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Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit soll die Lokalisation von Natriumkanalen
und deren Untereinheiten in Kardiomyozyten am Beispiel der neo-
natalen Ratte untersucht werden. Dies dient dem weiteren Verstandnis
der Physiologie spannungsabhangiger Natriumkanéle mit der Pramisse,
Erkrankungen, die auf Defekte in diesem System zurtckzufihren sind,

besser zu erkennen.



1 Einleitung

1.1 Grundzuge der Anatomie und Physiologie einer Herz-

muskelzelle

Herzmuskelzellen sind spezialisierte, quergestreifte Muskelzellen. In
ihrer Gesamtheit sind sie Hauptbestandteil des Herzens und erhalten
Uber fortwahrende, gleichméafiige Kontraktionen den Kreislauf in einem

lebenden Organismus aufrecht.

Mikroskopisch betrachtet sind Herzmuskelzellen ca. 50 bis 100 um lang
und bilden durch ihre interzellulare Verzahnung ein funktionelles Syn-
zytium. Diese Vernetzung wird durch die Glanzstreifen (engl. inter-
calated disc; lat. Disci intercalares) ermoéglicht. Diese bestehen zum
einen aus Desmosomenkontakten und sorgen so fir mechanische
Festigkeit, zum anderen sind sie wegen der enthaltenen Gap Junctions
auch von entscheidender Bedeutung fur die Erregungsubertragung von

Zelle zu Zelle.

Ein Kardiomyozyt ist dicht gepackt mit Myofibrillen, die als kleinere
Einheit wiederum aus vielen Sarkomeren bestehen (siehe Abb. 1). Ein
Sarkomer ist definitionsgemal die kleinste kontraktile Einheit und zwi-
schen 1,8 und 2 um lang. Die parallele Anordnung der Sarkomere
sorgt fur die typische Querstreifung des Herzmuskelgewebes unter
dem Lichtmikroskop. AufRerdem lassen sich helle und dunkle Béander
erkennen. Das wird durch Aktin- und Myosin-Filamente hervorgerufen.
Diese beiden Strukturproteine ermdglichen durch einen ATP-
verbrauchenden Prozess die Kontraktion des Muskels. Weiterhin l&asst
sich unter dem Mikroskop die Begrenzung des Sarkomers durch
Z-Linien erkennen. Die Z-Linien sorgen fur Festigkeit und verankern

die Aktinfilamente der Sarkomere (Squire, 1975).



Die Zellmembran einer Herzmuskelzelle, auch Sarkolemm genannt,
bildet durch Einstilpungen das t-tubulédre System. Es handelt sich
dabei um ein System von eingeschlagenen Membranen, senkrecht zu
den Z-Linien verlaufend. Im Falle eines ankommenden Stimulus ge-
wahrleistet es so eine schnelle und gleichméafRige Weitergabe des

Aktionspotenzials zu den Myofibrillen.

Innerhalb der Herzmuskelzelle befindet sich ein zweites tubulares
System, das Sarkoplasmatische Retikulum. Entwickelt aus dem endo-
plasmatischen Retikulum eukaryonter Zellen, welches dort metaboli-
sche Aufgaben hat, enthalt es in Muskelzellen eine hohe Konzentration
von Ca®"-lonen, die nach Initiation durch ein Aktionspotenzial freige-
setzt werden. Das Sarkoplasmatische Retikulum stellt somit als Ca®*-
lonen-Speicher die fiir die Muskelkontraktion erforderlichen Ca®**-lonen
zur Verfuagung. Mit dieser Vermittlerfunktion ist das Sarkoplasmatische
Retikulum von entscheidender Bedeutung fur die elektromechanische

Kopplung.
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Abb. 1: Darstellung von vernetztem Herzmuskelgewebe. Deutlich erkennbar sind die
Disci intercalares zur Erregungsubertragung (aus Levick, 2000).

1.2 Besonderheiten einer neonatalen Herzmuskelzelle

Nach abgeschlossener Embryonalreifung durchlaufen Kardiomyozyten
weitere morphologische und physiologische Veranderungen, obwohl sie
sich zu diesem Zeitpunkt schon in einem postmitotischen, terminal dif-

ferenzierten Zustand befindet.

So endet direkt nach Geburt die Hyperplasie der Zelle und geht in eine
Hypertrophie und Maturation tUber (Claycomb, 1976). Wahrend dieser
Maturation kommt es zur Entwicklung des t-tubularen Systems, das zu
Beginn nur sparlich ausgebildet ist (Chen et al., 1995; Haddock et al.,
1999). Eine zunehmende Vernetzung der Kardiomyozyten unter-
einander durch den Einbau von Gap Junctions ist ebenso Teil dieser

Entwicklung.



Die Anzahl der spannungsabhéangigen lonenkanéle steigt wahrend der
Entwicklung zum Erwachsenenalter. Nach neueren Untersuchungen
wird dies fur Natriumkanale stark positiv durch p-Adrenergika beein-
flusst (de Boer et al., 2007). Durch eine Zunahme von Kaliumkanélen
kommt es zu einer Verkirzung der Aktionspotenzialdauer (Grandy et
al., 2007). AuRRerdem wird die Depolarisationsgeschwindigkeit eines
Aktionspotenzials durch eine Zunahme von spannungsabhangigen
Natriumkanalen erhoht. Insgesamt fuhrt das zu einer physiologischen
Verlangsamung des Herzrhythmus, da durch die schnellere Depolarisa-
tion die Uberleitungsgeschwindigkeit von Zelle zu Zelle steigt und
effektiver synchronisiert wird. Die Okonomie des Herzens wird somit

optimiert (de Boer et al., 2007).

1.3 Zellulare Strukturelemente in Herzmuskelzellen

Da die in dieser Arbeit durchgefihrten Experimente zumeist Doppel-
farbungen mit Markerproteinen beinhalten, wird an dieser Stelle auf
zwei entscheidende Strukturproteine von Herzmuskelzellen einge-

gangen.

a-Actinin ist ein Zellprotein, das eine hohe Affinitdt zu Aktin aufweist
und dieses bindet. Es findet sich in Herzmuskelzellen in den Z-Streifen
und innerhalb der Aktinfilamente der Muskelsarkomere und ist eng mit
den t-Tubuli assoziiert (Lazarides et al., 1975; Goncharova et al.,
1992).

Weitere wichtige Strukturproteine in Herzmuskelzellen sind Connexine.
Diese homologen Proteine bilden in ihrer Gesamtheit in Form eines
Hexamers so genannte Gap Junctions. Im Herzmuskelgewebe sind sie

mitverantwortlich fir die Synchronisation der Erregungstibertragung.



Connexin 43 gehort zu der Subfamilie des Alpha-Typs (I1. Gruppe) und
ist das Hauptprotein der kardialen Gap Junctions (van Veen et al.,

2006; Traub et al., 1994).

1.4 Das Aktionspotenzial

Vorraussetzung fur die Entstehung eines Aktionspotenzials in einer
erregbaren Zelle ist das Vorhandensein eines Ruhemembranpotenzials
von -50 bis -100 mV. Verantwortlich dafiir ist die Na"™-K*-ATPase, die
intrazellular eine hohe K'-Konzentration schafft und gleichzeitig aktiv
Na"-lonen nach auRen pumpt. Dadurch wird entlang der Zellmembran

ein Gradient aufgebaut.

Ein Aktionspotenzial besteht aus drei Phasen. Einen ankommender
Reiz (z.B. durch Offnen von postsynaptischen Kationenkanalen durch
Neurotransmitter) bewirkt eine langsame Verdnderung des Membran-
potenzials. Dies bezeichnet man als Vordepolarisation. Nach Uber-
schreiten eines Schwellenpotenzials kommt es zur Depolarisation
(1. Phase). Dies wird durch spannungsabhangige Natriumkanale initi-
iert. Sie leiten die schnelle Aufstrichphase eines Aktionspotenzials nach
dem Alles- oder Nichts-Prinzip ein. Dabei werden kurzzeitig sogar posi-

tive Werte erreicht (,,Overshoot”, siehe Abb. 2).

Da Natriumkanale nach kirzester Zeit wieder inaktiv sind (ca. 0,1 ms),
folgt nun eine Potenzialumkehr, die die Repolarisation (2. Phase) ein-
leitet. Dies wird durch eine potenzialgesteuerte Offnung von Kalium-
kanalen ermoéglicht, die ein Anndhern an das Ruhemembranpotenzial

vorantreibt.

Da die Kaliumleitfahigkeit nach Erreichen des Ruhemembranpotenzials
immer noch erhoht ist, kann kurzeitig noch eine Nachhyperpolarisation

(3. Phase) auftreten (Silbernagl et al., 2001).
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Abb. 2: Verlauf eines Aktionspotenzials mit Depolarisation (1.), Repolarisation (I1.)
und anschlieRender Nachhyperpolarisation (111.) (modifiziert nach Silbernagl et al.,
2001)

Eine Sonderstellung nimmt das Aktionspotenzial der Herzmuskelzelle
ein. Es weist eine Plateauphase auf, verursacht durch den Einstrom

von Ca?*-lonen.

1.5 Struktur spannungsabhangiger Natriumkanale

Natriumkanéle bestehen aus einer 260 kDa grol3en, porenbildenden a-

Untereinheit und bis zu 2zwei zusatzlichen, nicht porenbildenden

33 bis 36 kDa groRRen p-Untereinheiten (Catterall, 2000).
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Abb. 3: Darstellung der molekularen Struktur einer a-Untereinheit Na,1.2 mit zwei #-
Untereinheiten p1 und B2. Die vier Domanen mit den jeweils sechs Segmenten be-
finden sich intrazellular und weisen die Porentffnung zwischen den Segmenten S5
und S6 auf. Innerhalb des Segments S4 befindet sich der Spannungssensor. Intra-
und extrazellular liegende Proteinschleifen sind Angriffspunkte fur verschiedene
Gifte und dienen der Natriumkanalmodulation (modifiziert nach Yu et al., 2003).

