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Zusammenfassung
Herr-Krelslauferkrankungen sind immer noch hdufigste
Todesursache in den Industriestaaten. Die zur Zeit verfugbaren
Behandlungsstrategien bediirfen der Optimierung. Ein
wirksames Therapieprinrip sind Substanzen, die den span-
nungsabhangigen L-Typ Kalriumkanal gewebssperifisch
blockieren. Wir haben fur Screening- Verfahren die cDNA der
L-Typ Kalriumkaniile aus Herz und glatten Muskeln isoliert.
Mit Hilfe von molekularbiologischen verjahren und Zellkultur-
zellen haben wir stabile Zellinien etabliert. Diese Zellinien
eignen sicli zum Screenen von gewebsspezifischen Kalziumka-
nalblockem.

Summary: Potential screening model for tissue specific
calcium channel blockers
Cardiovascular diseases are still the major cause of death in
industrialized countries. The available therapies need impro-
vement and specially tissue specific drugs. We have tested the
possibility to establish cell lines expressing tissue specific
cardiac muscular or smooth muscle L-type calcium channels.
The cardiac and the smooth muscle L-type calcium channel
differ in the [S6 segment of the ale-gene. The established cell
lines expressing the afC- a or the afc-b splice variants of the
alc-gene can be used for the screening of tissue specific
calcium channel blockers.
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1 Einleitung

Herz-/Kreislauferkrankungen sind immer
noch die haufigste Todesursache in den
entwickelten Industrielandern. Ihre Ver-
hiitung bzw. die effiziente Behandlung der
Erkrankungen des Herz-/Kreislaufsy-
stems sind deshalb Yon iiberragender Be-
deutung fur die allgemeine Volksgesund-
heit. Ein Therapieprinzip, das sich zur Be-
handlung des Hochdrucks und einiger
Unterforrnen yon Herzschlag-Irregulari-
taten (Arrhythmien) bewahrt hat, sind die
sogenannten Kalziumantagonisten. Die-
se Pharmaka blockieren den Kalziurnein-
strom in verschiedenen erregbaren Gewe-
ben, darunter dem Herzmuskel und der
glar.te n GefaBmuskulatur. Hierdurch
kommt es zu einer verminderten Kontrak-
tion. Unerwiinscht ist nun die Hemmung
der Kontraktion des Herzmuskels, da sie
schlieBlich zum Tode fiihren wiirde.
Dagegen ist die dosierte Hernmung des
Gefabmuskeltonus bei allen Formen der
Bluthoehdruek-Krankheit erwunscht, da
dureh die Ersehlaffung der Gef'afle
der Blutdruck sinkt. Deshalb werden
Kalziumantagonisten, die eine Praferenz
fiir den Kalziumkanal des glatten GefaB-
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muskels haben, als Therapeutika be-
vorzugt.

Bisherige Screening- Verfahren fur sol-
che Substanzen nutzten ausschlieBlich
Gewebspraparate Yon T.ahoraroriurnstie-
ren. Durch die Klonierung der Unterein-
heiten des Kalziumkanals eroffneten sich
nun Moglichkeiten, neue Screening-Mo-
delle in Zellkultur-Zellen zu erproben.
Weitgehend unklar war bisher, ob in sol-
chen Zellkultursystemen die biologischen
Unterschiede zwischen Herzmuskel- und
Gefabmuskel- Kalziumkanal reproduziert
werden. In einem durch die Stiftung zur
Forderung der Erforschung yon Ersatz-
und Erg anzu n gsmetho den zur Ei n-
schrankung von Tierversuchen geforder-
ten Forschungsvorhaben wurde unter-
sucht, ob dureh Expression der verschie-
denen Untereinheiten des Herz- und Ge-
fafmiuskel-Kalzlumkanals die biologi-
sehe Situation wieder hergestellt werden
kann. Die Schwierigkeit dabei war, daB,
soweit man es aus molekularbiologisehen
Versuchen wufste, die Kalziurnkanale des
Herz- und des Gefalsmuskels durch die
gleichen Gene kodiert werden. Wir haben
nun in rnehreren Schritten versucht, die-
ses Problem ZLl Iosen.

2 Ergebnisse

In einem ersten Ansatz zeigten wir, daf
das Gen fur die sogenannte a-Unterein-
heit des L-Typ Kalviumkanals in Zellkul-
turzellen eingebracht werden kann und
dort ein Protein synthetisiert wird, das die
physiologischen Grundeigenschaften ei-
nes L-Typ Kalziumkanals des Herzens
oder glatten Muskels hat. Dieser Kalzium-
kanal wird, wie auch in vivo, durch
Kalziumantagonisten bloekiert (Welling et
al., \993). In einem zweiten Schritt ver-
suchten wir dann, durch Modifikation des
eingebrachten Genes eine bessere und sta-
bile Expression des Kalziumkanalproteins
in den Zellen zu erreichen. Wir fan den
dabei, daB, wenn man vom carboxytermi-
nalen Ende des Proteins etwa 200 Ami-
nosauren entfernt, das daraus resultieren-
de klein ere Protein in hoherer Dichte in
der Zellmembran vorhanden ist, aber die
grundlegenden physiologischen Eigen-
schaften des L- Typ Kalziumkanals nicht
verandert sind (Seisenberger et a!., 1995;
Hofmann et al., 1996). Mit diesen Versu-
chen konnten wir zeigen, daB sich die ver-

kurzte cx1-Untereinheit des L-Typ Kalzi-
umkanals, wenn sie stabil in Zellkultur-
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zellen exprimiert wird, als Screening-
Modell fiir Kalziumantagonisten eignet.

