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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Grundlagen
1.1.1. Zellmembran und Ruhepotential

Alle Zellen des menschlichen Korpers sind von einer Zellmembran umgeben. Durch diese,
aus einer Lipiddoppelschicht bestehende Membran, wird das Zellinnere vom
Extrazellularraum getrennt. Damit ist eine Abdichtung nach auBBen hin gegeben, welche die
Zelle vor schadigenden Einflissen von aullen schitzt und die intrazellulare Homdostase
gewdhrleistet. Hierdurch wird der unkontrollierte Verlust intrazellularer Bestandteile
verhindert. Andererseits miissen aber fir eine regelgerechte Funktion der Zelle sowohl als
Einzelne als auch im Zellverband weiterhin der Stoffaustausch und die Kommunikation mit
dem Extrazellularraum und benachbarten Zellen gewahrleistet bleiben. Zu diesem Zweck
besteht die Membran nicht nur aus den Phospholipiden, welche die Lipiddoppelschicht

bilden, sondern ist auch mit speziellen Transportproteinen ausgestattet (Hille 2001).

So ist es geladenen Teilchen wie Na’- und K'-lonen nur méglich, die hydrophobe
Zellmembran Uiber spezielle Kanile und Transporter zu passieren. Uber die Regulation dieser
Proteine, welche zum einen durch eine differentielle Genexpression und zum anderen durch
Modifikation der Funktion, z.B. Gber Phosphorylierung und Dephosphorylierung erfolgt, ist

die Zelle in der Lage, den Fluss verschiedener Substrate zu steuern.

In den beiden Kompartimenten Intrazellularraum und Extrazellularraum herrschen
unterschiedliche Konzentrationen von Elektrolyten. Wihrend die K*-Konzentration in der
Zelle bei ca. 155 mmol/I liegt, ist sie auBerhalb der Zelle mit ca. 4 mmol/I deutlich geringer.
Entgegengesetzt dazu verhilt sich die Na*-Konzentration mit ca. 12 mmol/l innerhalb und ca.

145 mmol/l auBerhalb der Zelle (Hille 2001).

Diese Konzentrationsgradienten werden im Wesentlichen durch die Aktivitdt der Na*/K'-
Pumpe, die unter Verbrauch von je einem Molekiil Adenosintriphosphat (ATP) 3 Na'-lonen
aus der Zelle heraus und 2 K*-lonen in die Zelle hinein transportiert, aufrecht erhalten. Da
die Zellmembran in Ruhe eine hoéhere Leitfdhigkeit flir Kaliumionen als flr andere lonen
besitzt, stromen entlang des Konzentrationsgradienten daher permanent einfach positiv

geladene K'-lonen aus der Zelle. Der Intrazellularraum wird damit gegeniiber dem
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Einleitung

Extrazellularraum negativ geladen. Diese als Diffusionspotential bezeichnete elektrische
Spannung steht dem Konzentrationsgradienten der lonen entgegen und verhindert

zusatzlich den Ausgleich der Konzentrationsunterschiede.

Sind diese beiden, entgegengesetzt wirkenden Krafte gleich groB, sistiert der lonenfluss tGber
die Zellmembran. Das Membranpotential, bei welchem fiir ein gegebenes lon kein lonenfluss
Uber eine semipermeable Membran stattfindet, wird als Gleichgewichtspotential bezeichnet.
Mit Hilfe der Nernst-Gleichung® ergibt sich fir Kalium ein Gleichgewichtspotential von
ca. -98 mV, fiir Natrium von etwa +67 mV (Hille 2001). Da die Leitfahigkeit der Zellmembran
in Ruhe fir Kaliumionen deutlich hoher ist als fir Natriumionen, liegt das
Ruhemembranpotential der Zelle nahe dem Gleichgewichtspotential fir Kalium, auf Grund
der aber dennoch offenen Natrium- und Kalziumkandle etwas positiver, bei ca. -70

bis -90 mV (Schmidt et al. 2010).
1.1.2. Aktionspotentiale

Elektrisch erregbare Zellen zeichnen sich dadurch aus, dass sie Aktionspotentiale erzeugen
und hierdurch Informationen innerhalb der Zelle, aber auch von Zelle zu Zelle weiterleiten
konnen. Neben Nervenzellen sind auch Skelettmuskel- und Herzmuskelzellen elektrisch

erregbar (Hille 2001).

Auf einen adaquaten Reiz hin depolarisiert die Zellmembran und erzeugt eine kurz
andauernde, (iberschieRende Anderung des Membranpotentials: das Aktionspotential.
UberschieRend bedeutet in diesem Zusammenhang eine Depolarisation der Zellmembran in
den Bereich positiver Spannungswerte. Die Entstehung und der Ablauf eines
Aktionspotentials folgen dabei dem ,Alles-oder-Nichts-Prinzip“: kommt es nach einem
adaquaten Reiz zur Entstehung eines Aktionspotentials, lauft dieses immer stereotyp ab.
Form und Amplitude eines Aktionspotentials bzw. die Frequenz aufeinanderfolgender
Aktionspotentiale hdngen von der lonenkanalverteilung in der jeweiligen Zellmembran ab

und sind somit zellspezifisch. Auch das sog. Schwellenpotential, d.h. das Membranpotential,

1 . . R«T X;
Nernst-Gleichung fur das lon “X”: E, = P =t

*Zy Xa
E: Elektrodenpotential, R: Allgemeine Gaskonstante, T: Absolute Temperatur, F: Faradaykonstante,
Z,: Ladungszahl des lons ,X“, X;: Konzentration des lons ,X“ innen, X,: Konzentration des lons ,X“ auBen
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Einleitung

bei dem es zur Generierung eines Aktionspotentiales kommt, ist fiir jeden Zelltyp

charakteristisch (Hille 2001).

Zu Beginn des Aktionspotentials 6ffnen sich in den meisten Zellen spannungsabhingige
Natriumkandle und ermdglichen so den schnellen Einstrom von Natrium-lonen. Durch den
Einstrom positiver Ladungstrager kommt es dann zur Depolarisation der Zellmembran. In
den Zellen des Erregungsbildungs- und -leitungssystems des Herzens erfolgt diese
Depolarisation nicht durch Natriumkandle, sondern durch spezielle Kalziumkanale. Dieser
sogenannten Aufstrichphase folgt die Repolarisationsphase (bzw. die Plateauphase im
Herzen). In der Repolarisationsphase inaktivieren die Natrium- und Kalziumkanale und es
kommt zur Offnung von Kaliumkanélen. Die Plateauphase des Arbeitsmyokards zeichnet sich
durch einen langsamen lonenstrom durch spezielle Kalziumkanale aus, dadurch halt die Zelle
fiir diese Zeit eine relativ konstante Spannung. Durch die jetzt hohe Kaliumleitfahigkeit der
Zellmembran strémen K'-lonen aus der Zelle. Durch den nun dominierenden Ausstrom

positiver Ladungstrager kommt es zur Repolarisation der Zellmembran.

Am Ende dieser beiden Phasen nahert sich das Membranpotential wieder dem
Ruhemembranpotential an. Dabei kann es durch tiberschieBenden Ausstrom von K*-lonen zu
einem so genannten hyperpolarisierenden Nachpotential kommen. Wahrend dieser Zeit ist
die Zelle in der Refraktarphase, das heildt aktuell nicht (absolute Refraktarphase) oder nur
mit geringerer Amplitude des entstehenden Aktionspotentials (relative Refraktdrphase)
erregbar. Zudem ist wahrend der relativen Refraktdrphase eine héhere Reizstarke zur
Auslosung eines Aktionspotentials notwendig. Dieser Phase liegt die noch bestehende
Inaktivierung der Natrium- und Kalziumkanale zu Grunde, die eine erneute Depolarisation zu

diesem Zeitpunkt verhindert.
1.1.3. Erregungsbildung und -leitung im Herzen
1.1.3.1. Anatomie

Im Herzen wird die Erregungsbildung und —leitung von spezialisierten Herzmuskelzellen
Ubernommen. Sie zeichnen sich unter anderem durch eine geringere Ausstattung mit
kontraktilen Elementen aus und haben kein stabiles Ruhemembranpotential. Stattdessen
zeigen sie eine Spontandepolarisation bis hin zur Schwelle fir die Auslosung eines
Aktionspotentials und sind damit essentiell flr die Aufrechterhaltung einer regelmaRigen

-3-
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Herzaktion. Vermittelt wird die spontane diastolische Depolarisation hauptsachlich durch
den unselektiven Einstrom von Kationen, dem sog. funny current (lf). Dieser Strom wird
primar durch den Kanal HCN4 getragen, der bei einer Hyperpolarisation der Membran
aktiviert wird, ein Fakt, der dem Strom den Namen funny verschafft hat (Brown et al. 1979)
und dessen Gen hauptsachlich im Bereich des Erregungsbildungs- und —leitungssystems

exprimiert wird (Shi et al. 1999).

Im Bereich der Vorhofe liegt der Sinusknoten (Nodus sinuatrialis), der aus einigen hundert
Zellen besteht und im rechten Vorhof im Bereich der Miindung der oberen Hohlvene
lokalisiert ist. Dieser Zellverband ist der primare, da schnellste Schrittmacher des Herzens.
Ohne neuronale oder humorale Einfliisse generieren diese Zellen bei einem erwachsenen

Menschen eine Frequenz von ca. 60-80/min (Schmidt et al. 2010).

Die im Sinusknoten entstandene elektrische Erregung wird durch das Arbeitsmyokard der
Atrien geleitet. Diese Fortleitung geschieht hier — wie im gesamten Reizleitungssystem —
durch so genannte gap junctions, die aus Connexonen aufgebaut, kleine Kanéale zwischen
den Zellen ausbilden. Uber diese Kanile erfolgt die elektrische Kopplung der

Herzmuskelzellen untereinander.

Am Ubergang zwischen den Vorhéfen und den Kammern, auf der rechten Seite des Septum
interatriale, liegt der AV-Knoten (Atrioventrikularknoten, Nodus atrioventricularis). Auch
dieser Zellverband produziert eine Eigenfrequenz, da sie mit ca. 40-50/min aber langsamer
als die des Sinusknoten ist, erreicht die Erregung des Sinusknotens den AV-Knoten

normalerweise, bevor dieser ein eigenes Aktionspotential initiieren kann.

Vom kompakten AV-Knoten ausgehend entspringt das His-Bindel (Truncus fasciculi
atrioventricularis), das die Erregung auf die Ventrikel Uberleitet. Nimmt man diese
Verbindung aus, so sind die Vorhofe und Kammern elektrisch vollstandig (ber die
bindegewebige Ventilebene (AV-Klappenebene) voneinander getrennt. Die Erregung breitet
sich nach dem His-Bilindel Gber den rechten und linken Kammerschenkel (Tawara-Schenkel)
weiter Uber die Purkinje-Fasern in den Kammern aus. Wie Sinusknoten und AV-Knoten sind
diese Abschnitte des spezifischen Erregungsbildungs- und —leitungssystems zur spontanen
diastolischen Depolarisation fahig, die aber mit einer Frequenz von 30-40/min noch einmal

langsamer ausfallt. Somit kommt dem AV-Knoten sowie dem spezifischen
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Reizleitungssystem der Ventrikel bei regelgerechter Sinusknotenfunktion eine Bedeutung als

sekundares bzw. tertiares Schrittmacherzentrum zu.

In den Ventrikeln breitet sich die Erregung in den Zellen des Arbeitsmyokards der Kammern
analog zu der Ausbreitung in den Atrien und des Reizleitungssystems, d.h. von Myokardzelle

zu Myokardzelle, durch gap junctions aus.
1.1.3.2. Aktionspotentiale

Betrachtet man die Aktionspotentiale der Herzmuskelzellen, so muss man zunachst zwischen
Zellen des Erregungsbildungs- und -—leitungssystems und Zellen des Arbeitsmyokards

unterscheiden.

In den Zellen des Erregungsbildungs- und —leitungssystems beginnt das Aktionspotential
durch den Einstrom von Ca**-lonen durch spezielle Kalziumkandle, wenn die spontane
diastolische Depolarisation das Schwellenpotential von ca. -40 mV erreicht oder die Zelle
durch gap junctions von einer Nachbarzelle depolarisiert wird. Im Verlauf steigt die
Leitfahigkeit fir K'-lonen stark an, was dann zur Riickkehr auf das Ausgangspotential

(maximal diastolisches Potential) fiihrt.

Das Aktionspotential in Zellen des Arbeitsmyokards beginnt, analog zu den allgemeinen
Ausflihrungen in Abschnitt 1.1.2, bei Erreichen des Schwellenwerts von ca. -70 mV mit dem
Einstrom von Na'-lonen durch Natriumkanale. Die Hauptrolle spielt dabei im Herzen der

Kanal Na,1.5 (Gen: SCN5A) (Rogart et al. 1989).

Diese Natriumkanale werden spannungsabhangig jedoch ab einer Spannung von ca. -40 mV
wieder inaktiviert und sind in diesem Zustand fiir lonen impermeabel. Da jedoch nicht alle
Kanale bei exakt der gleichen Spannung inaktivieren, erreicht das Membranpotential Werte
bis zu +20 mV (der so genannte ,,Overshoot”), gefolgt davon setzt die Repolarisation ein. Fiir
diese Phase sind ein Kaliumausstrom sowie ein Einstrom von Cl lonen verantwortlich

(Schmidt et al. 2010).

Als Besonderheit der Herzmuskelzellen des Arbeitsmyokards folgt nun eine ausgepragte
Plateauphase (siehe Abbildung 1), fir die ein langsamer Einstrom von Ca®*-lonen durch L-
Typ-Kalziumkanale verantwortlich ist (Schmidt et al. 2010). Diese Kandle 6ffnen sich bei

ca. -40 mV und bleiben die Plateauphase tber (200-400 ms) geoffnet. Dabei erfiillt diese
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Phase eine sehr wichtige Aufgabe im Myokard. In der Zeit des Plateaus bleiben die schnellen
Natriumkanale auf Grund der Spannung inaktiviert, es kann also nicht zur Ausbildung eines
weiteren Aktionspotentials kommen. Die Zelle ist absolut refraktdr. Dies ist wichtig, damit
sich die Erregung nur in eine Richtung ausbreiten und nicht wieder zuriicklaufen kann, da
sich  sonst kreisende Erregungen im  Herzen ausbilden und tachykarde
Herzrhythmusstorungen entstehen konnen, die im Bereich der Ventrikel oftmals

lebensbedrohlich sind und einen funktionellen Herzstillstand bedeuten kénnen.