1.5.1 a-Untereinheit

Bisher konnten zehn Gene entschliisselt werden, die die a-Untereinheit
kodieren. Davon wurden wiederum neun Gene auch funktionell ex-

primiert (Goldin et al., 2000).

Anhand der am Modell errechneten Aminosauresequenz kann man
darauf schlieRen, dass die a-Untereinheit aus vier homologen
Doméanen besteht (DI bis DIV). Diese wiederum durchspannen die

Zellmembran mit jeweils sechs a-helicalen Segmenten (S1 bis S6).

Eine Aminosaureschleife (,,Loop”) zwischen S5 und S6 bildet die
auBere Offnung der Pore. Lange, extrazellulare und intrazellulare
Loops, die in den einzelnen a-helicalen Segmenten zu finden sind, ver-
ankern die Porendffnung zwischen S5 und S6 in der Zellmembran.
Grofdtenteils negativ geladene Aminosauren in einem Loop zwischen

den Segmenten S3 und S4 in allen Domanen formen vermutlich den



aulleren und inneren Ring der Pore und fungieren als Selektivitatsfilter

far lonen (Catterall, 2000).

Ein Spannungssensor an jeder Domane sorgt fir das Offnen und
Schlielen der Natriumkanale. Dieser Sensor besteht aus positiv ge-
ladenen Aminosauren an jeder dritten Position im Intervall und befin-
det sich im S4-Segment in einer transmembranen Position (Cestele et
al., 2006). Als Antwort auf eine Depolarisation sorgt der Spannungs-
sensor dafur, dass so genannte ,gating charges” des S4-Segmentes
entsprechend des elektrischen Feldes nach auflen transportiert
werden. Dies fuhrt zu einer Konformationsanderung, die wiederum den

Kanal far Natriumionen 6ffnet (Catterall, 2000).

Bisherige Forschungsergebnisse beziglich der dreidimensionalen
Struktur des Natriumkanals legen nahe, dass das Aussehen dieses Pro-
teins einer Glocke ahnelt. Die vier homologen Doménen sind symmet-
risch um die flussigkeitsgefillte Pore angeordnet. Die zentrale Pore ist
nicht direkt intra- und extrazellular endend, sondern teilt sich dort
jeweils in vier kleinere Offnungen auf (Sato et al., 2001; Catterall,
2001).

Abb. 4: Dreidimensionale Struktur der Natriumkanal-a-Untereinheit. Schematische
Darstellung einer elektronen-mikroskopischen Aufnahme. In der Mitte ersichtlich die
zentrale Pore mit den Offnungen nach intra- und extrazellular. Symmetrische Anord-
nung der vier Domanen um die zentrale Pore. (Sato et al., 2001; modifiziert von Yu
et al., 2003).



Die einzelnen a-Natriumkanalisoformen weisen unterschiedliche Lokali-

sationsmuster in Geweben von Saugetieren auf.

So werden Nayl1l.1, Na,1.2, Na,1.3, Na,1.6 als neuronale Natrium-
kanaluntereinheiten bezeichnet, da sie priméar im Nervensystem vor-
kommen. Hingegen wird Na,1.5 als kardiale Isoform angesehen, da sie
primar im Herzen vorkommt. Nayl.4 ist die primare Isoform des
Skelettmuskels, wahrend Na,1.7, Na,1.8 und Na,1.9 in Spinalganglien
zu finden sind (Catterall et al., 2005; Schaller et al., 2003; Fozzard et
al., 1996).

Diese Unterscheidung in neuronale und Kkardiale Natriumkanal-
untereinheiten lasst sich durch pharmakologische Eigenschaften unter-
streichen. Das Gift des Kugelfisches (,,Tetraodontidae“ - Familie der
Vierzahner), Tetrodotoxin (TTX), ist ein potenter Natriumkanal-
blocker. Die neuronalen Untereinheiten (Na,1.1, Na,1.2, Na,1.3 und
Na,1.6), aber auch Na,1.4 reagieren sensibel auf TTX und werden mit
Konzentrationen im Nanomolarbereich blockiert. Dagegen wird Na,1.5
erst durch eine tausendfach hoéhere Konzentration von TTX blockiert

(Catterall et al., 2005).

1.5.2 pB-Untereinheiten

Aktuell sind vier verschiedene p-Untereinheiten von spannungs-

abhangigen Natriumkanalen bekannt.

Bl und B3 sind relativ dhnlich in ihrer Aminosaurestruktur und sind
nicht kovalent mit der oa-Untereinheit verbunden. Auch 2 und p4

ahneln sich in ihrer Sequenz, besitzen jedoch Disulfidbricken zu den

korrespondierenden a-Untereinheiten (Maier et al., 2004).

In Saugetieren konnten alle bisher bekannten p-Untereinheiten in

unterschiedlichen Geweben nachgewiesen werden, insbesondere im

Herzen, im Gehirn und im Skelettmuskel (Maktia et al., 1992; Isom,
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zen, im Gehirn und im Skelettmuskel (Maktia et al., 1992; Isom,
1992; Dhar Malhotra et al., 2001; Fahmi et al., 2001; Isom et al.,
1995; Grosson et al., 1996; Yu et al., 2003; Maier et al., 2004).

Die Funktion der assoziierten -Untereinheiten ist noch nicht abschlies-

send geklart. Als bekannt gilt bisher, dass sie als Kanalmodulatoren
wirken, mit dem Extrazellularraum agieren, Zellen miteinander ver-
binden, Funktionen als Zelladh&sionsmolekiile aufweisen und mit dem

Zytoskelett der Zelle interagieren (Isom, 2001; Isom, 2002).

Im Herzen moduliert die pl-Untereinheit den lonenstrom durch den
Natriumkanal, wéahrend die f2-Untereinheit vermutlich nur Zell-

adhasionsaufgaben erfullt (Dhar Malhotra et al., 2001).

1.6 Lokalisation und Verteilungsmuster der Isoformen

In Herzmuskelzellen von Mausen konnten isoformenspezifische Ver-

teilungsmuster fur a- und p-Untereinheiten von spannungsabhéngigen

Natriumkanalen gefunden werden (Maier et al., 2002; Maier et al.,
2004).

Darin zeigte die priméare kardiale Isoform Na,1.5 in Gewebeschnitten
und in Zellkultur eine deutliche Anhaufung an den Disci intercalares.
Die neuronalen Isoformen Na,1.1, Na,1.3 und Na,1.6 konnten entlang
des t-tubularen Systems des Herzmuskels beobachtet werden. Na,1.2

konnte nicht nachgewiesen werden.

Ein &hnliches Bild ergaben immunzytochemische Untersuchungen von

p-Untereinheiten. Auch hier fand sich ein isoformenspezifisches Ver-
teilungsmuster. So konnten 1 und B3 vorwiegend im t-tubularen
System detektiert werden, wahrend 2 und p4 an den Disci

intercalares gehauft auftraten (Maier et al., 2002; Maier et al., 2004).
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Eine neuere Arbeit von Haufe et al. (2005) konnte diese zuvor genan-
nten Ergebnisse weniger deutlich widerspiegeln. Konfokale Immuno-
fluoreszenzmikroskopie zeigte die Prasenz von Na,1.1 und Na,l.2
sowohl an den t-Tubuli als auch an den Disci intercalares, wahrend
Na,1.3 intrazellular diffus verteilt war. Die Isoform Na,1.6 wurde vor-

wiegend an den Z-Linien detektiert.

1.7 Natriumkanalmutationen

Spezifische Mutationen im Genom verursachen schwere Funktions-
stbrungen von spannungsabhangigen Natriumkanéalen. Das Ergebnis ist

eine veranderte Erregungsbildung und Ausbreitung.

So fuhren Veranderungen der Natriumkanalexpression von Na,1.1

und/oder B1 zu generalisierter Epilepsie mit oder ohne Fieber (Wallace

et al., 1998; Wallace et al., 2001).

Andere Mutationen von Na,1.1l kdnnen auch schon im Kindesalter Myo-

klonien zum Vorschein bringen (Claes et al., 2001).

Am Herzen werden Mutationen an Na,1.5 und p4 als Ursache fur das
Brugada-Syndrom mitverantwortlich gemacht (Makita et al., 2001).
Diese Erkrankung ist durch ST-Segmenterh6hungen in den rechtspréa-
kordialen EKG-Ableitungen charakterisiert und kann durch Kammer-
flimmern zu plotzlichem Herztod fuhren. Aktuelle genetische Unter-
suchungen sehen aufRerdem Mutationen der pl-Untereinheit von span-
nungsabhangigen Natriumkanalen im Herzen als Mitursache fur das

Brugada-Syndrom an (Watanabe et al., 2008).

Aber auch andere Erkrankungen, die sich durch Herzrhythmus-
stbrungen auszeichnen, wie das Long-QT-Syndrom (Bennett et al.,
1995) oder das Sick-Sinus-Syndrom (Benson et al., 2003) basieren

zum Teil auf Natriumkanalmutationen.
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Selbst Erkrankungen, bei denen es zu Erregungsleitungsstérungen,
ventrikularen Arrhythmien und einer dilatativen Kardiomyopathie
kommt, koénnen auf Mutationen in den Aminosauresequenzen der
spannungsabhangigen Natriumkanale zuruckgefuhrt werden (McNair et

al., 2004).

