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Speziesdifferenzen kardialer Natriumkanale

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

Veterinar-pharmakologisches Institut der Universitat Bern

7 Zusammenfassung

Bs wird ein Projekt beschrleben in dem Spe-
ziesdifferenzen der Na*-Kanile des Myokards
mit elektrophysiologischen und molekularbio-
logischen Methoden erforscht werden. Aus-
gangspunkt war die Beobachtung, dass neuar—
tige synthensche Wirkstoffe (DPI 201-106,
SDZ 211-939), welche die Ionenle1tfah1gke1t
der Kanile verlingern und positiv inotrop wir-
ken, beim Rind unwirksam sind, im Gegensatz ,
 zu allen anderen untersuchten Spezies. Ziel des
PrOJ ektes ist es, das Na*-Kanal-Protein des Rin-
derherzens zu klonieren und molekular verglei-
chend zu charakterisieren, um Grundlagen-
kenntnisse iiber die Steuerung der Kanile zu er-
weitern und diese zur Entwicklung von praxis-
tauglichen  Inotropika Eine
funktionelle Charakterisierung der kardialen
Isoform des Na*—Kanals des Rindes wird in
'Oozyten (Xenopus laems) vorgenommen, mit

anzuwenden.

dem Ziel der Idenuﬁzmrung der Bmdungsstelle
der syntheuschen nganden !

“‘:“Schlusselworter. Natnumkanale - Myokard = “f’“
Rmd Speznesunterschlede - :

Einleitung

Die Untersuchungen an kardialen Ionenkanilen
bilden einen Schwerpunkt der Grundlagenfor-
schung am Veterinir-pharmakologischen Institut
der Universitit Bern. Wir konzentrieren uns dabei
auf die Natrium-(Na*-)Kanile der Herzzellen. Die
Ionenleitung durch den Kanal wird durch das
Membranpotential reguliert. Hierbei ist ein Span-
nungsfiihler im oder am Kanal erforderlich. Durch
Vorginge der Aktivierung und Inaktivierung des
Kanals wird die Ionenleitung reguliert. Beide Vor-
ginge werden durch Depolarisation ausgelst.
Wirkstoffe, die gezielt Na*-Kanal-Wirkungen ver-
mitteln, bendtigen entsprechende Bindungsstellen.
Liganden fiir diese Bindungsstellen sind bekannt,
wobei nur wenige flir das Herz spezifisch sind. Zu
diesen Liganden gehoren dusserst potente Toxine
wie Tetrodotoxin und Saxitoxin (Bindungsstelle 1,
Cevera-

am Selektivititsfilter), Batrachotoxin,

trumalkaloide und Akonitin (Bindungsstelle 2, an

Différences intgrraciales dans les canaux
- sodiques cardiaques

Cette étude électrophysiologique, effectué avec
des méthodes de biologie moléculaire, décrit la
différence interraciale des canaux sodiques car-
diaques. Des études préalables ont montré I'effi-
cacité des nouvelles substances synthetlsees (DPI
1201-106,SDZ 211-939) qui prolongent la con-
duction ionique des canaux et ont un effet ino-
trope positif. Ces molécules sont inefficaces chez
les bovins, au contraire de toutes les autres espe-
ces animales examinées. En clonant et isolant la
_ séquence de I'isoforme bovine des canaux sodi-
_ques du myocarde afin d’obtenir les caractéristi-
ques moléculaires comparatives, nous espérons
- étendre les connaissances de base sur les méca-
nismes d’action des canaux sodiques dans I'idée
de développer a Pavenir de nouveaux agents in-
otropes positifs. Une caractérisation fonction-
nelle de I'isoforme du canal sodique du myo-
carde bovin est faite dans des oocytes (xenopus
laevis) avec le but d’identifier le point de fixation
des patﬁcules synthétiques mentionnées.

Mots-clé: canaux sodiques cardiaques -
myocarde - bovin — différences interriciales

m- und h-Toren, welche dann permanent offen ge-
halten werden) oder Polypeptide von Skorpionen
und Seeanemonen (Bindungsstelle 3) (Scholtysik
und Quast, 1986). Letztere sind flir uns von beson-
derem Interesse. Auf andere Bindungsstellen des
Na*-Kanals kann hier verzichtet werden, da sie fiir
die Wirkung der in diesem Projekt untersuchten
Substanzen nicht von Bedeutung sind. Die durch
Liganden der Bindungsstellen 2 und 3 besetzten
Kanile kénnen ihr Inaktivierungstor nicht mehr
betitigen. Es werden die h-Tore in gedfineter Po-
sition fixiert, wihrend die m-Tore den normalen
Zyklus durchlaufen. Die wesentliche elektro-
physiologische Folgeerscheinung ist die Verlinge-
rung der Dauer des Aktionspotentials, da die Off-
nungszeit der Na*-Kanile verlingert ist. Die funk-
tionelle Konsequenz ist eine Belastung der Herz-
zellen mit Na*, was dann via Na*-Cat*-Austausch
zu einem positiv inotropen Effekt fiihrt (Scholty-
sik, 1989). Dieser Effekt ist auch prinzipiell von den
Herzglykosiden her bekannt.
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Unsere Arbeiten zielen also sowohl auf die Gewin-
nung grundlegender Erkenntnisse der Steuerung
kardialer Na*-Kanile ab als auch auf die praktische
Anwendung neuer Wirkstoffe als Inotropika.