Sobald sich die L-Typ-Kalziumkanale schlieRen, beginnt die vollstandige Repolarisation der

Zelle. Diese Phase wird wiederum von Kaliumkanalen getragen.

Erreicht das Membranpotential Werte von ca. -40 mV werden die schnellen Natriumkanale
nach und nach wieder aktivierbar. Sie sind nun wieder geschlossen und sind in der Lage, auf
eine erneute Depolarisation mit Offnen der Membranpore zu reagieren. Da in dieser Phase
noch nicht alle schnellen Natriumkandle dazu in der Lage sind, ist eine hdhere Reizstarke flr
die Auslosung eines Aktionspotentials notwendig. In dieser Phase ausgeloste
Aktionspotentiale weisen eine geringere Amplitude auf. Dies bezeichnet man als relative

Refraktarphase.
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Membranpotential [mV]
A Aktionspotential
Initiale Spitze (1)
Plateau (2)
0 —
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_50 —
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=100 1 T T | T T
-100 0 100 200 300 400
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Abbildung 1 - Aktionspotential im Arbeitsmyokard

Das Aktionspotential lasst sich in fiinf Abschnitte einteilen. Phase 0 ist eine schnelle Depolarisation
(Aufstrich). Eine teilweise Repolarisation nach dem Aufstrich bestimmt die folgende Phase 1
(initiale Spitze), die in Phase 2 (Plateau) libergeht. Die endgiiltige Repolarisation (Phase 3) fiihrt
zum Ruhemembranpotential (Phase 4).

Aus Schmidt et al. (2010), S. 519

1.2. Spannungsabhingige Natriumkanale

1.2.1. Vorkommen und Bedeutung

Spannungsabhangige Natriumkandle spielen, wie in den vorangegangenen Abschnitten
gezeigt, eine wichtige Rolle bei der Generierung und Weiterleitung von Aktionspotentialen.
Sie haben die Eigenschaft, sich spannungsabhédngig innerhalb von Millisekunden zu 6ffnen

und wieder zu verschlieRen und in dieser Zeit selektiv Na*-lonen passieren zu lassen.

Bisher sind beim Menschen 9 verschiedene funktionelle Natriumkanale (Na,1.1 — Na,1.9)
bekannt. AulRerdem findet sich ein weiteres Gen (SCN7A), das fir ein dhnliches Produkt
kodiert und als Nay oder Na,2.1 bezeichnet wird (Catterall et al. 2005). Dieses Protein wird
jedoch nicht spannungsabhangig aktiviert, sondern ist ein Sensor fiir die extrazelluldre
Natrium-Konzentration (Hiyama et al. 2002). Die verschiedenen Typen zeigen

unterschiedliche Verteilungsmuster in den einzelnen Geweben (siehe hierzu Tabelle 1).
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Wadhrend die Typen Na,1.1, Na,1.2, Na,1.3, sowie Na,1.6 hauptsdchlich im Zentralen
Nervensystem (ZNS) vorkommen, ist der Kanal Na,1.4 typisch fiir den Skelettmuskel und der
Kanal Na,1.5 der in Herzmuskelzellen typischerweise vorkommende spannungsabhangige

Natriumkanal (Goldin 2001; Catterall et al. 2005).
Tabelle 1 - Spannungsabhangige Natriumkanale

Erstellt nach Goldin (2001) und Catterall et al. (2005), ohne Nay. In dieser Arbeit untersuchte
Kanaile sind hervorgehoben.

Protein Gen Hauptexpressionsort

Na,1.1 SCN1A Zentrales Nervensystem (ZNS), Kardiomyozyten
Na,1.2 SCN2A ZNS

Na,1.3 SCN3A ZNS, Kardiomyozyten

Na,1.4 SCN4A Skelettmuskulatur

Na,1.5 SCN5A Kardiomyozyten, denervierte Skelettmuskulatur
Na,1.6 SCN8A ZNS und Peripheres Nervensystem (PNS)

Na,l1.7 SCN9A PNS

Na,1.8 SCN10A PNS

Na,1.9 SCN11A PNS

Aber nicht nur in Zellen des Nervensystems und in Muskelzellen spielen
spannungsabhadngige Natriumkandle eine wichtige Rolle. Schon Mitte der 1990er Jahre
konnte an Prostatakrebszellen gezeigt werden, dass spannungsabhdngige Natriumkanale in
diesen Krebszelllinien exprimiert werden und wesentlich zu der Invasivitdt dieser Zellen
beitragen (Grimes et al. 1995; Laniado et al. 1997). Neuere Studien zeigten diese Expression
auch in Brustkrebszellen. Auch dort konnte eine héhere Metastasierungsrate bei erhéhter

Expression der Natriumkanale gezeigt werden (Fraser et al. 2005).

Es konnte aullerdem nachgewiesen werden, dass die Expression der spannungsabhangigen
Natriumkanale alleine eine hohere Invasivitit einzelner Krebszelllinien ausmachen kann, was
zusatzlich deren Bedeutung im Prozess der Kanzerogenese unterstreicht (Bennett ES et al.

2004).

Neuere Studien konnten zeigen, dass auch die, auf Grund ihres Hauptexpressionsorts, als

Hirntyp-Natriumkandle bezeichneten Proteine wichtige Funktionen im Myokard
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ibernehmen. So sind die Kandle Na,1.1, Na,1.3 und Na,1.6 in den T-Tubuli der
Kardiomyozyten exprimiert und spielen eine wichtige Rolle bei der elektromechanischen
Kopplung, das heilt, der Ubertragung der elektrischen Erregung in die Kontraktion der Zelle

(Maier et al. 2002).

Weiterfihrende Studien konnten ebenfalls eine elementare Beteiligung der Hirntyp-
Natriumkandle an der Entstehung der ordnungsgemiafen Herzfrequenz im Sinusknoten
zeigen. Wahrend es nicht gelang, den herztypischen Natriumkanal Na,1.5 im Zentrum des

Sinusknotens nachzuweisen, gelang dies fiir Na,1.1 und Na,1.3 (Maier et al. 2003).

In einer nachfolgenden Arbeit konnte dann aber auch gezeigt werden, dass sowohl Hirntyp-
Natriumkandle (hauptsachlich Na,1.1) als auch Herztyp-Natriumkandle (Na,1.5) fiir die
Schrittmacherfunktion des Sinusknotens wichtig sind. Dabei scheint Na,1.5 die Funktion der
Erregungsweiterleitung aus dem Sinusknoten auf die Zellen des Vorhofmyokards
zuzukommen, was auch seine vermehrte Expression in der Umgebung des Sinusknotens

nahe legt (Lei et al. 2004).

Uber die differentielle Expression dieser Natriumkanile im sich entwickelnden Myokard ist
bisher wenig bekannt, in anderen Organsystemen konnte die wichtige Rolle der Kanale bei

der Entwicklung jedoch belegt werden.

So konnte in einer Arbeit an spinalen Motoneuronen junger Mause gezeigt werden, dass der
Hirntyp-Natriumkanal Na,1.6 (Gen: SCN8A) an der postnatalen Steigerung des
Natriumstroms essentiell beteiligt ist. Motoneurone aus SCN8A-defizienten Mausen zeigten
keinen Anstieg des Natriumstroms im Vergleich zum Tag der Geburt, zudem traten bei
diesen Tieren progressive Muskelstorungen auf, die 3-4 Wochen nach der Geburt zum Tod
der Tiere fiihrten. Mause ohne diese Mutation zeigten jedoch einen deutlichen Anstieg des
Natriumstroms, so dass gezeigt werden kann, dass die postnatale Expressionssteigerung des
Gens SCN8A und damit der vermehrte Einbau des Kanalproteins Na,1.6 in die Zellmembran

zu der Steigerung des Natriumstroms flhrt (Garcia et al. 1998).
1.2.2. Aufbau und Funktion

Zentraler Bestandteil eines spannungsabhangigen Natriumkanals ist die porenbildende a-
Untereinheit, die mit 1 bis 2 B-Untereinheiten assoziiert den voll funktionsfahigen

lonenkanal bildet (Hartshorne und Catterall 1981) .
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Die a-Untereinheit besteht wiederum aus vier gleich aufgebauten Transmembran-Domanen
(D1-D4), die auf der Membraninnenseite verbunden sind. Die 4 Domanen setzen sich jeweils
aus 6 Transmembransegmenten zusammen, die sich als hydrophobe Anteile gut in das
hydrophobe Milieu der Zellmembran einlagern kénnen. Dem Segment S4 kommt eine
besondere Rolle zu. Da in diesem Bereich viele positiv geladene Aminosdauren vorkommen,
ist dieser Abschnitt bei physiologischem pH-Wert positiv geladen und dient dem Kanal als
Spannungssensor (Noda et al. 1984; Stihmer et al. 1989). Die Segmente S5 und S6 jeder
Domane bilden zusammen die eigentliche Pore des Proteins. Bei den spannungsabhangigen
Natriumkandlen handelt es sich um hoch-selektive Kanale, da im duBeren Bereich der Pore
ein so genannter Selektivitatsfilter vorhanden ist (Noda et al. 1984). Das Verbindungsstiick
zwischen Domane 3 und 4 enthalt die Aminosauren Isoleucin, Phenylalanin und Methionin
(IFM-Partikel). Fur diesen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass er von entscheidender
Bedeutung fiir die schnelle Inaktivierung des Natriumkanals ist (West et al. 1992). Die

Struktur eines spannungsabhangigen Natriumkanals zeigt Abbildung 2.

DIl DIV

121315 |6] [1]2]3*]5] |6

COOH

Abbildung 2 - Struktur eines spannungsabhéngigen Natriumkanals (a-Untereinheit)
Zu beachten ist insbesondere das als Spannungssensor dienende Segment S4 (mit +++ -markiert),
sowie das IFM-Partikel zwischen Domaine 3 und 4. Abbildung modifiziert nach Abriel (2007), S. 382.
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Kommt es zu einer Membrandepolarisation, so verschiebt sich das S4 Segment, was (iber
eine daraus resultierende Konformationsdnderung des Proteins zu einer Offnung der
Kanalpore fihrt (Catterall 1986). Charakteristisch fir die spannungsabhangigen
Natriumkandle ist die schnelle Inaktivierung und damit das schnelle Sistieren des
Natriumeinstroms. Die Inaktivierung erfolgt durch die ebenfalls spannungsabhangige
Bewegung des IFM-Partikels des Verbindungsstiicks zwischen Domane 3 und 4 in die Pore
hinein (Vassilev et al. 1988).

Veranschaulicht ist dieses auch als ball-and-chain bezeichnete Modell in Abbildung 3

(Armstrong und Bezanilla 1977).

o —

00000 0k
—

Abbildung 3 — lonenkanalzustinde

Die Abbildungen zeigen den Kanal in seinen drei Hauptzustinden: aktivierbar, geschlossen (C), im
offenen Zustand (O) und im inaktivierten Zustand (I). Dabei ist die Blockierung der Pore zu sehen.
Aus Schmidt et al. (2010), S. 57

Die schnelle Inaktivierung ist wichtig, um Erregungen in eine distinkte Richtung
weiterzuleiten. Da jeder Kanal nur fur kurze Zeit 6ffnet und anschlieend fiir eine relativ
langere Zeit inaktiviert bleibt, breitet sich die Erregung nur in eine Richtung aus und kann
nicht in die andere Richtung zurticklaufen.

Repolarisiert die Zelle, kommt es zur Beendigung der Inaktivierung und schlieBlich befindet
sich der Kanal (iber eine Konformationsdanderung wieder im aktivierbaren, geschlossenen

Zustand.
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1.2.3. Unterschiede zwischen Hirn- und Herztyp-Natriumkanalen

Obwohl sich die einzelnen Isoformen der spannungsabhangigen Natriumkanale strukturell
nicht wesentlich voneinander unterscheiden, wie dieses beispielsweise bei den Kalium- oder
Kalzium-Kanéalen der Fall ist, so weisen sie doch funktionell z.T. bedeutende Unterschiede
zueinander auf (Goldin 2001).

So konnte gezeigt werden, dass der herztypische Na,1.5 Kanal bereits bei einem um 20 mV
geringeren Membranpotential aktiviert als der Hirntyp-Kanal Na,1.2 (Mantegazza et al.
2001). Fur die Hirntyp-Kandle Nay,1.1 und Na,1.2 wiederum konnte eine dhnliche
Aktivierungskinetik nachgewiesen werden (Smith und Goldin 1998), sodass die
Untersuchungsergebnisse von Mantegazza et al. (2001) auch bei diesem Kanal angewendet
werden dirfen.

Ein weiterer elektrophysiologischer Unterschied zwischen dem herzspezifischen Natrium-
Kanal Na,1.5 und den Hirntyp-Kandlen ist seine bereits bei negativeren Spannungen
einsetzende Inaktivierung (Goldin 1999).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sich die Hirntyp-Kanale bei den im Vergleich zu
Zellen des Arbeitsmyokards etwas hoher liegenden Membranpotentialen in den Zellen des
Sinusknotens zu einer groReren Anzahl in einem aktivierbarem Zustand befinden. Na,1.5-

Kanale sind hingegen bei diesen Membranpotentialen bereits weitestgehend inaktiviert.