Aktuelle Forschungsergebnisse machen Mutationen der Natrium-
kanalisoform Na,1.7 (SCN9A) fur ein seltenes, vererbbares Schmerz-
syndrom, dem ,Paroxysmal extreme pain disorder” (PEPD) verantwort-
lich (Fertleman et al., 2006). Hierbei handelt es sich um eine Erkran-
kung, die mit Schmerzen im Rektalbereich, dem Orbitalbereich und in
submandibuléarer Lokalisation einhergeht. Als Ursache dafir werden

Inaktivationsprobleme des Natriumkanals diskutiert.

1.8 Pharmakologie

Spannungsabhangige Natriumkanale sind sowohl im Gehirn als auch
im Herzen Angriffsort fur medikamentdse Therapien und fur diverse

Gifte.

Mindestens sechs verschiedene Bindungsstellen fir Neurotoxine und
mindestens eine fur Lokalanasthetika und Antiarrhythmika sind bereits
bekannt (Cestéle et al., 2000). Diese unterschiedlichen Substanzen
binden entweder extrazellular, intrazellular oder direkt innerhalb der
Porentffnung und modulieren damit die Natriumkanal6ffnung. Dies
fahrt beispielsweise zu Zustdnden verminderter Inaktivierung (z.B. a-
Scorpiontoxin oder §-Conotoxin) oder verstarkter Aktivierung (z.B. p-

Scorpiontoxin).

Eine géanzliche Blockade der Natriumionenleitfahigkeit ist beispiels-
weise durch das schon oben genannte Tetrodotoxin mdoglich (Catterall

et al., 2005; Cestele et al., 2000).

12



2 FEragestellung
Die Expression und Verteilung von spannungsabhangigen Natrium-

kanalen im Herzen von neonatalen Saugetieren ist nicht abschlieRend

geklart.

Frihere Arbeiten am Herzen von neonatalen Mausen und Ratten
(Haufe et al., 2005; de Boer et al., 2007) weisen darauf hin, dass
Herzmuskelzellen Verdnderungen in quantitativer und qualitativer
Expression von Natriumkanalen durchlaufen. Dies hat Auswirkungen

auf die Erregungsbildung und -leitung im Herzen.

Diese Arbeit soll am Beispiel der neonatalen Ratte (Rattus norvegicus
domesticus) aufzeigen, welche Lokalisationsmuster fur Natriumkanal-

isoformen vorliegen.
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3 Methoden

Alle im Methodenteil verwendeten Chemikalien, Gerate und Materialien
sowie die Zusammensetzung der Loésungen und Puffer sind im

Appendix aufgelistet.

3.1 Isolation und Kultivierung neonataler Kardiomyozyten

3.1.1 Praparation

Durch die beschriebene Methodik wurden sterile Kardiomyozyten ge-
wonnen. Da diese fur einige Tage in Kultur gebracht wurden, war ein
keimfreies Arbeiten und die Benutzung der Sterilbank eine dringende

Voraussetzung.

Die Praparation erfolgte nach Simpson et al. (1982) mit geringfligigen

Modifikationen:

Fir diesen Versuch wurden ca. 48 Stunden alte, neonatale Wistar-

Ratten verwendet.

Unter der Sterilbank erfolgten die Dekapitation und eine mediane
Langststernotomie des Thorax. Die praparierten Herzen wurden in
einer Petrischale mit 10 mL CBFHH und Heparin aufgefangen. Die Vor-
hofe wurden in Hohe des Sulcus atrioventricularis abgetrennt und ver-

worfen.

Um eine ausreichend grofRRe Dichte der Kardiomyozyten zu erreichen,

wurde eine Mindestanzahl von 20 neonatalen Rattenherzen verwendet.

Die praparierten Herzen wurden mit dem Skalpell zerkleinert und an-
schlieBRend unter Zugabe von 15 mL CBFHH, Trypsin und DNAse in

einem Falcon Tube mit einem Ruhrfisch bei niedriger Geschwindigkeit
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(30 rpm) geruhrt. Zuséatzliches Auf- und Abpipettieren beschleunigte

die Auflosung von Faser- und Zellverbanden.

Nach 20 Minuten wurde der Verdauvorgang beendet und nach kurzem

Warten der Uberstand verworfen.

Dies wurde mehrfach wiederholt, allerdings mit einem auf funf Minuten
verkurzten Verdauintervall, wobei nun der Uberstand nicht verworfen
wurde. Eine mikroskopische Kontrolle eines Tropfens des Uberstandes
gab Auskunft Uber die Prasenz von vitalen Kardiomyozyten. Bei einem
positiven Nachweis wurde der Uberstand in ein neues Falcon Tube
Ubertragen und mit FCS versetzt, das das enthaltene
Verdauungsenzym inaktiviert. Auf ein Volumen von 7,5mL FCS

wurden vier Uberstande pipettiert.

Diese Arbeitsschritte wurden solange wiederholt, bis etwa vier Falcon
Tubes gefullt waren und der Kardiomyozytennachweis unter dem

Mikroskop negativ ausfiel.

Die gewonnene Loésung mit den Kardiomyozyten wurde in den Falcon
Tubes Uber funf Minuten bei 1600 U (700 g) und RT zentrifugiert. Die
Pellets aus den Falcon Tubes wurden zusammengefihrt und in MEM/5

resuspendiert.

3.1.2 Preplating

Die entstandene Zellsuspension wurde zuerst durch einen Cellstrainer
(35 wm) gespult, um groRere Gewebsreste herauszufiltern. Nach dem
Ausplatieren auf eine Petrischale (10 cm Durchmesser) folgte die erste

Inkubation von 90 Minuten bei 37 °C und 1 % CO-.

Der Schritt der Preplatings diente dazu, Nicht-Kardiomyozyten, wie
beispielsweise Fibroblasten von den Kardiomyozyten weiter zu selek-

tieren. Durch ein deutlich schnelleres Anheften der Fibroblasten am

15



Boden der Kulturschale (10 cm Durchmesser) blieben diese beim
folgenden Abpipettieren auf der Petrischale (10 cm Durchmesser ) zu-

rick.

3.1.3 Plating

Im sich anschlieBenden Plating wurden die Zellen wieder mit 5 mL
MEM/5 in Falcon Tubes uberfuhrt, um die Dichte der Zellen mithilfe

einer Fuchs-Rosenthalkammer zu bestimmen.

Dazu wurden 50 pyL der Zellsuspension zusammen mit 50 UL Trypan-
Blau und 400 pyL PBS in einem Eppendorf-Rohrchen gemischt und
unter dem Mikroskop ausgewertet. Das Ergebnis entsprach der

Gesamtzellzahl pro mL Lésung.

Um eine ausreichend hohe Dichte an Kardiomyozyten zu erhalten, soll-
ten ca. 5 Mio. Zellen pro 10 cm Petrischale mit MEM/5 auf 6 mL End-
volumen ausplattiert werden. Der Nicht-Kardiomyozytenanteil bei

diesem Verfahren liegt bei ca. 4 bis 7 % (Burkard et al., 2005).

3.2 Zellkultur

Die entstandenen Zellkulturen frischer, neonataler Kardiomyozyten
wurden fur zwei Tage bei 37 °C und 1 % CO- in Kultur gehalten. Dazu
war es notwendig, am ersten Tag in-vitro das Medium zu wechseln,
indem die Zellen erneut mit PBS gewaschen und mit MEM/5 aufgefullt
wurden. Um Sterilitdt zu wahren, fanden diese Arbeitsschritte aus-

schlieRlich unter der Sterilbank statt.

Abschlieend wurden die Zellen ein letztes Mal im Brutschrank bei
37 °C und 1 % CO, Uber Nacht inkubiert. Damit die Kardiomyozyten
auch direkt unter dem Mikroskop betrachtet werden konnten, wurden
sie am zweiten Tag in speziellen gekammerten Objekttragern

(Chamberslides, siehe Anhang) ausplattiert. Die Zelldichte in den
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berslides, siehe Anhang) ausplattiert. Die Zelldichte in den Chambers-
lides sollte, wie oben beschrieben, ca. 1 Mio. Zellen pro Kammer betra-

gen.

3.3 Immunofarbung der Zellen

Nach 48 Stunden in Kultur wurden die Zellen gefarbt, um Ruckschlisse
auf die Ultrastruktur der Zelle und die Lokalisation der Natriumkanal-

untereinheiten unter dem Mikroskop ziehen zu kénnen.

Nachdem das Medium verworfen, und die Zellen mit 0.1 M Phosphat-
Puffer gespult wurden, folgte die Fixation mit 4 % Paraformaldehyd fur
45 Minuten innerhalb der Chamberslides. Es schlossen sich mehrere
Waschschritte mit 0.1 M Phosphat-Puffer (1x), TB (3x) und TBS (3x)
an, gefolgt von einer Inkubation mit 2 %iger Avidinlosung in 0.1 M
TBS Uber 30 Minuten. Der Waschvorgang wurde durch dreimaliges

Spulen mit 0.1 M TBS uber je 10 Minuten abgeschlossen.

Nun folgte die Zugabe einer 2 %igen Biotinlosung in 0.1 M TBS uUber

ebenfalls 30 Minuten.

Diese so genannten ,,blocking steps” garantierten ein genaueres Farbe-
ergebnis, da sie unspezifisches, endogenes Biotin, Biotin-Rezeptoren
oder Avidin-Bindungsstellen im zu farbenden Gewebe blockierten,

bevor der eigentliche Farbeschritt erfolgte.

