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Originalarbeit

Speziesdifferenzen kardialer Natriumkanäle

M. Mevissen, H. Denac, R. Haitiner und G. Scholtysik

Veterinar-pharmakologisches Institut der Universität Bern

Zusammenfassung

Es wird ein Projekt beschrieben, m dem
Speziesdifferenzen der Na+-Kanale des Myokards

mit elektrophysiologischen und molekularbio-

logischen Methoden erforscht werden

Ausgangspunkt war die Beobachtung, dass neuartige

synthetische Wirkstoffe (DPI 201-106,
SDZ 211-939), welche die Ionenleitfahxgkeit
der Kanäle verlangern und positiv motrop wirken,

beim Rmd unwirksam sind, im Gegensatz

zu allen anderen untersuchten Spezies Ziel des

Projektes ist es, das Na+-Kanal-Protem des

Rinderherzens zu klomeren und molekular vergleichend

zu charakterisieren, um Grundlagen-
kenntmsse über die Steuerung der Kanäle zu

erweitern und diese zur Entwicklung von praxis-
tauglichen Inotropika anzuwenden Eine

funktionelle Charakterisierung der kardialen

Isoform des Na+-Kanals des Rindes wird m
Oozyten (Xenopus laevis) vorgenommen, mit
dem Ziel der Identifizierung der Bmdungsstelle

der synthetischen Liganden

Schlüsselwörter: Natriumkanale - Myokard -
Rind - Speziesunterschiede

Differences interraciales dans les canaux

sodiques cardiaques

Cette etude electrophysiologique, effectue avec

des methodes de biologie moleculaire, decrit la

difference interraciale des canaux sodiques

cardiaques Des etudes prealables ont montre FefB-

cacite des nouvelles substances synthetisees (DPI
201-106, SDZ 211-939) qui prolongent la

conduction lomque des canaux et ont un effet mo-

trope positif Ces molecules sont mefScaces chez

les bovms, au contraire de toutes les autres espe-

ces ammales examinees En clonant et isolant la

sequence de l'isoforme bovine des canaux sodiques

du myocarde afin d'obtemr les caracterisü-

ques moleculaires comparatives, nous esperons

etendre les connaissances de base sur les meca-

msmes d'action des canaux sodiques dans l'idee

de developper ä l'avemr de nouveaux agents m-

otropes positifs Une caracterisation fonction-
nelle de l'isoforme du canal sodique du myocarde

bovin est faite dans des oocytes (xenopus

laevis) avec le but d'identafier le point de fixation
des particules synthetiques mentionnees

Mots-de: canaux sodiques cardiaques -
myocarde - bovin - differences interriciales

Einleitung

Die Untersuchungen an kardialen Ionenkanalen

bilden einen Schwerpunkt der Grundlagenforschung

am Vetermar-pharmakologischen Institut
der Universität Bern Wir konzentrieren uns dabei

aufdie Natrium-(Na+-)Kanale der Herzzellen Die

Ionenleitung durch den Kanal wird durch das

Membranpotential reguliert Hierbei ist em Span-

nungsfuhler im oder am Kanal erforderlich Durch

Vorgange der Aktivierung und Inaktivierung des

Kanals wird die Ionenleitung reguliert Beide

Vorgange werden durch Depolarisation ausgelost

Wirkstoffe, die gezielt Na+-Kanal-Wirkungen
vermitteln, benotigen entsprechende Bindungsstellen

Liganden fur diese Bmdungsstellen sind bekannt,

wobei nur wenige für das Herz spezifisch sind Zu
diesen Liganden gehören äusserst potente Toxine

wie Tetrodotoxin und Saxitoxin (Bindungsstelle 1,

am Selektivitatsfilter), Batrachotoxm, Cevera-

trumalkaloide und Akomtin (Bmdungsstelle 2, an

m- und h-Toren, welche dann permanent offen

gehalten werden) oder Polypeptide von Skorpionen
und Seeanemonen (Bmdungsstelle 3) (Scholtysik

und Quast, 1986) Letztere sind fur uns von besonderem

Interesse Auf andere Bindungsstellen des

Na+-Kanals kann hier verzichtet werden, da sie fur
die Wirkung der m diesem Projekt untersuchten