1.3. Ionenkanalerkrankungen und assoziierte Erkrankungen

Wie in den vorrangehenden Abschnitten gezeigt, sind lonenkanale fiir viele Funktionen von
entscheidender Bedeutung. Ist die Funktion jedoch z.B. durch Mutationen der
verantwortlichen Gene gestort oder aufgehoben, treten distinkte, spezifische Erkrankungen
auf. Einige dieser Mutationen fihren zu Erkrankungen, welche sich im Kindesalter in Form
maligner, lebensbedrohlicher Herzrhythmusstérungen oder aber als Epilepsiesyndrome

manifestieren.

1.3.1. Long-QT-Syndrom (LQTS3)

Ein Long-QT-Syndrom zeichnet sich durch ein verlangertes QT-Intervall im
Elektrokardiogramm (EKG) aus. Als Folge dieser EKG-Verdanderung konnen maligne,

lebensbedrohliche ventrikuldare Tachyarrhythmien auftreten. Die symptomatischen
-12 -
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Patienten prdsentieren sich mit rezidivierenden Synkopen bis hin zum plétzlichen Herztod
(Haverkamp et al. 1997).

Dem angeborenen Long-QT-Syndrom konnten inzwischen mehrere Mutationen in
verschiedenen Bereichen des Genoms zugerechnet werden, nach denen das Syndrom in
verschiedene Typen eingeteilt wird. Alle diese Mutationen betreffen Regionen, die fir
lonenkanadle oder assoziierte Proteine kodieren und an der Repolarisation der Zellmembran
beteiligt sind (Morita et al. 2008).

Wadhrend die meisten Patienten mit einem Long-QT-Syndrom Mutationen in
Kaliumkanalgenen aufweisen (LQTS1, LQTS2 und LQTS7), ist bei dem Typ LQTS3 der
Natriumkanal Na,1.5 (Gen: SCN5A) betroffen (Ackerman und Mohler 2010). Diese
Mutationen machen bis zu 13% der gesamten LQT-Syndrom-Falle aus (Kapplinger et al.
2009). Die vom LQTS3 betroffenen Patienten weisen ein hohes Risiko fiir das Auftreten
lebensbedrohlicher ventrikularer Tachykardien und ein schlechteres Ansprechen auf die
Therapie mit B-Blockern auf (Morita et al. 2008).

Die meisten Mutationen, die den Kanal Na,1.5 betreffen, sind Missense-Mutationen und
fiihren hauptsachlich zu einem nicht-inaktivierenden Natriumeinstrom (sog. gain-of-
function-Mutation), der die Verlangerung des Aktionspotentials und damit des QT-Intervalls
erklart (Bennett PB et al. 1995). Folgerichtig liegen die meisten Mutationen in Bereichen, die
fur die schnelle Inaktivierung von Bedeutung sind. Beispielhaft seien hier die zytosolische
Verbindung zwischen den Domidnen 3 und 4 (IFM-Partikel) sowie das Segment 4

(Spannungssensor) genannt (Amin et al. 2010).

1.3.2. Brugada-Syndrom

Im Gegensatz zum Long-QT-Syndrom 3 kommt es beim Brugada-Syndrom nicht zu einer
erhohten Offenwahrscheinlichkeit von (und damit nicht zu einem gréoReren Natriumstrom
Uber den Kanal) Na,1.5. Durch mehr als 80 unterschiedliche SCN5A-Mutationen kommt es
beim Brugada-Syndrom zu einer verminderten Offenwahrscheinlichkeit der Na,1.5-
Kanalpore. Wie die gain-of-function-Mutation beim LQTS3 resultieren die loss-of-function-
Mutationen bei Patienten mit Brugada-Syndrom in einem erhdhten Risiko fir das Auftreten
maligner ventrikuldrer Tachyarrhythmien und damit dem erhohten Risiko fiir das Erleiden

eines plotzlichen Herztodes (Antzelevitch et al. 2005). Nur bei etwa 30% der Patienten, die
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klinisch die Kriterien eines Brugada-Syndroms erfiillen, lassen sich Mutationen im Gen
SCN5A nachweisen (Amin et al. 2010).

Welche Rolle die Natriumkandle bei dieser Erkrankung haben, zeigt sich auch bei dem zur
Diagnostik des Brugada-Synroms eingesetzten ,Ajmalin“-Test. Dabei wird das Klasse-1A-
Antiarrhythmikum Ajmalin, welches zur Natriumkanalblockade fiihrt, benutzt, um die
typischen EKG-Verdanderungen (wie die typische ST-Streckenhebungen rechts prakordial) zu

demaskieren (Brugada und Brugada 1997).

1.3.3. Sick-Sinus-Syndrom

Unter dem Begriff Sick-Sinus-Syndrom (SSS) werden mehrere Arrhythmiesyndrome, die mit
der Fehlfunktion des Sinusknotens vergesellschaftet sind, zusammengefasst. Diese
beinhalten u.a. die Sinusbradykardie, den Sinusarrest und das Tachykardie-Bradykardie-
Syndrom, also wechselnd zu hohe und zu niedrige Herzfrequenzen (Adan und Crown 2003).
Wahrend das SSS haufig bei dlteren Menschen mit kardialen Risikofaktoren wie arterieller
Hypertonie vorkommt, gibt es auch eine angeborene Form. Diese ist stark mit Mutationen
im Gen SCN5A assoziiert und zeichnet sich durch einen ausgepragten Phanotyp bereits in
jungen Jahren aus (Benson et al. 2003).

In den meisten Fallen kommt es durch die Mutationen zu einem Funktionsverlust des
Na,1.5-Kanals, was auch erklart, wieso andere lonenkanalerkrankungen, die mit einem
Funktionsverlust von Na,1.5 einhergehen (wie das Brugada-Syndrom), kombiniert mit dem
SSS auftreten kénnen (Amin et al. 2010).

Es konnte gezeigt werden, dass der Kanal Na,1.5 einerseits eine Rolle bei der Weiterleitung
von spontanen Depolarisationen im Sinusknoten spielt, zum anderen aber auch an der
Weiterleitung der Erregung an die, an den Sinusknoten grenzenden, Herzmuskelzellen

beteiligt ist (Lei et al. 2005).

1.3.4. Sudden infant death syndrome (SIDS) - Plotzlicher Sduglingsstod

Von einem Sudden infant death syndrome (SIDS), auch pl6tzlicher Sauglingstod genannt,
spricht man, wenn ein Saugling (Kleinkind < 1 Jahr) pl6tzlich und unerwartet verstirbt und
trotz intensiver Suche keine Ursache fiir das plotzliche Versterben festgestellt werden kann.
Zur Diagnosestellung ist die Erhebung der ausfiihrlichen Anamnese, inkl. Schwangerschafts-
und Familienanamnese, die Begutachtung des Auffindeorts und die komplette Autopsie
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erforderlich (Bajanowski und Poets 2004), in Deutschland werden aber nur ca. 50% der
plétzlich und aus ungeklarter Ursache verstorbenen Sauglinge obduziert, sodass nicht in
allen Féllen alle Kriterien fir die Diagnostestellung SIDS erfillt werden (Krous et al. 2004).

In den letzten Jahrzehnten wurden einige exogene Faktoren gefunden, die SIDS beglinstigen
und deren Vermeidung in Folge intensiver Aufklarung der Eltern zu einer Reduktion von
SIDS-Fallen geflhrt hat, insbesondere sei hier das Schlafen in Bauchlage erwahnt
(Bajanowski und Poets 2004).

Dennoch konnte auch gezeigt werden, dass in bis zu 9,5% der als SIDS erkannten Falle
Mutationen, die typischerweise bei einem Long-QT-Syndrom gefunden werden,
nachgewiesen werden koénnen (Arnestad et al. 2007). Von diesen wiederum gehen
Uberproportional viele auf Mutationen im SCN5A-Gen zurlick, deren elektrophysiologische

Relevanz gezeigt werden konnte (Wang DW et al. 2007).

1.3.5. Dravet-Syndrom

Als ein Beispiel fiir lonenkanalerkrankungen, welche die Hirntyp-Natriumkanale betreffen,
sei hier auf das Dravet-Syndrom hingewiesen. In 70-80% der Fille dieser schweren
Epilepsieerkrankung findet sich eine Mutation des Gens SCN1A, das fiir den Kanal Na,1.1
kodiert (Marini et al. 2011).

Fast alle Mutationen fihren zu einem Funktionsverlust der Na,1.1 Kanale. Es wird
angenommen, dass durch den Funktionsverlust insbesondere inhibitorische Neurone des
GABAergen Systems in ihrer Aktivitat gehindert werden und Uber diesen Mechanismus
Epilepsien entstehen (Escayg und Goldin 2010).

Neueste Untersuchungen konnten zudem zeigen, dass Patienten, die unter einem Dravet-
Syndrom leiden, eine eingeschrankte Herzfrequenzvaribilitdt aufweisen. Dies legt den
Verdacht nahe, dass die Mutationen im SCN1A-Gen auch die normale kardiale
Erregungsbildung und Erregungsleitung beeintrachtigen und unterstreicht die Rolle des

Hirntyp-Kanals Na,1.1 fir die regelgerechte Herzaktion (Delogu et al. 2011).
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1.4. Fragestellung

Viele lonenkanal- und assoziierte Erkrankungen manifestieren sich bereits im Kindes- und

Jugendalter.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass sowohl Herztyp- als auch Hirntyp-Natriumkanale fir
eine regelgerechte Herzfunktion essentiell sind, stellt sich die Frage, ob bestimmte Formen
von Herzrhythmusstérungen und lonenkanalerkrankungen mit dem zu einem bestimmten
Entwicklungszeitpunkt bestehenden Verteilungsmuster dieser lonenkanaltypen assoziiert
sind. Zunachst gilt es jedoch, die differentielle Expression dieser lonenkanadle wahrend der

physiologischen, gesunden Entwicklung zu analysieren.

So wire es denkbar, dass bestimmte Erkrankungen sich gehduft dann manifestieren, wenn
die Bedeutung und Expression des jeweiligen Kanals am héchsten ist, d.h. evtl. sein Anteil an

der Zusammensetzung verschiedener Natriumkanale am hochsten ist.

Bisher ist nur wenig Uber das Expressionsmuster der Hirntyp-Natriumkandle wahrend der
Ontogenese bekannt. Die bis dato vorliegenden Studien beschrdankten sich meist auf die
Analyse der Transkription der entsprechenden Gene ohne einen Nachweis auf Proteinebene

zu fuhren.

Ziel dieser Arbeit war es daher, das genaue Verteilungsmuster der 2 Hirntyp-Natriumkanale
Na,1.1 und Na,1.6 mit dem entsprechenden Muster des Herztyp-Kanals Na,1.5 im sich
entwickelnden Myokard zu vergleichen. Dabei sollte nicht nur die Transkription des Gens,

sondern auch die Expression des entsprechenden Proteins tGberprift werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialgewinnung

Zur Materialgewinnung wurden Wistar-Ratten unterschiedlicher Altersstufen getttet und
deren Herzen und teilweise Gehirne entnommen. Es erfolgte eine ordnungsgemale
Meldung an den Tierschutzbeauftragten der Universitdt Gottingen nach § 4 Abs. 3 (Téten zu
wissenschaftlichen Zwecken) des Tierschutzgesetzes (TierSchG).

Im Anschluss an die Entnahme wurden die Herzen der 21 Tage und 6 Wochen alten Tiere in
Vorhof- und Kammerteil zerlegt. Aufgrund der geringen GrofRe und der daher nicht sicher
durchfihrbaren Auftrennung in Vorhof- und Ventrikelanteil wurde dieser Schritt bei den
jungeren Tieren nicht durchgefihrt.

Nach Abschluss der Zerteilung bzw. der Entnahme und dem Tiefgefrieren in flissigem
Stickstoff wurden die Herzen und Gehirne fir die molekularbiologischen Untersuchungen bei
-70 °C aufbewahrt. Die Praparate fir die Farbungen wurden bei Raumtemperatur in
Formalin eingelegt und unter kontinuierlicher Bewegung auf einem Schiittler mehrere Tage

fixiert.

2.1.1. Embryonalstadium

Fiir die Ratten aus dem Embryonalstadium (E17) wurden weibliche Muttertiere gezielt
verpaart und per Abstrichuntersuchung der 1. Tag der Schwangerschaft festgestellt.

Nach 17 Tagen wurden die Muttertiere mittels CO, narkotisiert und durch Genickbruch
getotet, unmittelbar danach wurden den Tieren beide Uterushérner enthnommen und mit
der Praparation der Embryonen begonnen.

Unter einem Auflichtmikroskop erfolgte dann die Entnahme des Herzens und des Gehirns
aus den Embryonen (siehe Abbildung 4). Diese Organe wurden fir die molekularbiologischen
Untersuchungen direkt in fliissigem Stickstoff tiefgefroren und anschliefend bis zur weiteren
Analyse bei einer Temperatur von -70 °C aufbewahrt. Die flr die Farbungen vorgesehenen

Herzen wurden bei Raumtemperatur in Formalin eingelegt.
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Abbildung 4 - Entnahme Herz E17 Embryo
Entnommenes Herz unter dem Auflichtmikroskop. (A) 5mm Mafstab, (B) 1Imm Mafstab

2.1.2. 1 und 7 Tage alte Ratten

Die 1 und 7 Tage alten Ratten wurden mittels Dekapitation getotet, im Anschluss wurden
Herz und Gehirn entnommen. Bei den 7 Tage alten Tieren wurde nun die Aorta mittels
Spritze kraftig mit PBS (fur die molekularbiologischen Proben) bzw. Formalin (fir die
Farbungen) gespilt. Hierdurch wurden Blutreste aus den Herzen entfernt.

AnschlieBend erfolgte analog zu den Tieren aus dem Embryonalstadium das Tiefgefrieren

bzw. die Formalinfixierung.

2.1.3. 21 Tage und 6 Wochen alte Ratten

Ratten im Alter von 21 Tagen bzw. 6 Wochen wurden mittels CO, narkotisiert und durch
Genickbruch getotet. Die Entnahme der Herzen (inkl. Spilung) und der Gehirne sowie die

weitere Aufbereitung erfolgte analog zu den 1 und 7 Tage alten Tieren.
2.2. Real-Time-PCR
2.2.1. Erstellung der RNA-Proben

Die im ersten Schritt tiefgefrorenen Herzen wurden erneut in flissigem Stickstoff gekihlt,
anschlieBend in einen Morser gegeben und unter Zugabe von flissigem Stickstoff

zerkleinert.