Nach erneuter Spulung der Zellen mit 0.1 M TBS uber je 10 Minuten
wurden dann die priméaren Antikorper (s.u.) in einer 0.1 M TBS Ldsung,
versehen mit 0.05 % Triton X und einem 1 % NGS in der jeweiligen
Versuchskonzentration uber Nacht auf den Zellen im Kuhilschrank bei

4 °C inkubiert.

Triton X ermdoglichte hierbei das Herauslésen bestimmter Proteine aus

der Zellmembran ohne sie dabei zu zerstoren (Helenius et al., 1975).

17



Die entstandenen ,Lecks” erlaubten den Antikdrpern durch die Zell-
membran zu penetrieren, um an den passenden Antigenen intrazellular

zu binden.

Die Dosierung und Verteilung der primaren Antikorper (s.u.) wurde
nach einem vorher festgelegten Schema auf die einzelnen Chamber-
slides pipettiert. Dies bedeutete, dass in den jeweiligen Chamberslides
die primaren Natriumkanalantikérper in Konzentrationen von 1:50 und
1:100 inkubiert wurden. Dies erfolgte zumeist als Doppelfarbung mit

dem primaren Connexin 43 (stets 1:100) oder dem primaren o-Actinin

(stets 1:1000).

Am néchsten Tag wurden die Zellen zu Beginn grundlich sechsmal mit

0.1 M TBS gespdilt.

Es folgte die Zugabe des sekundaren AntikOrpers, der mit einer
Fluoreszenzsonde versehen war. Zuerst wurde Biotinylated Anti-Rab
IgG 1:300, kombiniert mit Anti-Mouse Texas Red 1:100 fur zwei
Stunden bei RT inkubiert. Nach erneutem sechsfachen Spulen mit
0.1 M TBS wurde dann fur zwei Stunden Avidin D Fluorescene 1:300,
kombiniert mit Anti-Mouse Texas Red 1:100 auf die Zellen pipettiert.

Es folgten abschlielende Spulvorgange mit 0.1 M TBS, 0.1 M TB und
dH20.

Die fertig gestellten Farbungen mussten nun abschlieRend mit dem

Vectashield-Kit luftdicht verschlossen werden.
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3.4

Nay1l.1

Nay1l.2

Nay1.3

Nay1.6

SH1

SH8

SP19

Primare Antikorper

Rabbit Polyclonal Anti-Brain Typ I, gerichtet gegen Amino-
saurereste 465-481 des spannungsabhangigen Natrium-
kanals der Ratte

(Protein Sequenz: FASEH SREPS AAGRL SD)

Rabbit Polyclonal Anti-Brain Typ Il, gerichtet gegen intra-
zellulare Aminoséaurereste zwischen den homologen Do-
manen | und Il (korrespondierende AS 467-485)

(Protein Sequenz: KYASA ESRDF SGAGG IGVFS E)

Rabbit Polyclonal Anti-Brain Typ 111, gerichtet gegen intra-
zellulare Aminoséaurereste zwischen den homologen Do-
manen | und Il (korrespondierende AS 511-524)

(Protein Sequenz: KYHLE GNHRA DGDRF P)

Rabbit Polyclonal Anti-Brain Typ VI, gerichtet gegen intra-
zellulare Aminoséaurereste zwischen den homologen Do-
manen | und Il (korrespondierende AS 1042-1061)

(Protein Sequenz: CIANH TGVDI HRNGD FQKNG)

Rabbit Polyclonal Anti-Brain Typ V, gerichtet gegen intra-
zellulare Aminoséaurereste (korrespondierende AS 1122-
1137)

(Protein Sequenz: KTEPQ APGCG ETPE DS)

Rabbit Polyclonal Anti-Brain Typ V, gerichtet gegen intra-
zellulare Aminoséaurereste (aus patentrechtlichen Grinden
ohne Darstellung der Proteinsequenz)

Rabbit Monoclonal Anti-Sodium Channel, gerichtet gegen
intrazellulare Aminoséaurereste zwischen den homologen
Domaéanen 11l und VI (korrespondierende AS 1500-1518)

(Protein Sequenz: TEEQK KYYNA MKKLG SKKC)
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1l Rabbit Polyclonal Anti-Na, 1, gerichtet gegen intra-
zellulare Aminoséaurereste (korrespondierende AS 164-

191)
(Protein Sequenz: KKIAA ATEAA AQENA SEYLA ITSES
KEN)

p2 Rabbit Polyclonal Anti-Na, 2, gerichtet gegen intra-

zellulare, C-terminale Aminosaurereste (korrespondier-
ende AS 59-73)

(Protein Sequenz: RRKKE QKLST DDLKT EEEGK TDGEG
NAEDG AK)

3 Rabbit Polyclonal Anti-Na, 3, gerichtet gegen intra-
zellulare, C-terminale Aminosaurereste

(Protein Sequenz: KDFLI YEYRN GHQEV ESPFQ G)

p4 Rabbit Polyclonal Anti-Na, 4, gerichtet gegen intra-
zellulare Aminoséaurereste (korrespondierende AS 51-67)

(Protein Sequenz: EGTVK NEKNE KSDPK VDLKT)

a-Act Mouse Monoclonal Anti-a-Actinin (Sarcomeric), gerichtet
gegen a-Skelettmuskel Aktin und a-Herzmuskel Aktin

Cx43 Mouse Monoclonal Anti-Connexin 43, gerichtet gegen
Connexin 43 kDa (korrespondierende AS 252-270)

(Protein Sequenz: GDLS PSKDC GSPKY AYFNG K)

3.5 Sekundare Antikorper

Zur Visualisierung der antikorpermarkierten Natriumkanalisoformen,

bzw. der strukturellen Zellbestandteile a-Actinin und Connexin 43,

wurden sekundare, mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelte Antikdrper

verwendet.
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Die Antikdrper gegen die Natriumkanaluntereinheiten wurden in Kanin-
chen hergestellt, so dass zu deren Detektion ein Antikdrper gegen
diese Spezies verwendet wurde. Die Visualisierung ermdoglichte hier
das Avidin/Biotin-Prinzip mit einer Anregung durch die Wellenlange
494 nm und einer Emission in der Wellenlange 515 nm (sichtbare
Farbung: Grun). Antikérper gegen Connexin 43 und a-Actinin wurden
durch Anti-Mouse Texas-Red erkannt. Dieser, mit Sulforhodamin 101
bestiickte Antikdrper wird durch die Wellenlange 595 nm angeregt und

hat eine Emissionswellenldange von 615 nm, die rot wahrgenommen

Wi)réjrlagern sich die beiden erwahnten Wellenlangen, wie z.B. bei Dop-

pelfarbungen, entsteht eine gelbe Farbung.

3.6 Peptide Block

Zum Nachweis der Spezifitat der Antikérper wurden jeweils spezifische
»blocking peptides” verwendet. Bei den verwendeten, industriell herge-
stellten Antikdrpern lagen diese als so genannte ,,control antigens* bei.
Da nicht alle verwendeten Antikdrper industriell hergestellt sind, er-
folgte die Verwendung der Peptide Blocks nur bei folgenden Anti-
kérpern: Na,1.1, Na,1.2, Na,1.3, Na,1.6, SP19 und p2.

Nach der Auflésung des Peptide Block Pulver in PBS im Verhéltnis 1:1
wurde es in den Farbeprozess der neonatalen Kardiomyozyten mit-
eingebunden. Dabei erfolgte die Inkubation des priméren Natrium-
kanalisoformenantikorpers Uber Nacht zusammen mit dem korrespon-
dierenden Peptide Block in derselben Verdinnung (1:100). Die
vorausgehenden und folgenden Schritte entsprachen der

Immunofarbung wie oben beschrieben.
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3.7 Mikroskopieren

Die Auswertung der Immunozytofarbungen der neonatalen Kardiomyo-
zyten erfolgte an einem hochauflésenden Nikon Konfokal-Mikroskop

(Nikon Eclipse E 600).

Die Anregung der sekundaren Fluoreszenzantikorper (Avidin und Rho-

damin, s.0.) erfolgte mit einem Argon-Laser der Wellenlange 488 nm.

Zur korrekten Darstellung der unterschiedlichen Farbstoffe wurde ein
FITC-Filter (EX 465 nm—-495 nm; DM 505 nm; BA 515 nm-555 nm)
und ein TRITC-Filter (EX 540 nm, 525 nm; DM 565 nm; BA 605 nm,
655 nm) verwendet. Ein potenzielles Uberlappen der Emissions-

spektren wurde mit sequenziellem Scannen verhindert.

Als Objektive kamen ein 10-, 20-, 60- und 100-faches Objektiv zum

Einsatz (100-faches Objektiv mit Immersionsal).

Die Bildverarbeitung erfolgte mit der Nikon EZ-C1 Software (Version
1.7). Dabei wurden die Einstellungen fur die Lochblende (,,Pinhole*)
und den Schwarzpegel (,,.Black Level Setting*) nicht veréandert, jedoch
wurde individuell fur jedes Bild die Laserstarke (,,gain*) variiert, um die

Fluoreszenz besser darzustellen.

3.8 Herstellung des Gewebslysates aus neonatalen Ratten-

herzen

Frisch entnommene neonatale Rattenherzen (Menge: 1 bis 2) wurden
unter Zugabe von RIPA-Puffer und frischen Proteinaseinhibitoren
homogenisiert und anschlieBend fur zehn Minuten auf Eis gestellt. Das
entstandene Lysat wurde unter Druck durch eine Einwegkanlle ge-
presst und dann erneut fir 30 bis 60 Minuten auf Eis gestellt. Es folgte

eine Zentrifugation bei 10000 g fur 10 Minuten. Der gewonnene Uber-
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stand wurde als Zell-lysat in 1,5 mL Eppendorf-Réhrchen bis zur

weiteren Verwendung bei —80 °C eingefroren.

