéten von Carboanhydrase im Mucus und deren
Charakterisierung als ein besonderes Isoenzym, sollen folgende Ziele verfolgt werden: 1.
Aufklérung der Primérstrukur von Mucuscarboanhydrase vom M eerschweinchen und vom
Menschen, Erzeugung von Antikorpern und Identifizierung des Syntheseortsim Magen-Darm-
Trakt. 2. Uberprifung einer Arbeitshypothese zur Funktion dieser Carboanyhdrase, wonach die
Anwesenheit dieses Enzyms im Mucus die unter der Mucusschicht liegenden Epithelzellen vor
den hohen im Lumen von Darm und M agen herrschenden CO,-Partialdrucken (biszu 0,5 atm)
schiitzt. Hierzu werden CO.-Mikroelektroden eingesetzt.

Die letztere Hypothese wird auch anhand eines theoretischen Modells Uberpriift, das wir
entwickelt haben. Dabei wird der Transport von CO,, die Reaktion CO; + H,O<> HCO3z + H*
und der Transport der CO.-Reaktionsprodukte in der dem Epithel aufliegenden Mucusschicht
mathematisch formuliert. Dabei zeigt sich, dal3 in Anwesenheit einer Carboanhydrase im Mucus
der CO,-Partialdruck unmittelbar auf der Epithel oberfléche tatséchlich erheblich niedriger sein
kann a's auf der Mucusoberfléche bzw. als im Lumen von Magen oder Colon.

Mitarbeiter: V. Endeward, G. Gros. Forderung: SFB 621, Projekt Cb.
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