Das entstehende feine Pulver wurde vorsichtig in ein vorbereitetes GefaR mit 1000 ul RNA —
Aufreinigungsreagenz gegeben. Nach gutem Durchmischen der Proben und einem

Zentrifugationsschritt (12.000 upm fiir 10 Minuten bei 4 °C) zum Abtrennen von
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Zelltrimmern wurden dem Uberstand 200 ul Chloroform zugegeben und erneut gemischt.
Die entstehende milchige Mischung wurde nun 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend erfolgte eine erneute Zentrifugation (12.000 upm fir 15 Minuten bei 4 °C). In
dem Gefald trennte sich nun eine obere klare Phase (wassrige Phase mit RNA) gegen eine
rotliche untere Phase (organische Phase mit Proteinen) ab. Als Trennschicht war weiRlich die

DNA zu erkennen.

Fir die weitere Aufbereitung wurde nun die obere wassrige Phase inkl. der RNA mit 1
Volumenanteil Isopropanol (99,8%) gemischt. Es folgten mehrere Reinigungsschritte (mit
Hilfe des RNeasy Kits), bei denen die RNA jeweils innerhalb der Saule der ReaktionsgefaRe
gehalten wurde. AuBerdem wurde mit Hilfe des DNAse-Reagenz des Kits die in der Probe

moglicherweise noch vorhandene DNA entfernt.

Zum Abschluss dieser Schritte wurde die RNA aus der Saule mit Hilfe von RNAse freiem

Wasser gelost.
2.2.2. Messung der RNA-Konzentration

Zur Messung der RNA-Konzentration wurden die Proben im Verhaltnis 1:20 mit 10 mM TRIS-
Puffer vorverdiinnt. Die Messung erfolgte als Extinktion bei einer Wellenlange von 260 nm in

einem Fotometer.
2.2.3. Umschreibung der RNA in cDNA

Die Umschreibung erfolgte mit 1 pg RNA in 10 ul RNAse-freiem Wasser. Diese Verdiinnung
wurde mit 1 ul Random-Primern, sowie 1 ul Nukleotiden (dNTP, je 10 mM) versetzt und fir 5
Minuten bei 65 °C inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 4 ul Reaktionspuffer (5x
aus dem Kit der Fa. Invitrogen), 2 ul DTT (0,1M) sowie von 1 pl RNAse-Inhibitor. Nach
erneuter Inkubation fiir 2 Minuten bei 42 °C wurde 1 ul der Reversen Transkriptase
hinzugegeben und nun bei 42 °C fir 50 Minuten die Umschreibung durchgefiihrt. Die

entstandene cDNA wurde nun bei -20 °C aufbewahrt.
2.2.4. Real-Time-PCR

Die Real-Time-PCR erfolgte zur Detektion spezifischer Expressionsunterschiede
verschiedener Gene mit Hilfe eines auf SYBR-Green basierenden Reaktionspuffers. Dazu

wurde neben 12,5 ul dieses Puffers je 0,5 pl Sense- bzw. Anti-Sense-Primer sowie 6,5 pl
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Ampuwa pro Probe zu einem Master-Mix zusammengefligt. In jeder Reaktionskammer folgte
nun die Zugabe von 5 pul Probe (1:20 mit Ampuwa verdiinnte cDNA) zu 20 ul des

beschriebenen Master-Mix.

Um die erforderliche Verdinnung der cDNA zu bestimmen, wurden zunachst
Standardkurven fir verschiedene Verdinnungen etabliert. Der Verdiinnungsbereich, in dem
sich ein Ci-Wert zwischen 20-30 einstellte, wurde als optimal betrachtet und fiir die weiteren
Messungen verwendet. Die Messung erfolgte in 96-Well-Platten in einem ThermoCycler fiir

die RT-PCR..

2.2.5. Eingesetzte Primer
Tabelle 2 - SCN1A Primer

Sense 5" CCCACC ACT CAG AATCTCATAC?Z

Anti-Sense 5°GGC TAT ACA TTG AAC GTC ATC C 3*

Tabelle 3 - SCN5A Primer

Sense 5 AGC CACCAGTGATAACCTC3

Anti-Sense 5’ CTG CAT AAG GTT CGT CAG G 3*

Tabelle 4 - SCN8A Primer

Sense 5 AACTTC CGA ATC TCA CGG ATG 3

Anti-Sense 5GTG TGG AAC ATG CAG TAA CCG 3f

Tabelle 5 - Adiponectin-Rezeptor Primer

Sense 5" ATC CTG GTC ACA ATG GGATACC3’

Anti-Sense 5°CCT ACG CTG AAT GCT GAGTGAT 3°
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2.2.6. PCR-Bedingungen

Ein Zyklus umfasste 30 s bei 94 °C, 30 s bei 58 °C und anschliefend 30 s bei 72 °C. Insgesamt

wurden 40 Zyklen durchgefiihrt.

2.3. Proteinmessungen

2.3.1. Erstellung der Proteinproben

Analog zur Erstellung der RNA-Proben wurden die gefrorenen Gewebe in fllissigem Stickstoff
gekihlt, anschlieBend in einen Mdrser gegeben und unter Zugabe von fliissigem Stickstoff
zerkleinert. Nach dem Zermahlen der Herzen wurde das entstandene Pulver sorgfaltig in ein
ProbengefaR tberfihrt und mit Lysispuffer durchmischt. Um die Effizienz der Zerkleinerung
noch zu erhéhen, kam nun ein Ultraschallhomogenisator zum Einsatz. Im Anschluss daran
wurden die Proben bei 3.000 upm zentrifugiert, um Zelltrimmer abzutrennen. Der
Uberstand wurde abgenommen, in ein neues ProbengefiR (iberfiihrt und bei -20 °C

aufbewahrt.
2.3.2. Membranaufreinigung

Flr einige Proben wurde zur Proteinmessung eine Membranaufreinigung durchgefiihrt.
Hierzu wurde zum einen ein Protokoll des Antikérperherstellers Alomone Labs und zum

anderen ein Kit der Firma BioVision verwendet.
2.3.2.1. Membranaufreinigung nach Alomone Labs

Nach der Entnahme der Gewebe wurden diese analog zur gewdhnlichen Aufreinigung in
flissigem Stickstoff gefroren und anschliefend in einem Moérser zerkleinert. AnschlieBend
wurde das Pulver in einem Glashomogenisator mit dem Lysispuffer n. Alomone durchmischt.
Es folgten 2 Zentrifugationsschritte bei 2.000 g fir 10 Minuten zum Abtrennen der
Zelltrimmer. Die Uberstinde wurden dann bei 100.000 g in einer Ultrazentrifuge fiir eine
Stunde zentrifugiert. Das entstehende Pellet wurde mit dem beschriebenen Lysispuffer

resuspendiert und bei -70 °C aufbewahrt.
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2.3.2.2. Membranaufreinigung mit Kit

Im Gegensatz zu den anderen Aufreinigungen wurden die Proben nach der Entnahme nicht
tiefgefroren sondern direkt weiterverwendet. Nach der Entnahme wurden die Proben mit
dem im Kit enthaltenen Lysispuffer und Proteaseinhibitoren versetzt. Nun wurden die
Proben im Glashomogenisator solange aufgeschlossen, bis unter dem Mikroskop eine
ausreichende Zahl an aufgeschlossenen Zellen erkennbar war. Nach mehreren
Behandlungen mit trennenden Losungen wurde das die Plasmamembran enthaltende Pellet

im gewohnten Lysispuffer gelést und bei -70 °C zur weiteren Verwendung aufbewahrt.
2.3.3. Messung der Proteinkonzentration

Die Messung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe eines BCA Protein Assay Kits. Dazu
wurden die Proteinproben 1 : 10 vorverdiinnt und anschlielend zusammen mit dem BCA-
Reagenz bei 37 °C fir 30 Minuten im Thermomixer inkubiert (125 pl BCA-Reagenz, 6,25 ul
Probe). Darauf wurde die Extinktion bei 562 nm in einem Fotometer bestimmt. Durch im

Gerat hinterlegte Standards konnte daraus der Proteingehalt bestimmt werden.
2.3.4. SDS-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung der Proben in einem Gelsystem kam das System nach Laemmli (1970) zum
Einsatz. Hierfir wurde ein Gel bestehend aus einem Trenngel und einem Sammelgel in einer

GelgieBkammer gegossen.

Fiir die Natriumkanale mit einem relativ hohen Molekulargewicht (~ 250 kDa) wurden 6%
Trenngele mit 4% Sammelgelen verwendet. Die Auftrennung fiir die Kontrollproben mit
GAPDH erfolgte mit 14% Trenngelen und 4% Sammelgelen. Es wurde 50 pg (Na,1.5), 120 pg
(Nay1.1 und Na,1.6) bzw. 30 pug (GAPDH) Gesamtprotein eingesetzt und im Verhaltnis 3:1 mit
dem Auftragspuffer vermischt. AnschlieRend erfolgte eine Inkubation bei 37 °C fir 30

Minuten in einem Thermoblock.

Die Elektrophorese erfolgte zunachst fiir 30 Minuten bei 90 V, bis das Sammelgel
durchlaufen war. Es folgte die weitere Elektrophorese fiir 120 Minuten bei 110 V

(Natriumkanale) bzw. fir 60 Minuten bei 120 V (GAPDH).

Anhand des Auftragsmarkers konnte eine gute Auftrennung der Banden kontrolliert werden.
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2.3.5. Western-Blot

Der Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran erfolgte fir den Kanal Na,1.5
sowie GAPDH bei 350 mA fiir 4 Stunden. Die geringere Expression der Hirntypkanale Na,1.1
und Na,1.6 erforderte einen langsameren Transfer bei konstanter Spannung (100 V fur 22

Stunden), um Artefakte zu vermeiden und einen vollstandigen Transfer zu gewahrleisten.
In beiden Fallen erfolgte der Transfer bei 4 °C auf Eis.
2.3.6. Antikorpereinsatz

Nach dem Transfer wurden die Membranen 20 Minuten in Ponceau-Rot inkubiert. Dabei
wurden die Proteine auf der Membran fixiert und angefarbt. Im Anschluss wurden die
Membranen grindlich gespilt und die Beladung der Membran als Foto dokumentiert. Nach
weiterem Waschen mit TBS folgte die Blockierung freier Bindungsstellen auf der Membran
mit gefilterter 5% Milchpulverlésung bei GAPDH fir 1 Stunde, bei den Natriumkanalen fur 2

Stunden bei Raumtemperatur unter kontinuierlicher Bewegung auf einem Schiittler.

Der nachste Schritt umfasste die Inkubation mit dem Priméarantikorper (1:200 Anti-Na,1.1 /
Anti-Na,1.5 / Anti-Na,1.6; 1:2.000 Anti-GAPDH) in 0,5% Milchpulverldsung bei 4 °C lber
Nacht auf einem Schittler. Am nachsten Tag erfolgten drei 15-minttige Waschschritte mit
TTBS, gefolgt von der zweistlindigen Sekundarantikorperinkubation bei Raumtemperatur
(Anti-Rabbit) in der Konzentration 1:2000 (Natriumkanale) bzw. 1:10.000 (GAPDH) erneut
mit der 0,5% Milchpulverlosung inkl. Tween 20. Im Anschluss daran erfolgten wiederum drei
15-minitige Waschschritte mit TTBS, nun gefolgt von der 5-minitigen Inkubation in der

Chemilumineszenzl6sung ohne Schiitteln.

Die Darstellung der Banden erfolgte in einem Entwicklungsgerat der Firma Fujifilm, die

Auswertung der Banden mit dem Programm Imagel.
2.3.7. Etablierung der Messung

Da insbesondere bei groRReren Proteinen (mit einem hohen Molekulargewicht) die Bindung
des Antikdrpers nicht immer spezifisch sein muss, erfolgte eine Etablierung der Messung mit
membranaufgereinigten Proben. Dazu wurden nebeneinander Membran- und
Zytosolfraktionen aus den o.g. Membranaufreinigungen aufgetragen. Da es sich bei den

untersuchten Natrium-Kandlen um Membranproteine handelt, sollte eine zu diesen
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Proteinen gehdérende Bande in der Membranfraktion starker hervortreten als in der
Zytosolfraktion. Durch dieses Vorgehen und das Auftragen eines genauen Markers gelang

die Identifikation der ,richtigen”, d.h. zu dem Protein gehérenden Bande (siehe dazu

Abbildung 5).
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Abbildung 5 - Etablierung Western-Blot (Beispiel Na,1.6)

Zu sehen ist der deutliche Nachweis des Natriumkanals Na,1.6 in den Hirnproben bei der
erwarteten GroRe von ca. 250 kDa. Auch gelingt der Nachweis, dass der Kanal sich in der
Membranaufreinigung im Gegensatz zu der Zytosolfraktion anreichert (Bande 2 und 3 sind starker
als Bande 1 und deutlich stirker als Bande 4 mit der Zytosolfraktion).

In den Herzproben hingegen ist der Kanal nicht nachzuweisen. Eine unspezifische Fehlbande
(knapp iiber 150 kDa) kann durch die Membranaufreinigung (sowohl im Protokoll nach Alomone
als auch durch Benutzung des BioVision-Kits) als eindeutig zytosolische Fehlbande erkannt werden.

2.4. Statistische Methoden

2.4.1. RNA-Messungen

Von den gemessenen Ci-Werten wurden die jeweiligen Kontrollwerte (Ci-Werte des
Adiponectin-Rezeptors) subtrahiert. Aus diesen Werten wurde der Mittelwert sowie die
Standardabweichung errechnet, die als Standard deviation (SD) angegeben wird. Die
Messwerte wurden anschlieBend zu dem Messwert der Altersstufe E17 ins Verhaltnis

gesetzt und prozentual zu diesem Wert angegeben.
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Die statistische Auswertung umfasste zunachst einen ANOVA (analysis of variance) gefolgt
von einem Tukey-Test. Dabei wurden die einzelnen Altersstufen gegeneinander getestet. P-

Werte < 0,05 wurden als signifikant angesehen.
2.4.2. Proteinmessungen

Die gemessenen Dichtewerte wurden zur Altersstufe E17 ins Verhaltnis gesetzt und

prozentual angegeben.