3.9 BioRad-Methode

Zur Bestimmung des Proteingehaltes wurden ca. 5 uL des hergestellten
Zelllysates (s.0.) zu 800 uL dest. Wasser mit 200 uL Dye Reagent Con-
centrate von BioRad zugesetzt. Zur Messung gegen eine Leerprobe

diente ein Spektrophotometer bei 595 nm.

Der Proteingehalt der Probe ist proportional zu der Lichtmenge, die bei
595 nm absorbiert wird. Das Messprinzip beruht auf der Bindung eines
Farbstoffes (Coomassie Brilliant Blue) an das Protein (Bradford, 1976).
Durch die Bindung verandert sich das Absorptionsspektrum des Farb-

stoffes von 465 nm auf 595 nm.

3.10 Western Blotting

Zum Nachweis von Proteinen verwendet man das Western-Blot-
Verfahren. Dabei werden Proteine nach ihrer Grofe mit Hilfe einer
Elektrophorese aufgetrennt. In einem nachsten Schritt werden sie auf
eine Membran Ubertragen und dort mit Hilfe von Antikérpern nachge-

wiesen.

Ziel des hier durchgefuhrten Western-Blots war der Nachweis von
Natriumkanaluntereinheiten mit einem Antikoérper (SP19, korrespon-
dierend zu den Aminosaureketten 1500-1580 in der Natriumkanal-
untereinheit Nav1l.2 von Ratten), der unselektiv die verschiedenen a-
Untereinheiten eines Natriumkanals erkennt. Als Probematerial wurde
Gewebslysat verwendet, das nach der oben dargestellten Methode ge-

wonnen wurde.
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Mit der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach
Laemmli (Laemmli, 1970) wurde das Auftrennen der Proteine ermdog-

licht.

Dazu wurde jeweils ein 5 %iges Sammelgel und ein 5 %iges Trenngel
aus Polyacrylamid gegossen und fur einen geradlinigen Abschluss mit
Wasser Uberschichtet. Nach AbgieRen des Wassers erfolgten das Zu-
sammenfugen der beiden Gele und die Positionierung eines Gelkam-

mes, der zur Aussparung fur die Probentaschen diente.

Mit der BioRad-Methode wurde der Proteingehalt des Gewebslysates

bestimmt (siehe BioRad-Methode).

Der Proteinextrakt wurde mit dem Laemmli-Probenpuffer im Verhéltnis
1:1 (25 ug Laemmli und 25 ug Protein) gemischt und anschlie3end bei
95 °C fur funf Minuten aufgekocht.

Nach kurzem Kuhlen auf Eis folgte die Elektrophorese. Dabei wurde
das Lysat auf das Gel geladen und fir drei bis vier Stunden bei 80 V im
Laufpuffer elektrophoretisch aufgetrennt. Als Proteinmolekular-

gewichtsstandard diente der Rainbow™—-Marker.

Zum Uberfuhren der aufgetrennten Proteine auf die Membran wurde
die Elektrotransfermethode nach Towbin verwendet (Towbin et al.,
1979).

Gel und PVDF-Membran wurden dabei zuerst fur 15 bis 20 Minuten im
Transferpuffer aquilibriert. Dann wurde das Gel und die Membran zwi-
schen zwei Whatman-Papiere und zwei Schwamme in die Klammer
eingespannt und anschlielend in die mit Transferpuffer gefiullte Tank-
Blotting-Apparatur (BioRad) gesetzt. Uber Nacht erfolgte nun der

Transfer der Proteine auf die Membran bei ca. 100 mA.
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Am nachsten Morgen wurde die mit den Proteinauftrennungen bela-
dene Membran fur 20 Minuten in 50 %igem Methanol aquilibriert, um

unspezifische Bindungen zu verhindern.

AnschlieBend wurde der Antikoérper SP19, 1:500 verdunnt und in
PBS/T Uber eine Stunde bei RT inkubiert.

Die folgende Inkubation des sekundéaren, Peroxidase-gekoppelten Anti-
koérpers (Anti-Rabbit Ig Horseradish, Amershan) diente zur Visualisie-
rung der Proteinbanden. Dieser sekundare Antikérper wurde in einer
Verdunnung von 1:5000 in PBS/T auf die Membran aufgetragen. Dabei
war die Chemolumineszenzreaktion mit dem ECL-Kit (Amershan) ent-
scheidend, die die Proteinbanden nach Expositionszeit (30 Sekunden

bis funf Minuten) auf Rontgenfilm sichtbar werden liel3.
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4 Ergebnisse
Insgesamt wurden 229 immunozytochemisch geféarbte Slides unter

konfokaler Mikroskopie ausgewertet. Zu jedem primaren Antikorper
wurden zwischen 28 und 80 Aufnahmen von einzelnen Kardiomyozyten
oder Kardiomyozyten mit Zell-Zell-Kontakt analysiert. Insgesamt

wurden ca. 1000 Aufnahmen erstellt.

4.1 Lokalisation von a-Natriumkanaluntereinheiten mittels

des isoformenunspezifischer Antikérpers SP19

In den folgenden Bildern der Farbung neonataler Kardiomyozyten mit
dem universellen, alle o-Natriumkanaluntereinheiten erkennenden
Antikorper SP19 sind besonders die prominenten Nuklei aufgefallen.
Dies ist ein deutlicher Unterschied zZu den anderen

Natriumkanalisoformenfarbungen.

Abb. 5: neonatale Kardiomyozyten, Abb. 6: neonatale Kardiomyozyten, Im-
Immunofarbung mit SP 19 (grin) und munofarbung mit SP 19 (grin) und von
von a-Actinin (rot), Messbalken 10 pm Connexin 43 (rot), Messbalken 10 pm
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4.2 Lokalisation von a-Natriumkanaluntereinheiten mittels

isoformenspezifischer Antikorper

Alle untersuchten a-Natriumkanaluntereinheiten konnten deutlich an-

gefarbt und visualisiert werden.

In mehreren Untersuchungsreihen wurde jede a-Natriumkanalunter-
einheit sowohl mit a-Actinin, als auch mit Connexin 43 dargestellt.
Einzelfarbungen jeweiliger Natriumkanalisoformen sind ebenso
angefertigt worden. Unterschiedliche Konzentrationen wurden unter
dem Mikroskop miteinander verglichen, wobei die beste Bilddarstellung

mit einer priméaren Antikdrperkonzentration von 1:50 erzielt wurde.

Die zusatzliche Farbung von a-Actinin identifizierte die Zellen in ihrem

Aufbau eindeutig als Kardiomyozyten.

Neben der eigentlichen kardialen Isoform Na,1.5 konnten auch neuro-
nale, TTX-sensitive Isoformen Na,1.1, Na,1.3 und Na,1l.6 dargestellt
werden. Erstmals gelang so auch die Detektion von Na,1.2 an neo-

natalen Kardiomyozyten.

Im Gegensatz zu adulten Herzmuskelzellen konnte zu diesem unter-
suchten Entwicklungsstadium eine gleichmaRige Verteilung der

a-Natriumkanaluntereinheiten Uber die Zellmembran festgestellt

werden (Maier et al., 2002; Maier et al., 2004).

Einige dargestellte Bilder von aneinanderliegenden und sich berihren-
den Zellen geben Anlass, uUber eine Anhaufung der Isoformen an den
Disci intercalares zu spekulieren. Dies wird deutlich, wenn man die
Lokalisation der dargestellten Connexine (Rot) mit der Lokalisation der

einzelnen a-Isoformen (Grun) vergleicht. Sind die Doppelfarbungen

Uberlagert in einen Bild dargestellt, so erscheinen die Uberlagerungen
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teilweise in gelber Farbe. Dies kénnte auf eine Kolokalisation von

Natriumkanéalen zu Connexinen hindeuten.

SH1 und Na,1l.2 wiesen eine besonders starke perinukledre Anfarbung
auf, wahrend bei den anderen Natriumkanaluntereinheiten die Zell-

kerne eher ausgespart erschienen.

Im Folgenden sind der Reihenfolge nach, exemplarisch Bilder der An-

farbungen der a-Natriumkanaluntereinheiten dargestellt.