Mit diesen Ergebnissen war aber das
grundlegende Problem, die unterschied-
liche Empfindlichkeit des Gefalsmuskel-
Kalziumkanals gegeniiber dem Herzmus-
kel-Kalziumkanal fur Kalziumanta-
gonisten, nicht gelost. In fruheren Arbei-
ten hatten wir bereits gefunden, daB das
Gen fur den L- Typ Kalziumkanal in ver-
schiedenen Unterformen in der Zelle vor-
kommt, sogenannten Splice- Varianten
(Mikami et al., 1989; Biel et aI., J 990).
Die beiden wichtigsten Unterformen wa-
ren die Splice- Variante A und die Splice-
Variante B des cxle-Gens. Wir vermute-
ten, daB die eine Unterform im wesentli-
chen im Herzen, die andere im wesentli-
chen im glatten Muskel vorkommt, ohne
dies allerdings bisher bewiesen zu haben.
Beide SpJice- Varianten unterscheiden
sich nur an vier Positionen in einem sehr
groBen, uber 2000 Aminosauren enthal-
tenden Protein. In initialen Versuchen
zeigten wir zunachst, daB die Splice- Va-
riante B durch geringere Konzentration
eines Kalziumantagonisten gehemmt
wird, als die Splice- Variante A (Welling
et aI., 1993). Mit Hilfe molekulargeneti-
scher Methoden haben wir chirnare Pro-
teine der beiden Splice- Varianten herge-
stellt (Welling et al., 1997). Wir konnten
in diesen Versuchen dann zeigen, daB ein
Segment des Kalziumkanals, das als IS6
bezeichnet wird, verantwortlich dafur ist,
ob der resultierende Ionenkanal durch
geringe Konzentration eines Kalzi-
umantagonisten oder erst durch hohe
Konzentration eines Antagonisten blok-
kiert wird. Die nachste Frage war nun
selbstverstandlich, ob diese Unterschie-
de, die wir in den chimaren Proteinen
gefunden hatten, auch im Organismus fur
die unterschiedliche Sensitivitat des
Herzkalziumkanals und des glatten Mus-
kelkalziumkanals gegeniiber Kalziumant-
agonisten verantwortlich sind. Mit Hilfe
des Nachweises des Segmentes IS6 im
sogenannten in situ-Hybridisationverfah-
ren konnten wir zeigen, daB die Variante,
die einen geringen Block durch Kalzium-
antagonisten aufweist, im Herzen vor-

kommt und die Variante, die eine hohe
Empfindlichkeit gegenliber Kalzi-
umantagonisten aufweist, im glatten Ge-
faJ3muskel. Damit ist es uns zum ersten
Mal gelungen, die Grundlage der soge-
nannten gewebsspezifischen Blockade
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yon Kalziurnkanalen durch Kalziumant-
agonisten aufzuklaren. Mit Hilfe des jetzt
vorhandenen Wissens konnen nun Zelli-
nien hergestellt werden, die gewebsspe-
zifische Kalziumkanale enthalten. An-
hand der so hergestellten Zellinien lassen
sich Substanzen untersuchen, die eine ver-
mutete Gewebsspezifitat haben.

3 Diskussion

Die in diesem Forschungsvorhaben gefun-
denen Ergebnisse zeigen uber das akute
spezielle Forschungsthema hinaus, daB es
durch die Kombination von Molekularbio-
logie, Zellbiologie und elektrophysiologi-
schen Methoden gelingt, Zellinien zu er-
stellen, die gewebsspezifische Proteine
synthetisieren. Anhand einer Batterie sol-
cher Zellen lassen sich Screening- Verfah-
ren fur gewebsspezifische Pharmaka ent-
wickeln. Diese Verfahren sind von groBer
Notwendigkeit, urn zu selektiven, spezi-
fisch wirkenden Pharmaka zu kommen.
Die bisherigen Methoden, die Durchfuh-
rung von Ganztier-Experimenten oder die
Anwendung verschiedener Gewebe von
Tieren, konnen durch diese Verfahren si-
cher nicht komplett abgelost werden. Auf
der anderen Seite erlauben diese moder-
nen Verfahren eine erhebliche Einschran-
kung des Tierverbrauchs fur Screening-
Verfahren. Wir schatzen eine Einsparung
in der Grollenordnung yon 90 % del' fru-
her verbrauchten Tiere. Eine Weiterent-
wicklung dieser Zellinien sollte es erlau-
ben, sie in high throughput Screening- Ver-
fahren einsetzen zu konnen.
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