Die statistische Auswertung umfasste auch hier zunachst einen ANOVA gefolgt von einem
Tukey-Test. Dabei wurden die einzelnen Altersstufen gegeneinander getestet. P-Werte <

0,05 wurden als signifikant angesehen.

2.5. Farbungen
2.5.1. Erstellung der Schnitte

Nach der Entnahme der Herzen (Embryonen wurden als ganzes Praparat verwendet) wurden
diese zunachst in Formalin eingelegt und fir 24 Stunden auf einem Schuttler kontinuierlich
bewegt. Anschlielend wurden die Praparate in der gewiinschten Schnittrichtung mit einem
scharfen Messer durchtrennt und erneut 24 Stunden in Formalin auf einem Schittler
inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Proben in einem Einbettautomaten nach u.g.

Protokoll (siehe Tabelle 6) weiter behandelt.

Tabelle 6 - Protokoll Einbettautomat

Anzahl Substanz Zeit

1x Ethanol 60% 3:00 Stunden
1x Ethanol 70% 1:00 Stunde
1x Ethanol 80% 1:00 Stunde
1x Ethanol 96% 1:00 Stunde
3x Ethanol 100% 1:00 Stunde
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2x Xylol 1:30 Stunden
2X Paraffin 1:00 Stunde
1x Paraffin 3:00 Stunden

Am Ende dieser Prozedur wurden die Proben in Paraffineinbettformen ausgegossen. So
entstand ein Paraffinblock mit dem eingelegten Herz. Dieser konnte nun nach einer
Kihlphase mittels eines Mikrotoms geschnitten werden. Die entstehenden 3 um-Schnitte
wurden nun im warmen Wasserbad auf Objekttrager gezogen und getrocknet. Damit

standen sie flr die weitere Verwendung fiir die verschiedenen Farbungen zur Verfligung.
2.5.2. Histologische Farbungen

Fiir die histologischen Farbungen wurden die getrockneten Paraffinschnitte zunachst in Xylol
entparaffiniert und anschlieBend in einer absteigenden Alkoholreihe (siehe Tabelle 7)

rehydriert.

Tabelle 7 - Entparaffinierung / Rehydrierung

Anzahl Substanz Zeit

3x Xylol je 8 Minuten
2x 100% Ethanol je 8 Minuten
1x 96% Ethanol 8 Minuten
1x 70% 8 Minuten
1x 50% 8 Minuten
1x 30% 8 Minuten
1x ention. H,0 5 Minuten
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Bei der Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) wurde nun eine Farbung mit Hamalaun
und Eosin mit anschliefender Eindeckung der Schnitte nach folgendem Protokoll (Tabelle 8)

durchgefihrt:

Tabelle 8 - HE-Farbung

Anzahl Substanz Zeit

3x Hamalaun je 3 Minuten
1x flieRendes Leitungswasser | 6 Minuten
1x ention. H,O 2 Minuten
2x Eosin je 2 Minuten
1x ention. H,0 spllen

Ix 96% Ethanol 1 Minute

2x 100% Ethanol je 2 Minuten
3x Xylol je 2 Minuten

Nach dem Eindecken in Entellan waren die Schnitte nun zur mikroskopischen Auswertung

bereit.

2.5.3. Auswahl der Schnitte fiir die Immunhistochemie

Anhand der HE-angefarbten Praparate wurden die besten Schnitte ausgewdahlt, in deren
Folge dann die Schnitte fiir die Inmunhistochemie erstellt wurden. Beispielhaft wird hier das

Bild eines langs geschnittenen Embryos der Altersstufe E17 gezeigt (Abbildung 6).
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Abbildung 6 - HE-Farbung E17-Embryo
Das Herz als Leitstruktur ist mit ,,*" markiert.

2.5.4. Immunhistochemie

Flr die immunhistologischen Farbungen wurden die getrockneten Paraffinschnitte zunachst
analog zu den histologischen Farbungen entparaffiniert und rehydriert (siehe Tabelle 7).
AnschlieBend wurden die Schnitte im Dampfkochtopf fiir 20 Minuten bei 90 °C mit einem
Target-Retrieval-Puffer (high pH) behandelt. Nach finfmaligem Waschen mit TTBS (jeweils 5
Minuten) erfolgte das Blockieren der Peroxidase in den Geweben mit DAKO Peroxidase
Blocking Reagent fiir 17 Minuten bei Raumtemperatur. Erneut wurde nun fliinf Mal mit TTBS
fir je 5 Minuten gewaschen, um Verunreinigungen durch endogene Ratten-lgGs zu
reduzieren. Danach erfolgte die Blockierung der Ratten-lgGs mit Rodent Block R fiir 30
Minuten bei Raumtemperatur. Nach erneutem Waschen (5x 5 Minuten) mit TTBS wurden
der Primarantikorper bzw. die Substitutionskontrolle aufgetragen und die Schnitte Uber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Substitutionskontrolle enthielt dabei die gleiche Menge an

Protein wie der Antikdrper in der eingesetzten Konzentration (siehe Tabelle 9).
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Tabelle 9 - Konzentrationen Immunhistochemie

Name Substanz Konzentration
Nay1.1 Anti-Na,1.1 + AK-Diluent 1:200
Na,1.5 Anti-Na,1.5 + AK-Diluent 1:400
Na,1.6 Anti-Na,1.6 + AK-Diluent 1:600

Substitution Nay1.1 | Neg. Control Rabbit IgG + AK- | Entsprechend der Proteinkonzentration
Diluent Na,1.1

Substitution Nay1.5 | Neg. Control Rabbit 1gG + AK- | Entsprechend der Proteinkonzentration
Diluent Na,1.5

Substitution Nay1.6 | Neg. Control Rabbit IgG + AK- | Entsprechend der Proteinkonzentration
Diluent Na,1.6

Am nachsten Tag erfolgte nach flinfmaligem Waschen in TTBS (je 2 Minuten) die Inkubation
mit dem Sekundarantikorper bei Raumtemperatur (siehe Tabelle 10). Dieser wurde in der
Konzentration 76:1 mit XR Factor fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur vorinkubiert, um die

unspezifische Hintergrundfarbung weiter zu reduzieren.

Tabelle 10 - Sekundarantikérper Immunhistochemie

Antikorper fiir Substanz Inkubationszeit

Na,1.1 / Na,1.5 / Rabbit on Rodent HRP + XR Factor | 30 Minuten
Na,1.6 (76:1, 30min vorinkubiert)

Auf die nun anstehenden Waschschritte (5 x 2 Minuten TTBS) folgte die Inkubation mit
einem DAB Substrat-Chromogensystem. Anschliefend erfolgten 5 Waschzyklen mit
destilliertem Wasser (4x 1 Minute, 1x 5 Minuten), direkt darauf folgte die Gegenfarbung mit

Hamalaun fir 20 Sekunden. Der nachste Arbeitsschritt beinhaltete die siebenminiitige
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Inkubation im flieBenden lauwarmen Leitungswasser. Die folgende Entwasserung erfolgte

nach dem in Tabelle 11 angegebenen Schema.

Tabelle 11 - Entwasserung

Anzahl Substanz Zeit

1x 96% Ethanol 1 Minute

2x 100% Ethanol je 2 Minuten
3x Xylol je 5 Minuten

AnschlieBend erfolgte die Eindeckung mit einem Eindeckglas und Entellan. Nach diesem
letzten Schritt standen die Schnitte nach einer kurzen Trocknungsphase zur Auswertung

bereit.
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2.6. Verwendete Materialien

2.6.1. Chemikalien

Tabelle 12 - Chemikalien

Acrylamidlésung Rotiphorese Gel 40%, Fa. Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Auftragsmarker Precision Plus Protein ® Kaleidoscope ® Standards (10- 250 kDa), Fa.
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

DTT Fa. Invitrogen, Paisley, UK

Ethanol Fa. GeReSo mbH, Einbeck

Formalin Roti ® - Histofix 4% / 10%, Fa. Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Glycin Fa. Carl Roth GmbH, Karlsruhe

HCl Fa. Merck, Darmstadt

HEPES Fa. Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Isopropanol Fa. Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Mercaptoethanol Fa. Merck, Darmstadt

Methanol Fa. Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Milchpulver Fa. Carl Roth GmbH, Karlsruhe

NaCl Fa. Carl Roth GmbH, Karlsruhe

NaF Fa. Sigma, Deisenhofen

Na-Pyrophosphat Fa. Sigma, Deisenhofen

Phosphataseinhibitor Cocktail I, Fa. Sigma, Deisenhofen

Ponceau-Rot Fa. Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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Proteaseinhibitor

Cocktail Il, Fa. Sigma, Deisenhofen

SDS ultra pure

Fa. Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sucrose Fa. Sigma, Deisenhofen

TEMED Fa. Carl Roth GmbH, Karlsruhe
TRIS Fa. Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Triton X100 Fa. Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Tween 20 Fa. Carl Roth GmbH, Karlsruhe

2.6.2. Angesetzte Puffer und Losungen

Tabelle 13 - Angesetzte Puffer und Losungen

Auftragspuffer 2,5ml 0,5M TRIS, 5ml Glycerol, 2ml 20% SDS-Losung, 0,2ml 1%
Bromphenolblau, frisch dazu 15ul Mercaptoethanol

Blotpuffer 6g TRIS, 28,8g Glycin, 200 / 400m| Methanol, ph 8,4-8,6 ad 2000ml
ddH,0

Laufpuffer (1x) 400ml Laufpuffer (5x), 1600ml| ddH,0

Laufpuffer (5x) 30,2g TRIS, 144g Glycin, 10g SDS, ad 2000ml ddH,0

Lysispuffer 20mM TRIS, 50mM NaCl, 50mM NaF, 4mM Na-Pyrophosphat, 0,25M

Sucrose, ph7,4 ad 500ml ddH,0

Lysispuffer n. Alomone

4mM HEPES, ph 7,0, 320mM Sucrose, Proteaseinhibitor Cocktail Il

Milchpulverlésung 0,5%

10ml Milchpulverlésung 5%, 90ml TBS, 50ul Tween 20

Milchpulverlésung 5%

2,5g Milchpulver, 50ml TBS, anschlieRend gefiltert

Sammelgel 4%

600ul Acrylamidlésung, 760ul Sammelgelpuffer, 4,6ml ddH,0, 30ul
20% SDS-Loésung, 30ul APS, 6ul TEMED
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Sammelgelpuffer

0,5M TRIS

TBS (10x) Puffer

121,14g TRIS, 175,32g NaCl, ph 7,6 ad 2000m| ddH,0

TBS (1x) Puffer

200ml TBS (10x), 1800ml ddH,0

Trenngel 14%

7ml Acrylamidlosung, 7,4ml Trenngelpuffer, 5,5ml ddH,0, 100ul 20%
SDS-Losung, 100ul APS, 10ul TEMED

Trenngel 6%

3ml Acrylamidlosung, 7,4ml Trenngelpuffer, 9,5ml ddH,0, 100ul 20%
SDS-Lésung, 100ul APS, 10ul TEMED

Trenngelpuffer

1,5M TRIS

RNA-Aufreinigungsreagenz

peqGOLD TriFast, PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen

TTBS (1x) Puffer

200ml TBS (10x), 1800ml ddH,0, 2ml Tween 20

2.6.3. Primer und Antikérper

Tabelle 14 - Primer und Antikérper

Anti-GAPDH

Monoklonal Rabbit, #2118, Fa. CellSignaling Technology, Danvers, USA

Anti-Rabbit (HRP
konjugiert) fiir den

Western-Blot

Polyklonal Goat, 554021, BD Pharmingen, San Diego, USA

Anti-Rabbit (HRP
konjugiert) fiir die

Immunhistochemie

Polymerverstarkung Rabbit on Rodent Biocare RMR 662

Anti-Na,1.1 Polyklonal Rabbit, ASC-001, Fa. Alomone Labs, Jerusalem, Israel
Anti-Na,1.5 Polyklonal Rabbit, ASC-005, Fa. Alomone Labs, Jerusalem, Israel
Anti-Na,1.6 Polyklonal Rabbit, ASC-009, Fa. Alomone Labs, Jerusalem, Israel
SCN1A Primer Biomers.net GmbH, Ulm
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SCNS5A Primer

Biomers.net GmbH, Ulm

SCNS5A Primer

Biomers.net GmbH, Ulm

Adiponectin-Rezeptor

Primer

Fa. Carl Roth GmbH, Karlsruhe

2.6.4. Einwegartikel

Tabelle 15 - Einwegartikel

96-Well-Platten

PCR Microplatte, 96 Well, Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

Filter

Faltenfilter @ 150mm, Fa. Whatman GmbH, Dassel

Filterpapier fir Western-

Blot

Rotilabo® Blottingpapier, Fa. Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Nitrozellulosemembran

Protran ® Nitrocellulose Transfer Membrane, Fa. Whatman GmbH,

Dassel

Réhrchen (15ml und 50 ml)

Cellstar®, Greiner Bio-One, Kremsmdiinster, Osterreich

2.6.5. Gerite

Tabelle 16 - Geradte

Elektrophoresekammer

Mini-Protean®, Fa. Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Entwicklungsgerat

LAS 4000 mini, ehemals Fujifilm, jetzt GE Healthcare,

Buckinghamshire, UK

Fotometer

BioPhotometer®, Fa. Eppendorf AG, Hamburg

GelgieBkammer

Mini-Protean®, Fa. Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Glashomogenisator

Schiitt Labortechnik GmbH, Gottingen

Kamera

E995, Nikon GmbH, Dusseldorf
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Magnetriihrer MR3001K, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach

Mikroliterzentrifuge Biofuge fresco, ehemals Fa. Heraeus Instruments GmbH, jetzt Fa.