Abb. 7: neonatale Kardiomyozyten, Abb. 8: neonatale Kardiomyozyte,
Immunofarbung von Na,1.1 (grin) und Immunofarbung von Na,1.1 (grin) und
a-Actinin (rot), Messbalken 10 pm a-Actinin (rot), Messbalken 10 pm
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Abb. 9: neonatale Kardiomyozyten, Abb. 10: neonatale Kardiomyozyte,
Immunofarbung von Na,l1.1 (grin) und Immunofarbung von Nay,l1.1 (grun),
Connexin 43 (rot), Messbalken 10 pm Messbalken 10 pm

Abb. 11: neonatale Kardiomyozyte, Abb. 12: neonatale Kardiomyozyten,
Immunofarbung von Na,1.2 (grin) und Immunofarbung von Na,1.2 (grun) und
a-Actinin (rot), Messbalken 10 pm Connexin 43 (rot), Messbalken 10 pm
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Abb. 13: neonatale Kardiomyozyte,
Immunofarbung von Nay,1.2 (grun),
Messbalken 10 pm

Abb. 14: neonatale Kardiomyozyten,
Immunofarbung von Na,1.3 (grun) und
a-Actinin (rot), Messbalken 10 pm

Abb. 15: neonatale Kardiomyozyten,
Immunofarbung von Na,1.3 (grun) und
Connexin 43 (rot), Messbalken 10 pm
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Abb. 16: neonatale Kardiomyozyte, Abb. 17: neonatale Kardiomyozyte,
Immunofarbung von Na,1.3 (grun), Immunofarbung von Na,l1.5 (SH1)
Messbalken 10 pm (grun), Messbalken 10 pm

Abb. 18: neonatale Kardiomyozyte, Abb. 19: neonatale Kardiomyozyten,
Immunofarbung von Navl.5 (SH1) Immunofarbung von Navl.5 (SH1)
(grun) und a-Actinin (rot), Messbalken (grin) und Connexin 43 (rot), Mess-
10 pm balken 10 pm
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Abb. 20: neonatale Kardiomyozyte, Im- Abb. 21: neonatale Kardiomyozyten,

munofarbung von Na,1.5 (SH8) (grun) Immunofarbung von Na,1.5 (SH8)

und a-Actinin (rot), Messbalken 10 pm (griun) und Connexin 43 (rot), Mess-
balken 10 pm

Abb. 22: neonatale Kardiomyozyten, Abb. 23: neonatale Kardiomyozyten,
Immunofarbung von Na,1.5 (SH8) Immunofarbung von Na,1.6 (grun) und
(grun), Messbalken 10 pm a-Actinin (rot), Messbalken 10 pm
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Abb. 24: neonatale Kardiomyozyte, Abb. 25: neonatale Kardiomyozyten,

Immunofarbung von Nay,l1.6 (grun), Immunofarbung von Na,1.6 (grin) und
Messbalken 10 pm Connexin 43 (rot), Messbalken 10 pm
4.3 Lokalisation von g-Natriumkanaluntereinheit mittels

isoformenspezifischer Antikorper

Analog zu den oa-Natriumkanaluntereinheiten konnten alle bekannten
p-Isoformen in neonatalen Kardiomyozyten der Ratte detektiert

werden.

Doppellabeling mit a-Actinin identifizierte die gefarbten Zellen als

Kardiomyozyten.

Alle vier p-Untereinheiten wiesen auch in diesen Farbungen ein einheit-

lich Gber die Zellmembran verteiltes Muster mit deutlicher Anfarbung
auf. Bei allen Bildern fallt eine starkere perinukleédre Farbung auf, wah-

rend die Zellkerne eher ausgespart bleiben.

Auf Bildern mit Zell-Zellkontakt lie3 sich besonders bei der f1-

Natriumkanaluntereinheit eine Kolokalisation mit Connexin 43 vermu-

ten. Dies wurde durch eine Gelbfarbung der Cluster an den Disci inter-
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calares sichtbar, wenn man die Kanale fur p-Untereinheiten (Grun) und

Connexin 43 (Rot) bei sich berihrenden Zellen tberlagert.

Im Folgenden sind exemplarisch Bilder der Anfarbungen der §-

Natriumkanaluntereinheiten dargestellit.

Abb. 26: neonatale Kardiomyozyten, Abb. 27: neonatale Kardiomyozyten,

Immunofarbung von B 1 (6549) (grin) Immunofarbung von B 1 (6549) (grun)

und a-Actinin (rot), Messbalken 10 pm und Connexin 43 (rot), Kolokalisation
(gelb), Messbalken 10 pm
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Abb. 28: neonatale Kardiomyozyten, Abb. 29: neonatale Kardiomyozyten,

Immunofarbung von B 1 (6550) (grin) Immunofarbung von B 1 (6550) (grun)

und a-Actinin (rot), Messbalken 10 pm und Connexin 43 (rot), Kolokalisation
(gelb), Messbalken 10 pm

Abb. 30: neonatale Kardiomyozyten, Abb. 31: neonatale Kardiomyozyten,
Immunofarbung von B 2 (grin) und Immunofarbung von B 2 (grin) und
a-Actinin (rot), Messbalken 10 pm Connexin 43 (rot), Messbalken 10 pm

35



Abb. 32: neonatale Kardiomyozyte, Abb. 33: neonatale Kardiomyozyte, Im-
Immunofarbung von B 2 (grun), Mess- munofarbung von B 3 (grun), Mess-
balken 10 pm balken 10 pm

Abb. 34: neonatale Kardiomyozyten, Abb. 35: neonatale Kardiomyozyten,
Immunofarbung von B 3 (griun) und Immunofarbung von B 3 (grin) und
a-Actinin (rot), Messbalken 10 pm Connexin 43 (rot), Messbalken 10 pm
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Abb. 36: neonatale Kardiomyozyten, Abb. 37: neonatale Kardiomyozyten,
Immunofarbung von B 4 (grian) und Immunofarbung von B 4 (grin) und
a-Actinin (rot), Messbalken 10 pm Connexin 43 (rot), Messbalken 10 pm

Abb. 38: neonatale Kardiomyozyten,
Immunofarbung von B 4 (grun), Mess-
balken 10 pm
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4.4 Peptide Blocks fur Antikorperspezifitat, Nativaufnah-

men und ,,No Primary*

Um die Spezifitat der verwendeten Antikérper zu demonstrieren
wurden ,control antigens* in den Farbeprozess in (gleichen
Konzentrationen wie die Antikdrper mit eingebunden (s.o0.). Dies
erfolgte fur Nay1.1, Na,1.2, Na,1.3, Na,1.6, SP19 und 2.

Nach der Verwendung der Blocking Peptides zeigte sich keine spezifi-
sche Anfarbung. Exemplarisch daftr sind zwei Bilder dargestellt. Da
jedoch das Avidin-Biotin-System als sekundéare, fluoreszenzgebende
Farbung verwendet wurde, waren entsprechend leichte, unspezifische

Anfarbungen sichtbar.

Ebenso zeigte sich keine spezifische Anfarbung, wenn die primaren

Antikorper im Farbeprozess nicht verwendet wurden (,,No Primary*).

Kein Farbeverhalten wurde bei der Betrachtung angefertigter Nativauf-

nahmen beobachtet.
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. neonatale

Kontrollantigene des Peptide
Na, 1.2, Messbalken 10 pm

Kardiomyozyten,
Immunofarbung mit Verwendung der
Blocks

. neonatale Kardiomyozyten,
Immunofarbung mit Verwendung der
Kontrollantigene des Peptide Blocks
Na, 1.6, Messbalken 10 pm

Abb. 41:
ohne Immunofarbung in Nativaufnahme,
Messbalken 10 pm

neonatale

Kardiomyozyten,

Abb. 42: neonatale Kardiomyozyten,
Immunofarbung ohne Verwendung der
primaren Antikorper zur Darstellung der
Natriumkanéale (,,No Primary*), Mess-
balken 10 pm
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4.5 Western Blotting fur AntikOrperspezifitat

Frisch praparierte, ventrikulare Abschnitte von neonatalen Ratten-
herzen wurden lysiert, und der gewonnene Proteingehalt mittels der

BioRad-Methode bestimmt.

Um nachweisen zu koénnen, dass die lysierten Herzmuskelzellen
Natriumkanale enthalten, wurde eine diskontinuierliche SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese durchgefuhrt. AnschlieRend wurden
die aufgetrennten Proteine uUbertragen und mit einem Antikérper
inkubiert, der alle o-Natriumkanaluntereinheiten erkennt (SP19).
Zuletzt folgte die Visualisierung durch einen sekundéaren,

Peroxidasegekoppelten Antikorper.

Es konnte auf der entstandenen Membran eine Signalverstarkung in
Hohe von 260 kDa festgestellt werden. Dies entspricht der Groéf3e einer

o-Natriumkanaluntereinheit.

Dieses Resultat konnte in einer erneuten Préaparation neonataler Rat-

tenherzen reproduziert werden.
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5 Diskussion
Wie die Ergebnisse zeigen, kommen zusatzlich zu der primaren kardia-

len o-Natriumkanalisoform Nayl1l.5 auch vier neuronale Isoformen

(Nay1.1; Nay1.2; Na,1.3; Na,1.6) im Herzen vor.

Im Gegensatz zu adulten Kardiomyozyten zeigen alle prasentierten
Isoformen bei neonatalen Zellen eine gleichmafRige Verteilung Uber die

Zelloberflache.

Das gilt analog auch fur alle bisher bekannten R-Untereinheiten (31,
k2, B3, R4), die ebenso in den neonatalen Herzmuskelzellen erstmals

visualisiert werden konnten.

Einige Isoformen scheinen konzentriert an Orten des Zell-Zell-
Kontaktes nachweisbar zu sein. Besonders deutlich konnte dies fur 31
nachgewiesen werden. Dies weist auf eine spezifische Rolle bei der

Erregungsfortleitung von Zelle zu Zelle hin.

Dartber hinaus gelang es erstmalig, die neuronale Isoform Na,1.2 im

kardialen Gewebe nachzuweisen.

51 Methodische Diskussion

5.1.1 Praparation der neonatalen Herzzellen

Die Praparation der neonatalen Kardiomyozyten erfolgte nach einem
Protokoll von Simpson aus dem Jahre 1982. Eine Verbesserung der
Methode wurde durch Maal} und Mitarbeiter (Maal} et al., 2007) mittels
einer Uberarbeitung der Praparation, besonders bezliglich der Sterilitat

erreicht. Bei unseren Untersuchungen konnten Infektionen der Zell-
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kulturen, nicht zuletzt durch die Zugabe von Antibiotika weitgehend

vermieden werden.