Substanzen nicht von Bedeutung sind Die durch

Liganden der Bmdungsstellen 2 und 3 besetzten

Kanäle können ihr Inaktivierungstor nicht mehr

betätigen Es werden die h-Tore in geöffneter

Position fixiert, wahrend die m-Tore den normalen

Zyklus durchlaufen Die wesentliche elektro-

physiologische Folgeerscheinung ist die Verlängerung

der Dauer des Aktionspotentials, da die

Öffnungszeit der Na+-Kanale verlängert ist Die
funktionelle Konsequenz ist eine Belastung der Herzzellen

mit Na+, was dann via Na+-Ca++-Austausch

zu einem positiv motropen Effekt fuhrt (Scholtysik,

1989) Dieser Effekt ist auch prinzipiell von den

Herzglykosiden her bekannt
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Kardiale Natriumkanäle

Unsere Arbeiten zielen also sowohl aufdie Gewinnung

grundlegender Erkenntnisse der Steuerung
kardialer Na+-Kanäle ab als auch aufdie praktische

Anwendung neuerWirkstoffe als Inotropika.

Synthetische Na+-Kanal-Liganden

Es ist uns gelungen, mit synthetisch hergestellten
Stoffen eine neue Klasse vonVerbindungen
aufzufinden, die die Na+-Kanäle des Herzens m der

erwünschten Weise modulieren (Scholtysik et al.,

1985; Scholtysik und Rüegg, 1987; Scholtysik,

1989; Scholtysik et al., 1993). Im Gegensatz zu den

bereits genanntenToxinen wieVeratridm und Bat-
rachotoxm oder Seeanemonentoxinen zeigen diese

Substanzen keine proarrhythmogene und vasokon-

striktorische Wirkung. Sie sind also für den

therapeutischen Einsatz bei Herzversagen geeignet. Die
chemischen Strukturen wirksamer Derivate sind in

Abbildung 1 dargestellt. Es handelt sich um Indole

und Purine. Diese Grundstrukturen wurden von
anderen Arbeitsgruppen aufgegriffen und
weiterentwickelt (Raap et al., 1997; Doggrell und Brown,
1997;Tsushima et al., 1999).

Speziesdifferenzen

Die umfangreichsten pharmakologischen
Informationen liegen für DPI 201-106 vor. Die Biblio-
grafie für dieseVerbindung umfasst inzwischen 186

Publikationen weltweit (bei den Autoren erhältlich).

Es ist erwiesen, dass DPI 201-106 bei allen

bisher untersuchten Tierarten inklusive am

menschlichen Herzen insofern wirksam ist, als dass

es Aktionspotentiale verlängert und positiv inotrop
wirkt. Zu den literaturbekannten m dieser Hinsicht
untersuchten Spezies zählen Affe, Meerschweinchen,

Ratte, Katze, Kaninchen, Hund, Hamster,

Frettchen, Pferd, Schwein, Schafund Ziege (Scholtysik

und Rüegg, 1987; Schaad et al., 1999). Die

einzige Ausnahme hiervon macht das Myokard des

Rindes (Scholtysik und Schaad, 1992; Schaad et al.,

1999). Unwirksamkeit am Rindermyokard wurde

auch für SDZ 211-939 gefunden (Schaad et al.,

1999). Diese Speziesdifferenz hochaffiner Liganden

ist insofern interessant, als dass vermutet werden

muss, dass das Na+-Kanalprotein des Rinderherzens

eine Differenz gegenüber allen anderen

untersuchten Spezies aufweisen muss.

Bemerkenswert ist, dass sich die Wirkungslosigkeit
beim Rind nur mit den synthetischen Liganden

DPI 201-106 und SDZ 211-939 zeigt, deren Bin-
dungsstellen nicht definiert sind. Ahnlich wirkende

Verbindungen wie Veratridin und ATX II (See-

anemonentoxin) sind am Rind wirksam. Zum
Vergleich sind m Tabelle 1 aus Konzentrations-Wir-

kungs-Kurven Werte für die Verlängerung der Ak-
tionspotentialdauer bei Rind und Schwein aufgeführt.