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Mikrotom RM 2165, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Mischgerat (rotierend) Rotamax 120, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach
Mischgerat (taumelnd) Polymax 1040, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach
pH-Messgerat inoLab pH Level 1, WTW GmbH, Weilheim

Spannungsquelle PowerPac 300, Fa. Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Thermoblock UNO-Thermoblock, Biometra GmbH, Goéttingen

Thermomixer ThermoCell Mixing Block MB-102, Bioer Technology, Hangzhou, China

ThermoCycler far RT-PCR iCycler®, Fa. Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Ultraschallhomogenisator UP50H, Hielscher Ultrasonics GmbH, Teltow

Ultrazentrifuge Ultra Pro 80, ehemals Sorvall Inc., jetzt Thermo Fisher Scientific Inc.,

Waltham, USA

Vortex REAX top, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach

Waage Basic BA3100, Sartorius AG, Gottingen

2.6.6. Verwendete Computerprogramme

Tabelle 17 - Verwendete Computerprogramme

Image) Version 1.45, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, USA
(Schneider et al. 2012)

Graph Pad Prism Version 4.00 fiir Windows, GraphPad Software, La Jolla California, USA
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2.6.7. Kits fiir die Molekularbiologie

Tabelle 18 - Kits fiir die Molekularbiologie

Chemilumineszenz

SuperSignal ® West Femto Maximum Sensivity Substrate, Fa. Thermo

Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Membranextraktion

Plasma Membrane Protein Extraction Kit, BioVision, Mountain View,

USA

Proteinbestimmung

BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

RNA Aufreinigung

Rneasy ® Mini Kit, Fa. Qiagen, Hilden

-36-




Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1. RNA-Messungen

3.1.1. SCN1A (Nay1.1)

Die Quantifizierung der mRNA mittels Realtime-PCR-Messung fir den Hirntyp-Natriumkanal
SCN1A zeigte verglichen mit dem Expressionslevel wahrend der Embryonalzeit (E17 = 17. Tag
der Schwangerschaft) eine statistisch signifikante Zunahme (auf 645+13% am 1., bzw.
602+22% am 7. postnatalen Tag, p < 0,001, n = 5) in der ersten Woche nach der Geburt.
Zwischen dem 7. und 21. Lebenstag kam es dann zu einer signifikanten Abnahme der
Expression (271114% im Kammermyokard an Tag 21 vs. 602+22% an Tag 7), die aber
dennoch (iber dem Wert der Embryonalzeit blieb. Im weiteren Verlauf der Ontogenese
waren ebenfalls héhere Expressionen des Gens verglichen mit E17 nachweisbar. Die
Auftrennung der Gewebe in Kammer- bzw. Vorhofmyokard gab zusatzlich am 21. Lebenstag
bzw. nach 6 Wochen den Anhaltspunkt, dass im Ventrikelmyokard eine héhere Expression
des SCN1A-Gens vorlag als im Vorhofmyokard. War dieser Unterschied im Alter von 21
Tagen noch nicht signifikant (271+14% Ventrikel vs. 167+32% Vorhof, n = 4), so wurde dieser
Unterschied im Alter von 6 Wochen signifikant. Hier standen 356+40% im Ventrikel 169+43%

im Vorhof gegentliber (p < 0,01, n = 5; siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7 - mRNA-Messung SCN1A

Signifikanz: * p < 0,05; ** p < 0,01; # p < 0,001

Die Expression des Natriumkanals SCN1A nahm postnatal signifikant zu (1. Tag: 645+13%, n =5,

p < 0,001), zwischen dem 7. und 21. Tag war ein signifikanter Abfall zu sehen. Auch der Unterschied
zwischen der Expression in der Kammer und dem Vorhof im 6 Wochen alten Herz war signifikant
(356140% in der Kammer vs. 169+43% im Vorhof, n =5, p < 0,01).

3.1.2. SCN5A (Nay1.5)

Ahnlich wie bei dem Hirntyp-Natriumkanal SCN1A (Na,1.1) zeigte sich bei dem herztypischen
Natriumkanal SCN5A (Na,1.5) ein signifikanter postnataler Anstieg der Expression verglichen
mit dem Embryonalstadium. Am 1. postnatalen Tag stieg die Expression auf 201+21%, am 7.
Tag auf 257+30% bis hin zu 353+25% in der Kammer im Alter von 21 Tagen. Im
Kammermyokard der 6 Wochen alten Tiere fiel die Expression leicht auf 289+16% ab, blieb

aber deutlich Giber dem Niveau des Embryonalstadiums (p < 0,001, n = 5).

Es zeigte sich auch hier eine vermehrte Expression des SCN5A-Gens im Kammermyokard
verglichen mit dem Myokard des Vorhofs (21. Tag 353%#25% vs. 287+11%, 6 Wochen
289+16% vs. 196+34%), doch dieser Unterschied war nicht signifikant (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8 - mMRNA-Messung SCN5A

Signifikanz: * p < 0,001

Die Expression des Natriumkanals SCN5A nahm postnatal signifikant zu. Am 1. Tag auf 201+21%,
am 7. Tag auf 257+30% bis hin zu 353+25% in der Kammer im Alter von 21 Tagen. Nach 6 Wochen
ist in der Kammer eine Expression von 289+16% zu verzeichnen (fiir alle n = 5, p < 0,001). Auch gibt
es einen Unterschied zwischen der Expression in der Kammer und dem Vorhof (21. Tag 353+25%
vs. 287+11%, 6 Wochen 289+16% vs. 196134%), dieser ist jedoch nicht signifikant (n =5, auBer n=4
fiir Vorhof 21. Tag).

3.1.3. SCN8A (Na,1.6)

Im Gegensatz zu den Untersuchungsergebnissen zur Expression der Kanadle Na,1l.1 und
Na,1.5 zeigte der Natriumkanal SCN8A (Na,1.6, Hirntyp) eine signifikante postnatale
Abnahme der Expression verglichen mit dem Embryonalstadium. Am 1. Tag zeigte sich eine
Expression von 34+23%, am 7. Tag eine Expression von 27+15% und am 21. Tag in der
Kammer von 11+20%. Die niedrigste Expression war in den Herzen der éltesten Tiere

(8£21% im Kammermyokard der 6 Wochen alten Ratten) zu finden (fur alle p < 0,001, n = 5).

Im Unterschied zu den beiden vorgenannten Kandlen fand sich hier eine héhere Expression
im Vorhofmyokard verglichen mit dem Myokard der Kammer (23+11% Vorhofmyokard vs.

11+20% Kammermyokard bei den 21 Tage alten Ratten (p < 0,001, n = 4) bzw. 12+37%
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Vorhofmyokard vs. 8#21% Kammermyokard im Alter von 6 Wochen (p < 0,05, n = 4)), siehe
Abbildung 9.
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Abbildung 9 - mRNA-Messung SCN8A

Signifikanz: * p < 0,05; ** p < 0,001

Die Expression des Natriumkanals SCN8A nahm postnatal signifikant ab (1. Tag: 34123%, n =5,

p < 0,001). Auch der Unterschied zwischen der Expression in der Kammer und im Vorhof im 21 Tage
(11220% in der Kammer vs. 23111% im Vorhof, n = 4, p < 0,01) bzw. 6 Wochen (8121% in der
Kammer vs. 12+37% im Vorhof, n = 4, p < 0,05) alten Herz war signifikant.

3.2. Proteinmessungen
3.2.1. SCN1A (Nav1.1)

Der Proteinnachweis mittels Western-Blot-Analyse des Natriumkanals Na,1.1 zeigte einen

anderen Verlauf als die Expression des zugehorigen Gens SCN1A (siehe dazu Abbildung 12).

Im Gegensatz zu der PCR-Analyse der Genexpression fiel die relative Proteinmenge
beginnend mit dem Embryonalstadium (E17) ab. An Tag 1 fiel sie bis auf 91+47% und am 7.
Tag auf 65143%, diese Unterschiede waren jedoch nicht signifikant. Nach 21 Tagen zeigte
sich eine signifikante Abnahme auf 56+38% in der Kammer und 57+39% im Vorhof (p < 0,05,
n = 3). Die 6 Wochen alten Tiere zeigten eine relative Proteinmenge von 51+35% (p < 0,01, n

= 3) in der Kammer bzw. 43129% (p < 0,001, n = 3) im Vorhof (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10 — Western-Blot fiir Na,1.1, inkl. GAPDH

Zu sehen ist ein reprasentatives Ergebnis des Western-Blots fiir den Natriumkanal Na,1.1 mit
dazugehoriger Beladungskontrolle der gleichen Proben mittels GAPDH. Deutlich ist die Abnahme
der Proteinkonzentration im Lauf der Ontogenese zu verfolgen. Die Beladungskontrolle zeigt keine
derartige Tendenz und zeigt eine nahezu identischen Proteinbeladung der einzelnen Geltaschen an.
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Abbildung 11 - Western-Blot Na,1.1

Signifikanz: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Die relative Proteinmenge des Natriumkanals Na,1.1 nahm postnatal ab (1. Tag: 91+47%, n = 3).
Diese Entwicklung war ab Tag 21 signifikant (56£38% in der Kammer, n = 3, p < 0,05) und blieb im
Verlauf auch bei den dlteren Tieren signifikant. Ein signifikanter Unterschied zwischen der
Expression in der Kammer und dem Vorhof war nicht vorhanden.
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Abbildung 12 - Protein / RNA SCN1A

P = Proteinmessung; R = RNA-Messung; Signifikanz: * p < 0,05; ** p < 0,01; # p < 0,001

Wiahrend die RNA-Messung einen signifikanten postnatalen Anstieg zeigte, nahm die
Proteinkonzentration signifikant und kontinuierlich ab.

3.2.2. SCN5A (Nay1.5)

Anders als beim Natriumkanal Na,1.1 folgte die im Western-Blot bestimmte relative
Proteinmenge bei dem eher herztypischen Natriumkanal Na,1.5 den Ergebnissen der

Expressionsanalyse des zugehorigen Gens SCN5A (siehe dazu Abbildung 15).

Die relative Proteinmenge stieg vom Embryonalstadium (E17) am 1. Lebenstag auf
188+127% und am 7. Tag auf 202+160%. Am 21. Tag stieg sie weiter auf 284+140% in der
Kammer bzw. 102466% im Vorhof. Danach fiel die relative Proteinmenge der 6 Wochen
alten Tiere analog zur Genexpression leicht auf 232+81% in der Kammer ab. Die relative
Proteinmenge im Vorhof blieb auch nach 6 Wochen nahezu konstant bei 109+58% (siehe

Abbildung 13 und Abbildung 14).

Im Gegensatz zur Genexpressionsanalyse mittels PCR waren die quantitativen Unterschiede

der Proteinexpression nicht signifikant.
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Abbildung 13 — Western-Blot fiir Na,1.5, inkl. GAPDH

Postnatal erfolgte eine Expressionszunahme fiir den Kanal Na,1.5. Das Ventrikelmyokard zeigte
eine hohere Expression als das Vorhofmyokard. Die Beladungskontrolle mittels GAPDH zeigte
nahezu identische Proteinbeladungen.
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Abbildung 14 - Western-Blot Na,1.5
Die relative Proteinmenge des Natriumkanals Na,1.5 nahm postnatal analog zur Genexpression zu.
Zwar zeigte sich auch in der Proteinmessung ein deutlicher Unterschied zwischen der Expression im
Vorhof zur Kammer, ein signifikanter Unterschied zwischen der Expression in der Kammer und dem
Vorhof war jedoch nicht vorhanden.
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Abbildung 15 - Protein / RNA SCN5A

P = Proteinmessung; R = RNA-Messung; Signifikanz: * p < 0,001

Es zeigte sich ein paralleler Verlauf der RNA- und Proteinmessung fiir den Kanal Na,1.5 mit dem
Gen SCN5A. Der Unterschied zwischen der Expression im Vorhof und in der Kammer fiel auf
Proteinebene deutlicher aus, auch wenn dieses Ergebnis nicht Signifikanzniveau erreichte. Die
restlichen Ergebnisse fiir die RNA-Messung waren signifikant (p < 0,001), die der Proteinmessung
jedoch nicht.

3.2.3. SCN8A (Nay1.6)

Der Nachweis einer messbaren Proteinmenge der a-Untereinheit des Kanals Na,1.6 mittels
Western-Blot in den Herzproben gelang nicht. Zum Ausschluss eines Methodenfehlers wurde
mittels des bei den kardialen Proben angewandten Versuchsprotokolls Na,1.6-Protein in

Hirnproben der Ratten nachgewiesen. Siehe hierzu Abbildung 16.
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Abbildung 16 - Western-Blot Na,1.6
Es gelang der Nachweis des Kanals in der Hirnprobe beim erwarteten Molekulargewicht von knapp
iber 250 kDa. In den Herzproben war dieser Nachweis nicht zu fiihren.

3.3. Farbungen

3.3.1. SCN1A (Nay1.1)

Es gelang nicht, den Hirntyp-Kanal Na,1.1 in der Immunhistochemie der Herzschnitte
eindeutig zu identifizieren. Zum Ausschluss eines Versagens der Methode wurde zur
Validierung die Farbung von GroBhirnschnitten durchgefiihrt (siehe Abbildung 17). Dort liel

sich Na,1.1-Protein sicher und reproduzierbar nachweisen.
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A B

Abbildung 17 - Na,1.1 an Gehirnprobe

(A) Die linke Abbildung zeigt die immunhistochemische Reaktion (braune Farbung) der
Nervenzellen aus dem Gehirn erwachsener Ratten, die Na,1.1 exprimieren. (B) Die
Substitutionskontrolle blieb ohne Anfarbung.

3.3.2. SCN5A (Nay1.5)

Der Kanal Na,1.5 lieR sich in allen untersuchten Altersstufen immunhistochemisch eindeutig
nachweisen. Siehe dazu die Abbildung 18 bis Abbildung 22. Die Randbereiche der
untersuchten Schnitte waren stets intensiver gefarbt als die zentral gelegenen Anteile.
Samtliche Substitutionskontrollen der hier gezeigten Aufnahmen blieben ohne

immunhistochemische Reaktion.