5.1.2 Vorteil der konfokalen Mikroskopie

Konventionelle Immunofluoreszenzmikroskopie bietet insbesondere bei
der Darstellung von Zellbestandteilen eine geringe Genauigkeit. Grund
daftr ist die kaum zu kompensierende Hintergrundfluoreszenz, da
keine punktgenaue Aufnahme des fokussierten Objektes moglich ist.
Detailgenauigkeit bleibt dem Betrachter, vor allem bei dickeren (mehr
als 10 um) Objekten damit verwehrt. Die Konfokalmikroskopie
begegnet diesem Problem mittels lasergesteuerter Anregung der
Fluoreszenz und Auffangen der entsprechenden Emission durch digitale
Detektoren (Shotton et al., 1989). Mit dieser Technik erhalt man keine

Darstellung der Gesamtzelle sondern ein Schnittbild.

Besonders eine Darstellung von Kolokalisationen, wie in dieser vorlie-

genden Arbeit, wird dadurch erméglicht.

Ein weiterer Vorteil ist die saubere Trennung der Fluoreszenzfarben
voneinander, da sich durch eine digitale Berechnung die Emissions-

spektren der einzelnen Farbstoffe nicht mehr tUberschneiden.

5.1.3 Immunofarbung der Kardiomyozyten

Besonders wichtig bei Immunofarbungen ist eine angepasste Anti-
korperkonzentration. Uberladt man die Zellen mit primaren Anti-
kérpern, kann die Auswertung verfalscht werden. In der vorliegenden
Arbeit wurden verschiedene primare Antikérperkonzentrationen ge-
testet. Die Experimente zeigten, dass das Verhéaltnis von 1:50 fur neo-
natale Kardiomyozyten die besten Ergebnisse erzielt. In anderen Vor-
arbeiten am Herzgewebe mit den gleichen Antikérpern wurden ebenso

primare Antikorperkonzentrationen zwischen 1:50 wund 1:100
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verwendetet (Ratcliffe et al., 2001, Maier et al., 2004, Maier et al.,
2003; Haufe et al., 2005). Analoges gilt fur die Verwendung des

sekundaren Antikorpers.

5.1.4 Spezifitat der Antikorper

Bei Immunofluoreszenzfarbungen ist es entscheidend, dass die prima-
ren Antikorper eine hohe Spezifitdt aufweisen. Dies kann man durch

unterschiedliche Untersuchungen Uberprufen.

Die fur diese Arbeit verwendeten, kommerziell erhaltlichen Antikdrper
(Nay1.1, Na,1.2, Na,1.3, Na,1.6, SP19 und $2) wurden durch Peptide
Blocks in ihrer Spezifitat Uberpriuft. Deshalb wurde auf eine Kontrolle
mit dem Pra-Immunserum des Tieres, von dem die Antikdrper stam-

mten, ebenso wie auf eine Kontrolle mit Isotyp-Antikérpern verzichtet.

Da die anderen verwendeten, primaren Antikdrper eingehend in Vorar-
beiten (Ratcliffe et al., 2001, Maier et al., 2004, Maier et al., 2003)

beschrieben sind, wurde auf eine Kontrolle ihrer Spezifitat verzichtet.

Des Weiteren erfolgte bei jeder Farbung eine Kontrolle mit Nativzellen
und No Primary. Ziel war es, unspezifische Bindungen der sekundaren
Antikorper auszuschlieRen bzw. zu Uberprifen, ob die Nativzellen

naturliches Fluoreszenzverhalten zeigen.

52 Inhaltliche Diskussion

5.2.1 Lokalisation von a-Natriumkanaluntereinheiten in ventrikularen,

neonatalen Herzmuskelzellen der Ratte

Mittels immunozytochemischer Untersuchungen wurde gezeigt, dass

neben der eigentlichen kardialen Isoform Na,1.5 auch primare neuro-
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nale Natriumkanalisoformen Na,1.1, Na,1.2, Na,1.3 und Nay,1.6 in neo-

natalen Kardiomyozyten der Ratte vorkommen.

Alle detektierten Isoformen sind innerhalb der Plasmamembran
gleichmalRig verteilt. Zusatzlich sind sie an Orten des Zell-Zell-

Kontaktes an den Disci intercalares zu finden.

Diese Resultate in neonatalen Herzmuskelzellen stimmen nicht mit Er-
gebnissen an adulten Herzmuskelzellen aus friheren Arbeiten unserer
Arbeitsgruppe Uberein (Maier et al., 2002; Maier et al., 2004). Hierbei
wurden immunozytochemische Farbungen mit denselben Antikdrpern
an acht bis zehn Wochen alten Mausekardiomyozyten angefertigt. Es
zeigte sich, dass die kardiale Isoform Na,1.5 Uberwiegend an den Disci
intercalares zu finden war, wéhrend sich die neuronalen Natriumkanal-
isoformen Nay1l.1, Na,1.3 und Na,1.6 ausschlie3lich im t-tubuléaren
System lokalisieren lieRen. In diesem Zusammenhang wurde ange-
nommen, dass die Prasenz von Na,1.5 an den Disci intercalares fur die
Ubertragung des Aktionspotenzials von Zelle zu Zelle wichtig ist, wah-
rend die Lokalisation der anderen Natriumkanalisoformen im
t-tubularen System fur die elektromechanische Kopplung der Herzzelle

von entscheidender Bedeutung zu sein scheint.

Wir nehmen aufgrund der hier vorgelegten Ergebnisse an, dass die
Entwicklung und Spezifikation der spannungsabhangigen Natrium-
kanale nach der Geburt anhélt, und es erst im Verlauf der Entwicklung
durch physiologischen Einfluss (beispielsweise Stress oder korperliches
Training) zu einer entsprechenden (Um-)Organisation und Entwicklung

kommt.

Diese Theorie konnte durch eine Arbeit an 38 Tage alten, ventrikularen
Herzmuskelzellen der Maus gefestigt werden (Haufe et al., 2005). Die

dort dargestellten Ergebnisse detektierten Na,1.1 und Na,1.6 im
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t-tubularen System, wahrend Na,1.1, Na,1.2 und Na,1.5 sowohl an
den Z-Linien, als auch an den Disci intercalares zu finden waren. Die
hier untersuchten Tiere nahmen aufgrund ihres Alters (38 Tage) im
Vergleich zu den neonatalen (ein bis drei Tage) und den adulten (acht
bis zehn Wochen) eine Mittelstellung ein. So lieRen sich die Ergebnisse
von Haufe et al. als Entwicklungsstufe der Natriumkanéle von uni-
former Verteilung zu isoformenspezifischer Lokalisation innerhalb der

Zelle deuten.

Die Entwicklung der t-Tubuli ist in der Neonatalzeit noch nicht abge-
schlossen (Brette et al. 2003; Chen et al., 1995; Haddock et al.,
1999). Es ist davon auszugehen, dass die hier untersuchten Zellen
noch kein t-tubulares System besitzen, was somit eine Detektion un-

maoglich macht.

In den oben genannten Annahmen werden unterschiedliche Gattungen
(Maus vs. Ratte) miteinander verglichen. So weisen Ratte und Maus
Unterschiede in der Physiologie (z.B. Herzfrequenz) und Morphologie
(z.B. Aktionspotenzialverlauf) auf. Somit sind nattrlich auch Unter-

schiede in der Lokalisation von Natriumkanéalen denkbar.

Ebenso sind Farbeartefakte, unspezifische Antikérperbindungen oder

andere technische Probleme nicht ganzlich auszuschliel3en.

In einer elektrophysiologischen Studie von Walsh et al. (2002) konnte
eine Veranderung der Natrium-, Calcium- und Kaliumstrome wahrend
der Kultivierung von neonatalen, drei bis vier Tage alten Kardio-
myozyten der Ratte festgestellt werden. Die Uber mehrere Tage kulti-
vierten Zellen veranderten ihre Morphologie, und eine Zunahme der
lonenstrome konnte nachgewiesen werden. Dies ist ein weiteres Indiz
daftr, dass sich die Expression von spannungsabhangigen lonen-

kanalen wahrend der Entwicklung zur adulten Zelle verandert.
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In dieser Arbeit konnte erstmalig die oa-Natriumkanaluntereinheit
Na,1l.2 mittels Immunofarbungen in neonatalen Kardiomyozyten
detektiert werden. Da Na,1.2 eine wichtige Rolle bei der Initiierung
und FortfUhrung eines Aktionspotenzials spielt (Catterall et al., 2005),
ist dies entscheidend fur das weitere Verstandnis der Physiologie
dieser Zellen. In friheren Arbeiten (Maier et al., 2002; Maier et al.,
2004) an acht bis zehn Wochen alten Kardiomyozyten der Maus konnte
Na,1l.2 nicht nachgewiesen werden. Jedoch war es mdoglich, diese
Natriumkanalisoform in Kardiomyozyten von 38 Tage alten Mausen
darzustellen (Haufe et al., 2005). Die Diskrepanz zu der vorliegenden
Arbeit kénnte auch hier wieder in einem Unterschied der Gattung
begrindet sein, oder auch entwicklungsgeschichtlich erklart werden.
Methodische Grinde, wie beispielsweise die Spezifitdt der Antikorper,

kénnen nicht ausgeschlossen werden.

5.2.2 Lokalisation von p-Natriumkanaluntereinheiten in ventrikularen,

neonatalen Herzmuskelzellen der Ratte

Es konnten mittels immunozytochemischer Farbungen alle vier be-

kannten pg-Untereinheiten erstmals nachgewiesen werden.