Versuch zur molekularen Charakterisierung

des Na+-Kanals

DPI 201-106 SDZ 211-939

*asymmetrischer Kohlenstoff

Abbildung l Chemische Strukturen der synthetischen Verbindungen DPI 201-
106 und SDZ 211-939.

Um die Gründe für die auffallende Speziesdifferenz

zu untersuchen, haben wir ein molekularbiologisches

Projekt initiiert. Das Ziel dieses Projektes ist,

den spannungsabhängigen kardialen Na+-Kanal

des Rindes zu klomeren und mögliche
Unterschiede in der Sequenz der a-Unteremheit des

kardialen Na+-Kanals lmVergleich zu der anderer Spezies

zu analysieren. Der entsprechende Klon der a-
Untereinheit des kardialen Na+-Kanals von Ratte

und Mensch ist erhältlich. Die Struktur des Na+-

Kanals ist m verschiedenen Reviews (Marban et al.,

1998, Fozzard and Hanck, 1996, Catterall 1995,

Steinberg et al., 1998) detailliert beschrieben.

Da im Herzen zwei Isoformen des spannungsabhängigen

Na+-Kanals vorkommen, nämlich eine

kardiale und eine neuronale Isoform, haben wir
spezifische Sonden hergestellt, die geeignet sind,

die jeweilige Isoform zu identifizieren. Diese

cRNA-Sonden können zur Identifikation von

Herz- und Gehirnisoform mittels Northern Blots

verwendet werden.

Für die Herstellung eines «full length clones» des

kardialen Na+-Kanals des Rindes wurde m einem
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Tabelle l Verlangerungen transmembranarer ventrikulärerAktionspotentiale um
50% bei 30% Repolarisation

Wirkstoff Bindungsstelle
' Veratndm 2

ATX II 3

DPI 201-106 unbestimmt
SDZ 211-939 unbestimmt

Rind Schwein

0,42 pM
0,09 pM

unwirksam
unwirksam

0,22 pM
0,25 pM
6,5 pM
2,9 pM

ersten Schritt aus Gewebeproben des Herzens vom
Kalb, die in flussigem Stickstoff schockgefroren

wurden,Total-RNA isoliert. Aus dieser RNA-Ma-
trize wurde mittels RT-PCR-(reverse transcription
polymerase chain reaction) und RACE-(rapid
amplification of cDNA ends) Techniken die cDNA,
die die codierende Sequenz fur die kardiale

Isoform des Na+-Kanals des Rindes enthalt, amplifi-
ziert Durch Klomerung und anschliessende

Sequenzierung erhielten wir eine Nukleotidsequenz

einer Grosse von 6,5 kB. Die erhaltene Sequenz

wurde mittels BLAST-Suche analysiert. Die Analyse

ergibt ein offenes Leseraster von 2025 Aminosäuren,

die emgefasst sind von einer kurzen mcht

translatierten Region am 5V-Ende und einer

längeren nicht translatierten Region am 3V-Ende. Der

Vergleich mit der Herzisoform des Menschen und

der Ratte zeigt eine Ubereinstimmung des span-

nungsabhangigen Na+-Kanals von 89,7%.

Zur funktionellen Charakterisierung sollen die

Na+-Kanalproteme (cRNA der klomerten a-
Unteremheit des kardialen Na+-Kanals) von Rind
und Ratte nachfolgend m Oozyten des Frosches

«Xenopus laevts» injiziert und elektrophysiologisch,

mittels Zwei-Elektroden-Spannungsklemmtech-

mk, untersucht werden. Die Expression von Io-
nenkanalen in Oozyten ist ein geeignetes Modellsystem,

um Struktur-Wirkungs-Beziehungen von

spannungsabhangigen Ionenkanalen zu untersuchen.

In diesem System sollen eine funktionelle

Charakterisierung des kardialen spannungsabhangigen

Na+-Kanals des Rindes und eine mögliche

Identifizierung der Bindungsstelle von DPI 201-

106 bzw. SDZ 211-939 erfolgen
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