A B/ C

Abbildung 18 - Nav1.5 (40x), Altersstufe E17

(A) Braun angefarbt ist das Herz in einem Totalschnitt durch einen Rattenembryo der Altersstufe
E17, das umliegende Gewebe ist frei von Na,1.5. (B) Die Substitutionskontrolle blieb ohne
immunhistochemische Reaktion.
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Abbildung 19 - Na,1.5 (100x), Altersstufe E17

(A) VergroBerter Abschnitt aus Abbildung 18

Abbildung 18 - Nav1.5 (40x), Altersstufe E17

Zu sehen ist die gleichmaRige Anfirbung in beiden Kammern und dem Septum. Kleine, blau
angefarbte Zellen sind hauptsachlich Erythrozyten.

(B) Die Substitutionskontrolle blieb ohne immunhistochemische Reaktion.

1 A"v 4 ; '-' N :’. Lo 7
Abbildung 20 - Na,1.5 (200x), Altersstufe 1. Tag
(A) Stirkere Anfarbung im Randbereich der Herzen von einem Tag alten Ratten, sonst zeigte sich

auch hier ein homogenes Bild. (B) Die Substitutionskontrolle blieb auch hier ohne
immunhistochemische Reaktion.
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Abbildung 21 - Na,1.5 (200x), Altersstufe 7. Tag

(A) Schnitt rund um ein GefaR in einem Herz eines 7 Tage alten Tiers, dessen Endothel sich nahezu
frei von Na,1.5 zeigte. Auch hier ist eine starkere Reaktion der Farbung zum Randbereich hin zu
erkennen. (B) Die Substitutionskontrolle blieb ohne immunhistochemische Reaktion.

Abbildung 22 - Na,1.5 (400x), Altersstufe 6 Wochen

(A) Zu sehen ist hier die deutliche Anfiarbung der Kardiomyozyten in den Herzen 6 Wochen alter
Ratten, zu erkennen ist auch die herztypische Musterung des Gewebes. (B) In der
Substitutionskontrolle zeigte sich keine Farbung.

3.3.3. SCN8A (Na,1.6)

Auch der Kanal Na,1.6 lieR sich in allen untersuchten Altersstufen immunhistochemisch
nachweisen, auch wenn die Intensitat der Farbung deutlich geringer ausfiel als bei der
Farbung der Na,1.5 Kanéle (siehe Abbildung 23 bis Abbildung 27). Im Unterschied zu dieser
Farbung zeigte sich hier in den Prdparaten der 6 Wochen alten Tiere eine veranderte
Lokalisierung der Na,1.6 Kanalproteine. Bei den jiingeren Tieren war eine eher homogene
Anfarbung zu sehen, wahrend sich bei den 6 Wochen alten Tieren streifenférmige
Anreicherungen der Proteine zeigten (siehe Abbildung 27). Zudem war eine intensivere

Anfarbung im Vorhofmyokard als im Kammermyokard bei den 21 Tage alten Ratten zu sehen
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(siehe dazu Abbildung 28). Samtliche Substitutionskontrollen der hier gezeigten Aufnahmen

blieben ohne immunhistochemische Reaktion.

A B/ -

Abbildung 23 - Na,1.6 (40x), Altersstufe E17
(A) Leichte Anfarbung des gesamten Myokards des embryonalen Herzens, das umliegende Gewebe

zeigte sich frei von Na,1.6. (B) Die Substitutionskontrolle blieb ohne immunhistochemische
Reaktion.

A B

Abbildung 24 - Na,1.6 (100x), Altersstufe E17
(A) Auch in der héheren VergroRerung der embryonalen Herzen zeigte sich die leichte, homogene
Anfarbung des Myokards. (B) Substitutionskontrolle ebenfalls ohne Anfarbung.
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Abbildung 25 - Na,1.6 (200x), Altersstufe 1. Tag

(A) Die Farbung der einen Tag alten Rattenherzen zeigte wie die Farbung der embryonalen Herzen
eine Expression des Kanals Na,1.6 im Myokard. (B) Die Substitutionskontrolle zeigte keine
immunhistochemische Reaktion.

Abbildung 26 - Na,1.6 (200x), Altersstufe 7. Tag
(A) Myokard einer 7 Tage alten Ratte mit angeschnittenem GefiB. Die Anfarbung erscheint
homogen. (B) In der Substitutionskontrolle sind keine gefarbten Bereiche zu erkennen.
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Abbildung 27 - Na,1.6 (400x), Altersstufe 6 Wochen

(A) Das Myokard einer 6 Wochen alten Ratte zeigte eine leichte Anfarbung mit streifiger Betonung
einiger Areale (durch Pfeile markiert). (B) Die Substitutionskontrolle blieb ohne
immunhistochemische Reaktion.

Abbildung 28 - Na,1.6 (100x), Altersstufe 21 Tage, Vorhofmyokard / Ventrikelmyokard
(A) Stirkere Anfirbung des Vorhofmyokards (*) im Vergleich zum Kammermyokard (o). (B) Die
Substitution blieb sowohl im Vorhof- (*) als auch im Kammermyokard (o) ohne Firbung.
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4. Diskussion

Im Myokard ist die Expression vieler verschiedener lonenkandle zur Aufrechterhaltung einer
geregelten elektrischen Aktivitat erforderlich. Fiir die Entstehung und Weiterleitung von
Aktionspotentialen in erregbaren Zellen wie den Kardiomyozyten ist das Vorhandensein
spannungsabhangiger Natriumkanale essentiell. Im Herzmuskel wird (iberwiegend der
spannungsabhangige Natriumkanal Na,1.5 als sog. herzspezifischer Natriumkanal exprimiert.
Aber auch andere spannungsabhangige Natriumkanale, welche hauptsachlich in neuronalen
Geweben exprimiert werden, kommen im Myokard vor. Maier et al. beschrieben erstmals
die wichtige Funktion dieser sogenannten ,Hirntyp-Natriumkandle” fur die regelgerechte
Funktion des Herzens, insbesondere fiir die elektromechanische Kopplung und die
Schrittmacherfunktion des Sinusknotens (Maier et al. 2002; 2003). Da die differentielle
Expression vieler Proteine (so auch spannungsabhangiger Natriumkandle) fiir eine
regelgerechte Gewebe- und Organdifferenzierung notwendig ist, ist die Kenntnis der
physiologischen Expressionsmuster dieser spezialisierten Proteine notwendig, bevor dann in
weiteren Schritten pathologische Expressionsprofile, welche z.B. im Rahmen bestimmter
Erkrankungen auftreten, untersucht und beurteilt werden kénnen.

In dieser Arbeit wurde die Expression der Hirntyp-Kandle (Na,1.1 und Na,1.6) mit der
Expression des Herztyp-Kanals (Na,1.5) wahrend der Ontogenese verglichen, um
Riickschliisse auf das Verteilungsmuster und die anteilige Bedeutung der jeweiligen Kanale

wahrend der ontogenetischen Herzentwicklung zu erlangen.

4.1. SCN1A (Na,1.1)

Der Kanal Nay1.1 zeigte fiir das zugehorige Gen SCN1A in der PCR eine postnatale
Expressionssteigerung um das 6-fache zwischen der Altersstufe E17 und dem ersten
postnatalen Tag. Allerdings folgte die Proteinmessung mittels Western-Blot nicht diesem
Verlauf. Hier zeigte sich von E17 an eine kontinuierliche Abnahme der Expression bis auf ca.
50% des Ausgangswerts in 6 Wochen alten Herzen.

Als Ursache fiir diese Diskrepanz sind u.a. die posttranslationale Modifikation und microRNA
vermittelte Translationsblockade des Proteins Na,1.1 zu diskutieren, die in den folgenden

Abschnitten 4.5.1 - 4.5.3 ndher behandelt werden.
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Ein weiterer Grund konnte die Degradation des Proteins wahrend der Probenaufbereitung
sein. Da bei den Hirntyp-Natriumkanalen wesentlich geringere Gesamtmengen als bei dem
herzspezifischen Kanal Na,1.5 vorlagen, konnte dieser Effekt hier starker ins Gewicht fallen.
Ein Einfluss auf die relative Expression ist jedoch unwahrscheinlich, da sich dieser Effekt
gleichermalien auf Proben aller Altersstufen auswirken sollte. Dies war nicht der Fall, zudem
lieRBen sich die Ergebnisse in unabhangigen Messreihen reproduzieren und bestatigen.

In zukiinftigen Arbeiten gilt es daher zu klaren, auf welchen Wegen die Expression des
Kanalproteins Na,1.1, bei zunehmender Transkription, gesteuert und letztlich herabreguliert

wird.

4.2. SCN5A (Nay1.5)

Die Ergebnisse der PCR und Proteinmessung mittels Western-Blot dieser Arbeit zeigten einen
postnatalen Anstieg der Expression des Kanals Na,1.5. Flir die PCR-Ergebnisse war dieser
Anstieg signifikant, die Ergebnisse des Western-Blots folgten zwar den PCR-Ergebnissen,
erreichten jedoch keine Signifikanz. Der postnatale Anstieg der Expression stimmte gut mit
PCR-Messungen an Mauseherzen liberein, dort konnte ebenfalls ein signifikanter postnataler

Anstieg der SCN5A-Expression gezeigt werden (Haufe et al. 2005; Dominguez et al. 2008).

Des Weiteren konnte ein nicht signifikanter Unterschied zwischen der Expression im Vorhof-
und Kammermyokard, sowohl in den PCR- als auch den Western-Blot-Ergebnissen, gezeigt
werden, wobei dieser Unterschied in den Proteinmessungen deutlicher ausfiel als auf Ebene

der mRNA. Dabei fiel die Expression in den Vorhofen geringer aus als im Kammermyokard.

Die immunhistochemischen Farbungen zeigten von E17 beginnend an eine deutliche
Anfarbung des Myokards, wobei zwischen den Schnitten aus den Herzen der Altersstufe E17
und denen der postnatalen Tiere subjektiv eine Zunahme der Farbeintensitdt beobachtet
wurde. Ein objektiveres Verfahren zur Beurteilung der immunhistochemischen Reaktion, wie
es beispielsweise bei immunhistochemisch angefarbten Zellkulturen Anwendung findet,

konnte auf Grund des starken Zellverbandes im Myokard nicht sicher verwendet werden.
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Daher ist eine objektive Aussage liber die Intensitdt der Farbung und damit Gber die Menge

an exprimierten Proteinen so nicht zu treffen.

4.3. SCNS8A (Nay1.6)

Verglichen mit der Expression zu dem Zeitpunkt E17 nahm diese kontinuierlich und
signifikant im Verlauf der Ontogenese ab. Die Auftrennung in Vorhof- und Kammermyokard
zeigte zudem eine signifikant héhere Expression im Vorhof in den Altersstufen 21. Tag und 6
Wochen.

Die Proteinmessung mittels Western-Blot gelang mit den untersuchten Herzproben nicht,
war jedoch in Hirnproben mit mutmallich hoheren Proteinkonzentrationen des Kanals
Na,1.6 moglich. Die zum Teil schwierige Extraktion groBerer Membranproteine wurde auch
im Zusammenhang mit der Struktur- und Funktionsanalyse dieser Proteine immer wieder
festgestellt. Dabei besteht die Schwierigkeit u.a. darin, die hydrophoben, in der
Lipiddoppelschicht gelegenen Anteile der groRen Membranproteine in einer wassrigen
Losung mit Hilfe von Detergenzien zu l6sen (Bannwarth und Schulz 2003; Schwarz et al.
2007). Gleichzeitig muss dabei das Ausbilden von Aggregaten (beispielsweise von lipophilen
Membranfragmenten mit den Kanalproteinen) verhindert werden, da diese im weiteren
Versuchsablauf (z.B. wahrend eines Zentrifugationsschrittes durch die hhere Gesamtmasse

des Aggregats in die zu verwerfende Fraktion) abgetrennt werden.

Es gelang jedoch den Kanal Na,1.6 immunhistochemisch darzustellen. Die Signalintensitat
der immunhistochemischen Farbung war bei den 6 Wochen alten Tieren schwacher als bei
den Tieren zwischen E17 und dem 7. Lebenstag. Bei den 6 Wochen alten Tieren zeigte sich
zudem eine bevorzugte Lokalisation des Na,1.6 Proteins an distinkten Punkten der Zelle. Im
Gegensatz dazu stellte sich die Anfarbung der Schnitte jlingerer Altersstufen homogen dar.
Eine Zuordnung der Lokalisation hoher Signalintensitdt zu bestimmten zelluldren oder

subzelluldaren Strukturen war im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich.
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4.4. Bedeutung wihrend der Ontogenese

Wahrend sowohl die Expression der mRNA fiir das Gen SCN5A als auch die des zugehorigen
Proteins Na,1.5 wahrend der Ontogenese zunahm, fielen die Proteinkonzentration des
Hirntyp-Kanals Na,1.1 und die Expression des Gens SCN8A (fiir den Hirntyp-Kanal Na,1.6)
signifikant ab.

Die funktionelle Bedeutung der Hirntyp-Kanale scheint also in der Pranatal- und friihen
Sauglingszeit hoher zu sein und im Laufe der Entwicklung weiter abzunehmen, vorausgesetzt
die Protein- und RNA-Mengen spiegeln diese tatsachlich wider. Zur Untersuchung der
funktionellen Bedeutung der beobachteten Expressionsunterschiede sind zukinftig
elektrophysiologische Untersuchungen und hierdurch eine Quantifizierung der durch die
Kanalproteine vermittelten lonenstréme notwendig. Die immunhistochemische Farbung des
Kanals Na,1.6 legt zudem nahe, dass sich die Rolle der Hirntyp-Kanale in dlteren Herzen eher
auf spezielle Funktionen an distinkten Orten der Zelle konzentriert. Denkbar ware die von
Maier et al. (2002) beschriebene Rolle der Hirntyp-Kandle bei der Elektromechanischen

Kopplung.