Synthetische Na+-Kanal-Liganden

Es ist uns gelungen, mit synthetisch hergestellten
Stoffen eine neue Klasse von Verbindungen aufzu-
finden, die die Na*-Kanile des Herzens in der er-
wiinschten Weise modulieren (Scholtysik et al.,
1985; Scholtysik und Riiegg, 1987; Scholtysik,
1989; Scholtysik et al., 1993). Im Gegensatz zu den
bereits genannten Toxinen wie Veratridin und Bat-
rachotoxin oder Seeanemonentoxinen zeigen diese
Substanzen keine proarrhythmogene und vasokon-
striktorische Wirkung. Sie sind also fiir den thera-
peutischen 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 weiter-
entwickelt (Raap etal., 1997; Doggrell und Brown,
1997; Tsushima et al., 1999).

Speziesdifferenzen
Die umfangreichsten pharmakologischen Infor-

mationen liegen flir DPI 201-106 vor. Die Biblio-
grafie fuir diese Verbindung umfasst inzwischen 186

= ——CHZ———EH ——-CHZ———U——- H

Publikationen weltweit (bei den Autoren erhilt-
lich). Es ist erwiesen, dass DPI 201-106 bei allen
bisher

menschlichen Herzen insofern wirksam ist, als dass

untersuchten Tierarten inklusive am
es Aktionspotentiale verlingert und positiv inotrop
wirkt. Zu den literaturbekannten in dieser Hinsicht
untersuchten Spezies zihlen Affe, Meerschwein-
chen, Ratte, Katze, Kaninchen, Hund, Hamster,
Frettchen, Pferd, Schwein, Schaf und Ziege (Schol-
tysik und Riiegg, 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 fiir 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 Rinderher-
zens eine Differenz gegeniiber allen anderen unter-
suchten 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. ZumVer-
gleich sind in Tabelle 1 aus Konzentrations-Wir-
kungs-Kurven Werte fiir die Verlangerung der Ak-
tionspotentialdauer bei Rind und Schwein aufge-
fiihrt.

Versuch zur molekularen Charakteri-
sierung des Na+-Kanals

Um die Griinde fuir die auffallende Speziesdifferenz
zu untersuchen, haben wir ein molekularbiologi-
sches Projekt initiiert. Das Ziel dieses Projektes ist,
den spannungsabhingigen kardialen Na*-Kanal
des Rindes zu klonieren und mdégliche Unter-
schiede in der Sequenz der a-Untereinheit des kar-
dialen Na*-Kanals imVergleich zu der anderer Spe-
zies zu analysieren. Der entsprechende Klon der -
Untereinheit des kardialen Na*-Kanals von Ratte
und Mensch ist erhiltlich. Die Struktur des Na*-
Kanals ist in verschiedenen Reviews (Marban et al.,
1998, Fozzard and Hanck, 1996, Catterall 1995,
Steinberg et al., 1998) detailliert beschrieben.

Da im Herzen zwei Isoformen des spannungsab-
hingigen Na*-Kanals vorkommen, namlich eine
kardiale und eine neuronale Isoform, haben wir
spezifische Sonden hergestellt, die geeignet sind,
die jeweilige Isoform zu identifizieren. Diese
cRINA-Sonden koénnen zur Identifikation von

SDZ 211-939

DPI 201-106

*asymmetrischer Kohlenstoff

Herz- und Gehirnisoform mittels Northern Blots
verwendet werden.

Abbildung 1: Chemische Strukturen der synthetischen Verbindungen DPI 201- Fir die Herstellung eines «full length clones» des

106 und SDZ 211-939.  kardialen Na*-Kanals des Rindes wurde in einem
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Tabelle 1:Verlingerungen transmembrandrer ventrikulirer Aktionspotentiale um
50% bei 30% Repolarisation.

ersten Schritt aus Gewebeproben des Herzens vom
Kalb, die in fliissigem Stickstoff schockgefroren
wurden, Total-RINA isoliert. Aus dieser RINA-Ma-
trize wurde mittels RT-PCR -(reverse transcription
polymerase chain reaction) und RACE-(rapid am-
plification of cDNA ends) Techniken die cDNA,
die die codierende Sequenz fiir die kardiale Iso-
form des Na*-Kanals des Rindes enthilt, amplifi-
ziert. Durch Klonierung und anschliessende Se-
quenzierung erhielten wir eine Nukleotidsequenz
einer Grosse von 6,5 kB. Die erhaltene Sequenz
wurde mittels BLAST-Suche analysiert. Die Ana-
lyse ergibt ein offenes Leseraster von 2025 Amino-
sduren, die eingefasst sind von einer kurzen nicht
translatierten Region am 5°-Ende und einer lin-
geren nicht translatierten Region am 3 -Ende. Der
Vergleich mit der Herzisoform des Menschen und
der Ratte zeigt eine Ubereinstimmung des span-
nungsabhingigen Na*-Kanals von 89,7%.

Zur funktionellen Charakterisierung sollen die
Na*-Kanalproteine (cRNA der klonierten o-
Untereinheit des kardialen Na*-Kanals) von Rind
und Ratte nachfolgend in Oozyten des Frosches
«Xenopus laevis» injiziert und elektrophysiologisch,
mittels Zwei-Elektroden-Spannungsklemmtech-
nik, untersucht werden. Die Expression von Io-
nenkanilen in Oozyten ist ein geeignetes Modell-
system, um Struktur-Wirkungs-Beziehungen von
spannungsabhingigen Ionenkanilen zu untersu-
chen. In diesem System sollen eine funktionelle
Charakterisierung des kardialen spannungsabhin-
gigen Na*-Kanals des Rindes und eine mogliche
Identifizierung der Bindungsstelle von DPI 201-
106 bzw. SDZ 211-939 erfolgen.
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