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I. Forschungsprofil der Abteilung

Der Forschungsschwerpunkt der Abteilung liegt auf den Gebieten Muskelphysiologie und CO,-
Transport. 1.) Auf dem Gebiet der Muskelphysiologie werden die Mechanismen der
Muskelplastizitat untersucht, d.h. der Anpassung des Skelettmuskels an verschiedene
Belastungsformen. Solche Anpassungen sind zum einen Muskelhypertrophie, und zum anderen
die Umwandlung des Muskelfasertyps in Anpassung an verschiedene Belastungen und
Belastungsformen. Hierbei stehen das Verhalten des Muskelstoffwechsels und der Myosine
sowie die intrazellularen Signalwege, die deren Anderungen vermitteln, im Zentrum des
Interesses. Die elektromechanische Kopplung des Skelettmuskels wird von der luniorprofessur
Papadopoulos bearbeitet, die der Abteilung zugeordnet ist und Untersuchungen zur Struktur und
Funktion des skelettmuskuldren Dihydropyridinrezeptors anstellt. 2.) Der CO,-Transport im
Skelettmuskel wird anhand der im Skelettmuskel identifizierten Carboanhydrase-Isoenzyme
untersucht: hier sind zwei membrangebundene Isoformen von besonderem Interesse, die
Carboanhydrasen 1V, IX und XIV, die z.T. an der elektromechanischen Kopplung und am
muskuldaren Milchsdure-Membrantransport beteiligt sind. Ein weiteres Projekt zum CO,-
Transport stellt die Frage nach den Mechanismen, die manche biologischen Membranen extrem
gut permeabel fur CO, und andere Gase machen (wie z.B. die Erythrocytenmembran), andere
Membranen dagegen sehr schlecht permeabel (wie z.B. die apikalen Epithelmembranen in
Colon, Magen und teilen der renalen Tubuluszellen). Im Fall der Erythrocytenmembran haben
wir gezeigt, dal zwei Membranproteine, das Aquaporin-1 und das Rhesus-assoziierte
Glykoprotein "CO,-Kanale" darstellen, die an dieser Membran fir nahezu den gesamten
Transport von gasférmigem CO, verantwortlich sind und damit eine optimale Anpassung des
Erythrocyten an seine Funktion beim Gasaustausch vermitteln. Dass Gase nicht hauptsachlich
durch die Lipidphase der Membran sondern durch Proteinkandle permeieren, revidiert ein seit
langem bestehendes Paradigma des Membrantransports.

I1. Forschungsprojekte

1. Transportwege von molekularem CO, in der Erythrozytenmembran

In der Biologie war es bisher etablierte Vorstellung, dass niedermolekulare Gase wie z.B. O,
CO;, NH3 Zellmembranen problemlos tber die Lipidphase durchdringen kénnen und daher alle
Zellmembranen sehr groRRe Permeabilititen fir diese Gase besitzen. In den letzten Jahren wurde
aber in mehreren Untersuchungen gezeigt, dass in manchen Féllen Zellmembranen existieren,
die eine sehr geringe Permeabilitat gegenliber CO, oder NH3 aufweisen, wie z.B. die apikalen
Membranen vom Colonepithel des Meerschweinchens oder die apikale Membran einiger
Tubuluszellen der Niere. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Gaspermeabilitdten von
Zellmembranen extrem unterschiedlich sein  konnen. Die Ursache dieser grofRen



Permeabilitatsunterschiede waren bisher ungeklart, es kdnnten Unterschiede in der Lipid— oder
Proteinzusammensetzung der Zellmembranen dafir verantwortlich sein.

Wir haben die Transportwege von molekularem CO, in der Erythrozytenmembran untersucht
und konnten nachweisen, dass zwei Gaskanale, Aquaporin-1, AQP-1, und das Rhesusprotein,
fir die sehr hohe CO,— Permeabilitat der Erythrozytenmembran verantwortlich sind, wogegen
der Lipidanateil dieser Membran nur einen minimalen Beitrag zur Gaspermeabilitat leistet.
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Methode und Ergebnisse.- Wir haben eine massenspektrometrische Methode entwickelt, mit
der man die CO;, —Permeabilitdit und die Bikarbonat — Permeabilitat einer Zellmembran
gleichzeitig bestimmen kann. Diese Methode basiert darauf, dass **0O-markiertes Bikarbonat in
wassriger Losung zu 2O-markiertem CO, bzw. zu *80-markiertem Wasser reagieren kann.
Aufgrund des im Vergleich zum CO,-HCOj3-Pool sehr groRen Wasserpools ist der Ricktransfer
von 0 aus markiertem Wasser zum Bikarbonat sehr selten und damit nimmt der
Markierungsgrad von Bikarbonat und CO, kontinuierlich ab. Nach Zugabe von Zellen, die
Carboanhydrase enthalten, wird der gesamte beschriebene Vorgang intrazellular stark
beschleunigt und damit auch die Abnahme an markiertem CO,. Der zeitliche Verlauf der
extrazellularen C*®0'®0-Konzentration wird durch die intrazellulare Carboanhydrase-Aktivitat
(CA), sowie die Bikarbonat—Permeabilitit, Pycos., und die CO,— Permeabilitdt, Pco,, der
Zellmembran bestimmt. Er wird mit einem Massenspektrometer registriert werden (s. Abb.1).



Aus dieser Messkurve werden dann mittels einer Fitprozedur die beiden genannten
Permeabilitaten errechnet. Die CA-Aktivitat wird unabhangig aus Zell-Lysaten ermittelt.