Untersuchungen menschlicher Gehirne zeigten ebenfalls eine starkere Expression des Kanals
Na,1.1 wahrend des ersten Lebensjahres. Die Autoren diskutieren daher, Kinder mit SCN1A-
Anomalien (siehe Abschnitt 1.3.5 Dravet-Syndrom) moglicherweise schon vor Auftreten der
ersten schweren Symptome im ersten Lebensjahr zu behandeln. Hierdurch kénnte eine
Entwicklungsbeeintrachtigung des kindlichen Gehirns in einer sensiblen Phase verhindert
werden (Wang W et al. 2011). Dabei sollten Antikonvulsiva, welche die Natriumkandle
blockieren wie Carbamazepin und Lamotrigin, vermieden werden, da diese eine Verstarkung
der Symptome auslosen konnen (Horn et al. 1986; Guerrini et al. 1998). Da beim Dravet-
Syndrom meist ein einzelnes Gen betroffen ist, welches die Erkrankung ausldst, kdnnte diese

Erkrankung in Zukunft fir gentherapeutische Ansatze in Betracht kommen.

4.5. Regulation der Expression spannungsabhingiger Natriumkanale

4.5.1. Regulation auf Ebene der Transkription

Der erste Schritt zur Regulation der Expression beginnt auf der Ebene der Transkription.
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Diese Regulation erfolgt haufig Gber spezifische Gensequenzen (sog. cis-Elemente), welche
die Transkription entweder fordern oder hemmen. Eine dieser Sequenzen konnte auch bei
dem spannungsabhdngigen Natriumkanal mit dem zugehdérigen Gen SCN2A gezeigt werden
(Maue et al. 1990).

In nicht-neuronalen Zellen fand man Mitte der 1990er Jahre ein Protein, das spezifisch die
Expression neuronaler Proteine unterbinden kann, indem es an die entsprechende
Gensequenz bindet, und nannte es ,Neuron-Restrictive Silencer Factor” (NRSF) bzw. , RE-1
silencing transcription factor” (REST) (Schoenherr und Anderson 1995; Chong et al. 1995).

In diesem Zusammenhang ware es interessant zu untersuchen, welche Rolle diese — oder
dhnliche Proteine — auf die Regulation der Expression der Natriumkanale speziell im sich
entwickelnden Myokard haben und ob sich deren Einfluss auf die Transkription wahrend der

Ontogenese verandert.

4.5.2. Regulation der Translation mittels microRNA

Die Differenzen in den Messergebnissen zwischen den mRNA- und Proteinmessungen des
Kanals Na,1.1 legen die Vermutung nahe, dass die Expression des Kanals Na,1.1 neben der
Transkriptionsregulation weiteren Faktoren unterworfen ist, die bei vorhandener mRNA eine
Expression des Proteins verhindern. Denkbar ware hier beispielsweise eine microRNA-
vermittelte Blockierung der Translation, was in weiterfiihrenden Studien untersucht werden
musste.

Bei microRNA handelt es sich haufig um 21 Nukleotide beinhaltende RNA-Strange, die nicht
fiir ein Protein kodieren, sondern iber Basenpaarung, meist mit der 3‘-UTR Region der Ziel-
MRNA, deren Translation behindern oder zu deren Abbau flihren (Fabian et al. 2010).

Seit der ersten Beschreibung der durch microRNA verursachten Translationsblockade Anfang
der 1990er Jahre durch Lee et al. (1993) sind immer mehr Ziel-mRNAs fiir microRNA
beschrieben worden. Diese Regulation ist auch an der regelgerechten Entwicklung des
Gehirns und Herzens entscheidend beteiligt, was u.a. in einer Studie an Zebrabérblingen
gezeigt werden konnte. Dabei gelang der Nachweis, dass Zebrabarblinge, die auf Grund einer
erzeugten Mutation keine funktionsfahigen microRNAs produzieren koénnen, keine
ordnungsgemalRe Ausbildung des Gehirns und des Herzens zeigten. Dieser Effekt konnte
durch Hinzugabe einer spezifischen funktionsfahigen microRNA aufgehoben werden

(Wienholds et al. 2005; Giraldez et al. 2005). Auch konnte die Beteiligung von microRNA an
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der Entstehung von Herzinsuffizienz und -hypertrophie in mehreren Versuchen an
Tiermodellen gezeigt werden (van Rooij et al. 2006; Sayed et al. 2007; van Rooij et al. 2007).
Neuere Studien schliefllich kamen zu dem Schluss, dass ca. 60% der fiir Proteine
kodierenden Gene durch microRNAs reguliert werden (Friedman et al. 2009). Daher ist eine
microRNA-vermittelte Regulation der Expression der spannungsabhangigen Natriumkanale
durchaus denkbar und ware gut mit den hier erzielten Diskrepanzen in den Messergebnissen

zwischen RNA und Protein vereinbar.

4.5.3. Regulation durch posttranslationale Modifikation

Weitere Mechanismen, welche die Regulation des Einbaus funktionsfahiger Natriumkanale
mitbestimmen, sind die vielfaltigen Moglichkeiten der posttranslationalen Modifikation. Fir
die Proteine Nedd4 und Nedd4-2 aus der Familie der Ubiquitin-Ligasen konnte
beispielsweise eine Regulation verschiedener Hirntyp-Natriumkanale gezeigt werden. Dabei
interagieren diese Ligasen mit einem speziellen Motiv (PY-Motiv) des Zielproteins. Dieses
(oder ein verwandtes) PY-Motiv wurde u.a. auf den spannungsabhdngigen Natriumkanalen
Na,1.1, Na,1.5 und Na,1.6, die in dieser Arbeit ndher untersucht wurden, gefunden (Fotia et
al. 2004). Als Folge der durch die Ubiquitin-Ligasen erzeugten Poly-Ubiquitinierung werden
die so markierten Proteine dem 26S-Proteasom zugefiihrt und abgebaut (Hershko und
Ciechanover 1992). Als weitere Moglichkeit wurde die Regulierung des Membraneinbaus
funktioneller Na,-Proteine Uber durch Proteinkinasen vermittelte Phosphorylierung gezeigt.
Eine Aktivierung der Proteinkinase A (PKA), vermittelt z.B. durch B-adrenerge Stimulation,
flihrte in Versuchen an Xenopus-Oozyten zu einem vermehrten Einbau und einer gednderten
Kanalkinetik von Na,1.5 (Zhou et al. 2000). Fir die Aktivierung der Caz+—abhéngigen
Proteinkinase C (PKC) konnte eine beschleunigte Internalisierung und damit ein
beschleunigtes Entfernen der funktionsfahigen Proteine aus der Zellmembran der Na,-
Proteine gezeigt werden (Yanagita et al. 1996; Shiraishi et al. 2001).

Zicha et al. (2004) beschrieben die Herabregulation des Proteins Na,1.5 bei unverdanderter
MRNA-Expression in einem Herzinsuffizienzmodell an Hunden. Als Ursache diskutierten sie
u.a. den moglichen Abbau des Kanalproteins iiber Ca**-vermittelte Aktivierung der PKC bei
erhdhtem Ca?*-Gehalt der Myokardzellen bei Herzinsuffizienz. Aulerdem hielten sie die
verminderte Aktivierung der PKA (und dadurch einen verminderten Einbau der

Kanalproteine in die Zellmembran) bei reduzierter B-Rezeptor-Expression, wie sie bei der
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Herzinsuffizienz beobachtet wurde, fir eine mogliche Erklarung fur die Diskrepanz zwischen
Kanalprotein- und mRNA-Expression (Zicha et al. 2004).
Auch die Regulation der Expression der Natriumkandle des Myokards mittels

posttranslationaler Modifikation wahrend der Ontogenese kommt also in Betracht.

4.6. Fetales Verteilungsmuster und dessen mogliche Gefahren

Hoshijima und Chien beschrieben 2002 in einer Analyse der Herzinsuffizienz eine Riickkehr
der Genexpression zu einem fetalen Muster (Hoshijima und Chien 2002). In einem
Herzinsuffizienzmodell an Ratten konnte gezeigt werden, dass u.a. die Hirntyp-Kanale Na,1.1
und Na,1.6 in den Kardiomyozyten der betroffenen Tiere hochreguliert wurden, wahrend die
Expression des Kanals Na,1.5 abnahm (Xi et al. 2009).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass das fetale Verteilungsmuster der Kanale Na,1.1 und
Na,1.6 dem von Xi et al. (2009) als Herzinsuffizienz-assoziierten Muster dhnlich ist. Diese
Ergebnisse bestdtigen damit auch die Beobachtung von Hoshijima und Chien fir die
untersuchten Natriumkanale. In den Herzen von Patienten mit Herzinsuffizienz konnte ein
erhohter persistierender Natriumeinstrom (Iya) nachgewiesen werden, der an der
Verlangerung des Aktionspotentials und der Dysregulation der Na*- und Ca’*-Homdostase
durch vermehrten Einstrom von Na' beteiligt ist (Maltsev et al. 1998; Undrovinas et al. 1999;
Valdivia et al. 2005). Xi et al. konnten zeigen, dass dieser Natriumstrom Iy, moglicherweise
durch eine vermehrte Expression der Hirntyp-Natriumkanale zustande kommt (Xi et al.
2009).

Die Inhibition spannungsabhdngiger Natriumkanéle, welche den spaten Natriumstrom Iy,
vermitteln, ist Wirkmechanismus einiger potenter Antiarrhythmika (Belardinelli et al. 2006;
Saint 2008). Es kann daher ein Einfluss der Hirntyp-Natriumkanale auf die Entwicklung dieser
durch einen vermehrten Natriumstrom Iy, getragenen Arrhythmien diskutiert werden.
Andererseits konnte dies bedeuten, dass bei erhohter Expression von Hirntyp-
Natriumkanalen ein héheres Risiko fiir die Entwicklung dieser Arrhythmien vorliegen kénnte.
Dies wiirde insbesondere dann gelten, wenn die Hirntyp-Natriumkanale zusatzlich einer
gain-of-function-Mutation, die den spaten Natriumstrom Iy, noch verstarken wirde, (siehe

Abschnitt 1.3 lonenkanalerkrankungen und assoziierte Erkrankungen) unterliegen.
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Diesem Modell und den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen folgend waren Sauglinge auf
Grund des hoheren Anteils an Hirntyp-Natriumkanalen eher gefdahrdet, Arrhythmien, die
durch die Verlingerung des Aktionspotentials oder die Stérung des Na*- und Ca®'-
Gleichgewichts entstehen, zu entwickeln. In diesen zeitlichen Rahmen passt die hdchste Rate
an SIDS-Fallen bei Sauglingen mit dem in dieser Arbeit beschriebenen Verteilungsmuster
dieser Altersgruppe. Dies wiirde einen weiteren Ansatzpunkt fir die zukiinftige Forschung

auf dem Gebiet des plotzlichen Herztods und des plotzlichen Sauglingstods bieten.

Ein interessanter Forschungsansatz ware daher die Beschreibung der differentiellen
Expression spannungsabhangiger Natrium- und anderer lonenkandle von Kindern, welche

am plotzlichen Sauglingstod verstorben sind.
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5. Zusammenfassung

Spannungsabhangige Natriumkanadle sind in entscheidender Weise an der Entstehung und
Weiterleitung von Aktionspotentialen in erregbaren Zellen und deren Gewebeverbanden
beteiligt. Auch im Herzen tragen sie damit zur Entstehung und Weiterleitung der
elektrischen Erregung bei. Dabei unterscheidet man in der Familie der spannungsabhangigen
Natriumkandle mehrere Kandle voneinander, die unterschiedliche Eigenschaften und
bevorzugte Expressionsorte besitzen (Goldin 2001; Catterall et al. 2005). Es ist eine Vielzahl
von Erkrankungen bekannt, die mit Mutationen in den Genen fir diese Kanile
vergesellschaftet sind und die elektrische Herzaktion storen kénnen. Neuere Studien haben
auch die Beteiligung von (wegen des Hauptexpressionsortes so genannten) Hirntyp-
Natriumkandlen an der Entstehung des regelgerechten Herzschlags im Sinusknoten
nachgewiesen (Maier et al. 2003; Lei et al. 2004). AuRerdem konnte den
spannungsabhdngigen Natriumkandlen eine Rolle bei der postnatalen Entwicklung des
Nervensystems zugeschrieben werden (Garcia et al. 1998).

Ziel dieser Arbeit war es daher, die unterschiedliche Expression der Hirntyp-Natriumkanale
SCN1A (Na,1.1) und SCN8A (Na,1.6) mit der Expression des herztypischen Natriumkanals
SCN5A (Na,1.5) zu verschiedenen Zeiten der Entwicklung an Herzen in einem Rattenmodell
zu untersuchen. Hierzu kamen die Real-Time-PCR fiir den Nachweis auf mRNA-Ebene sowie
Western-Blots und immunhistochemische Farbungen fiir den Nachweis auf Proteinebene
zum Einsatz.

Es konnte gezeigt werden, dass die Expression des Kanals Na,1.5 im Laufe der Entwicklung
signifikant zunahm, wahrend die Expression der Hirntyp-Natriumkanale abnahm. Fir den
Kanal Na,1.1 folgte die Proteinmessung dabei nicht den Ergebnissen der mRNA-Analyse, was
eine Regulation der Kandle nach der Transkription nahe legt. Den Ergebnissen dieser Arbeit
folgend kann vermutet werden, dass die Hirntyp-Natriumkanale eine wichtige Rolle in der
Entwicklung einnehmen, die mit zunehmendem Alter abnimmt. lonenkanalerkrankungen,
welche die Hirntyp-Natriumkanéle betreffen, konnten in dieser Entwicklungsphase also
starker ins Gewicht fallen. Weitere Untersuchungen sollten sich daher der Frage widmen, ob
durch die erhohte Expression dieser Kanale in der friilhen Lebensphase ein besonderes Risiko
flr Herzrhythmusstdrungen besteht und wie diese friihzeitig erkannt und behandelt werden

kénnen.
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