Tab. 1 zeigt die HCO3-Permeabilitaten und CO,—Permeabilitdten von normalen Erythrozyten
und AQP1- defizienten Erythrozyten (Colton Null Blut). AuBerdem sind die Wirkungen von
pCMBS (einem Hemmstoff der die AQP-1 Wasserpermeabilitat ) und DIDS (einem Hemmstoff
des AE1-Bikarbonat—Chlorid—Austauschers) angegeben. Die CO,—Permeabilitat von Colton Null
Blut ist im Vergleich zum Normalwert von 0,15 cm/s stark verringert auf

Phcos- Pcoo
(10 cm/s) (cm/s)
Normale Erythrozyten 1,3+0,3 0,15+ 0,08
Normale Erythrozyten
+ 1 mM pCMBS 11+04 0,074 £ 0,03
Normale Erythrozyten
+ 10 uM DIDS 0,4 +0,06 0,05+ 0,01
AQP1nyLL Blut 1,3+0,3 0,065 + 0,03
AQPlNu” Blut
+1mM pCMBS 1,2+0,3 0,06 £0,01
AQPlNu” Blut
+10 uM DIDS 0,43 + 0,06 0,015 + 0,003
Tab. 1

einen Wert von Pco, = 0,065 cm/s. Der Hemmstoff pCMBS verursacht eine der Defizienz von
AQP-1 dhnliche Reduktion der CO,—Permeabilitat von normalen Blut auf 0,074 cm/s,

wahrend pCMBS erwartungsgemafl bei Colton Null Blut keine Wirkung auf Pco, mehr hat.
Beide Befunde zeigen, dass der Wasserkanal AQP-1 zusatzlich ein CO,—Kanal ist. DIDS als
AE1-Hemmstoff reduzierte wie erwartet die Bikarbonat—Permeabilitdt (Tab. 1, dritte Zeile),
gleichzeitig wurde aber auch der Pco, besonders strak auf 0,05 cm/s reduziert. DIDS wirkt also
zusatzlich auch als wirkungsvoller Hemmstoff der CO,—Permeabilitat. Dieser Effekt trat auch
abgeschwacht bei AQP-1nyy Blut auf (Tab. 1, letzte Zeile) und ist ein Zeichen dafir, dass es
auer AQP-1 noch einen weiteren DIDS-abhdangigen  Transportweg in  der
Erythrozytenmembran geben muss.

Dieser Transportweg wurde von uns in weiteren Experimenten identifiziert. Wir fuhrten
Experimente mit Rhesus Null Blut (Rhnyi) durch und konnten auch mit diesen Blut eine
Reduktion der CO,—Permeabilitdt auf etwa die Hélfte des Kontrollwerts messen (Abb. 2,
rechts). Die Behandlung von Rhyy Blut mit DIDS ergab eine weitere Verringerung des Pco, auf



0,025 cml/s, was ein Zeichen dafiir ist, dass DIDS nicht nur teilweise die CO,—Permeabilitat von
Rhesus-Protein hemmt, sondern auch partiell die von AQP-1.
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In der Literatur ist seit kurzem Rhesus—Protein als NH;—Kanal bekannt und wir konnten mit
unseren Messungen erstmalig zeigen, dass es in der Erythrozytenmembran auch als CO,—Kanal
wirkt. Dieser Befund wurde auch dadurch bestétigt, dass bei gleichzeitiger Anwesenheit von
NH; gefunden wird, dass Pco, als Ausdruck der Kompetition zwischen NH; und CO, reduziert
ist (Abb. 3). Beide Gasmolekiile konkurrieren um den Rhesus-Gas-Kanal und behindern sich
gegenseitig beim Durchtritt, wodurch die CO,—Permeabilitat herabgesetzt wird.
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Sowohl AQP-1 als auch Rhesus—Protein sind Blutgruppenantigene und wir haben daher in
weiteren Experimenten Blutproben untersucht, denen jeweils ein Blutgruppenantigen fehlte. In
keiner dieser Blutproben konnten wir eine Reduktion der CO,—Permeabilitat gegentiber
normalem Blut feststellen und der DIDS-Effekt auf Pco, entsprach in allen Fallen dem DIDS-
Effekt auf normales Blut (Abb. 4). Also nur die beiden Blutgruppenproteine AQP-1 und Rh
fungieren danach als Gaskanale, was auch dadurch bestatigt wird, dass beide Kanéle jeweils
etwa die Hélfte des Gesamtgaspermeabilitit der Erythrocytenmembran ausmachen.
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Die geringste CO,—Permeabilitat fanden wir bei diesen gesamten Untersuchungen fir AQP-1-
defiziente Erythrozyten, die mit DIDS behandelt wurden (Pcoz = 0,015cm/s; s. in Abb. 4, Séule
ganz rechts). Unter diesen Bedingungen fehlt einer der beiden CO,—Kandle und der

andere ist durch DIDS fast vollstandig blockiert. Daher nehmen wir an, dass dieser Pco, der
durch die Lipidschicjt bedingten "basalen” CO,—Permeabilitat der Erythrocytenmembran
entspricht. Die beiden CO,—Kanéle vergrofiern also die CO,—Permeabilitét der



Erythrozytenmembran um den Faktor 10 und sind damit hauptverantwortlich fir die sehr hohe
CO,-Durchlassigkeit dieser Membran.

Wir konnten durch Expression von AEL in einer Zellinie soeben zeigen, dass trotz des starken
Effekts von DIDS auf die CO,-Permeabilitat in der Tat AEL in keiner Weise am Transport von
molekularem CO, beteiligt ist, sondern lediglich den Bikarbonat-Transport vermittelt.
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