Allerdings konnte ebenso wie bei den a-Natriumkanalisoformen ein an-
deres Verteilungsmuster im Vergleich zur adulten Zelle festgestellt
werden. Wahrend 2 und p4 Untereinheiten von adulten (acht bis zehn
Wochen) Kardiomyozyten der Maus an den Disci intercalares und 1
bzw. B3 hauptsachlich innerhalb des t-tubularen Systems lokalisiert

sind (Maier et al., 2004), fand man in den vorliegenden Untersuch-

ungen alle vier p-Untereinheiten gleichmaRig innerhalb der Plasma-

membran und im Zytosol der Zelle verteilt.
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Eine mogliche Erklarung hierfur kénnte eine Veranderung der Lokalisa-
tion der pB-Untereinheiten im Zusammenhang mit der Veranderung der
a-Natriumkanalisoformen wahrend der Maturation der Herzmuskelzelle
sein. Auch hier ist davon auszugehen, dass das t-tubulare System
noch in der Entwicklung ist, und deshalb die Detektion eines entspre-

chenden Verteilungsmusters noch nicht méglich ist.

In der Arbeit von Dominguez et al. (2005) wird das Expressionsmuster
von Bl sowohl mittels PCR, als auch immunhistochemisch im Verlauf
der Entwicklung einer Herzzelle vom embryonalen bis hin zum adulten
Stadium beleuchtet. Dort konnte festgestellt werden, dass sich die Ex-
pression von B1 im Laufe der Entwicklung kontinuierlich erhéht. Ab-
schlieRend fand man in spateren Entwicklungsstadien auch eine iso-
formenspezifische Verteilung im t-tubularen System, wie auch bei
Maier et al. beschrieben. So schlagt Dominguez die Bricke zwischen
der vorliegenden Arbeit an neonatalen Kardiomyozyten und den
adulten Zellen von Maier et al.. Jedoch muss auch hier wieder ein-
schrankend erwéhnt werden, dass in den oben genannten Ausfuhr-
ungen Mausekardiomyozten mit Rattenkardiomyozyten verglichen
werden. AulRerdem wurden bei Dominguez et al. Gewebsschnitte fur
die immunhistochemischen Farbungen verwendet, wahrend in der vor-

liegenden Arbeit Zellkulturen gefarbt wurden.

p-Untereinheiten kommen spezifische funktionelle Bedeutungen zu. In
anderen Arbeiten konnte deren Einfluss auf die Kanalmodulation belegt
werden (Yu et al., 2003; Dhar Malhotra et al., 2001; Fahmi et al.,
2001). Ein bedeutender Einfluss der p-Untereinheiten liel3 sich auch auf
die Zelladhasion und Kommunikation mit dem Extrazellularraum bzw.
dem Zytoskelett der Kardiomyozyte nachweisen (Isom, 2001; Isom
2002). Diese Feststellung erklart eine Kolokalisation aller vier

p-Untereinheiten mit den Gap Junctions in der vorliegenden Arbeit.
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Auch diese gehoren zur Gruppe der Signallubertragungsproteine und

erfullen interzellular kommunikative Aufgaben.

Bei der Beurteilung der Untersuchungsergebnisse miuissen auch hier
Unterschiede zwischen den Spezies oder in der Spezifitat der Anti-
kérper miteinbezogen werden. Es sind weitere Studien vonndten, um

diesen Sachverhalt naher zu beleuchten.
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6 Zusammenfassung
Spannungsabhangige Natriumkanale bestehen aus einer «-

Untereinheit und zugehoérigen p-Untereinheiten und sind verantwortlich
far die schnelle Aufstrichphase eines Aktionspotenzials. Die a-
Untereinheit bildet unter anderem die Pore, wéhrend die assoziierten
p-Untereinheiten Zelladhasionsaufgaben erfillen und verantwortlich fur
Modulation der Kinetik und die Kommunikation mit dem Extrazellular-

raum sind.

In Vorarbeiten an Herzen von Saugetieren konnte gezeigt werden,
dass sowohl die eigentliche kardiale Isoform Na,1.5, als auch die TTX-
sensitiven, neuronalen Isoformen Na,1.1, Na,1.3 und Na,1.6 vorkom-
men. Diesen Untersuchungen lagen adulte Kardiomyozyten zugrunde.
Unklar war allerdings die Lokalisation und Expression von Natrium-

kanalen an neonatalen Herzmuskelzellen.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Isolation ventrikularer Kardio-
myozyten von Herzen neonataler, ein bis zwei Tage alter Ratten. Diese
wurden nach zwei Tagen in Kultur mit spezifischen Antikérpern gegen
a-und  B-Untereinheiten  mithilfe  immunzytochemischer Unter-
suchungsmethoden gefarbt. Zusatzlich wurden Connexin 43 und a-
Actinin als Marker fur Disci intercalares und intrazellulare Sarkomere
im Sinne einer Doppelfarbung dargestellt. Die Auswertung erfolgte

mittels konfokaler Mikroskopie.

Die Ergebnisse zeigten eine Darstellung sowohl der kardialen (Navl.5),

als auch der neuronalen, TTX-sensitiven a-Natriumkanalisoformen

(Nay1.1, Nay1.2, Na,1.3 und Na,1.6).

Ebenso liel3en sich alle vier bekannten p-Untereinheiten detektieren.
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Im Unterschied zu adulten Kardiomyozyten zeigte sich kein iso-
formenspezifisches Verteilungsmuster, sondern eine gleichmafige Ver-

teilung aller Natriumkanaluntereinheiten Uber die Zellmembran.

Es konnte fur die dargestellten Isoformen eine Kolokalisation mit
Connexin 43 an den Disci intercalares detektiert werden. Dies weist
auf eine wichtige Rolle bei der Erregungsfortleitung von Zelle zu Zelle

hin.
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9 Appendix

9.1 Abkurzungen

Die Abkirzungen der Sl-Einheiten werden als bekannt vorausgesetzt.

% Prozent

°C Grad Celsius

ca. circa

a-Act a-Actinin

Abb. Abbildung

AK Antikorper

AS Aminosaure

BA Bandbreite

BrdU Bromodeoxyuridine

bzw. beziehungsweise

ca®" Calciumionen

CBFHH calcium and bicarbonate free Hanks with Hepes
CO; Kohlenstoffdioxid

Cx 43 Connexin 43

Da Dalton

dH>0 destilliertes Wasser

DNA Desoxyribonukleinséaure

DNAse DNA spaltendes Enzym

DM Diffusionsmaximum

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EKG Elektrokardiogramm

EX Extinktion

FCS foetal calf serum

g Fallbeschleunigung

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-ethansulfonsaure
HRP horseradish peroxidase (Meerrettich-Peroxidase)
Ig Immunglobulin

K* Kaliumionen

MEM minimum essential medium (Eagle)
MEM/5 minimum essential medium mit 5% FCS
min Minuten

Mio Million

MRNA messenger Ribonucleic Acid

ms Millisekunde

Na™ Natriumionen

NGS Normal Goat Serum
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0> Sauerstoff

0.g. oben genannt

PBS phosphate-buffered saline

PCR Polymerase Chain Reaction
Pen/Strept Penicillin/Streptomycin

PO, Phosphationen

rpm (runs per minute); Umdrehungen pro Minute
RT Raumtemperatur

SDS Sodiumdodecylsulfat

S.0. siehe oben

S.u. siehe unten

T&D Trypsin und DNAse

B Trisbuffer

TBS Tris-buffered saline

Tris Trishydroxymethyllamionomethan
TTX Tetrodotoxin

U (units); Einheiten

z.B. zum Beispiel

9.2 Tiere

Die trachtigen Wistar Ratten wurden von Harlan Winkelmann GmbH
(Borchen, Deutschland) bezogen. Alle Experimente wurden von den
zustandigen Behodrden und Kommissionen der Universitat Wuarzburg
und der Regierung von Unterfranken genehmigt (Organentnahme AZ
44/03). Die Arbeit an den Tieren fand unter qualifizierter Aufsicht und

nach vorheriger Einweisung statt.

9.3 Primare Antikorper

Die hier nicht erwdhnten Antikérper sind uns freundlicherweise aus
dem Labor von William A. Catterall, Department of Pharmacology,
University of Washington, Seattle, USA zur Verfigung gestellt worden.

Sie sind selbst hergestellt und nicht kommerziell verfigbar.

Na,1.1 Chemicon #AB5204
Na,1.2 Chemicon #AB5206
Na,1.3 Chemicon #AB5208
Na,1l.5 (Anti-SH1) Alomone #AN-02
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Na,1.6 (Anti-Scn8a) Alomone #ASC-009

SP 19 Alomone #ASC-003

p2 Alomone #ASC-007

Connexin 43 Millipore #MAB3068

a-Actinin Sigma-Aldrich #A7811

9.4 Sekundare Antikorper

Biotinylated Anti-Rabbit 1gG Vector Laboratories #BA1000
(made in Goat)

Fluorescein Avidin D Vector Laboratories #A2001
Texas Red Anti-Mouse 1gG Vector Laboratories #T12000

(made in horse)

9.5 Verwendete Chemikalien und Materialien

Alle nicht im Folgenden erwdhnten Chemikalien wurden von der Firma

Merck, Darmstadt, bezogen. Der Reinheitsgrad war mindestens ,,pro

analysi®.

Acrylamid BioRad, Munchen

BrdU Sigma-Aldrich, Taufkirchen
BioRad Protein Assay Dye BioRad, Munchen

Reagent Concentrate

Cellscraper Sarstedt, Niumbrecht
DNase Sigma-Aldrich, Taufkirchen
ECL-Kit Amershan, UK

Essigsaure Roth, Karlsruhe

Ethanol J. T. Baker, Griesheim
EDTA Sigma-Aldrich, Taufkirchen
FCS Biochrom, Berlin

Full range Rainbow™ Amershan, UK

Molecular weight marker

Goat Serum Sigma-Aldrich, Taufkirchen
HEPES Serva, Heidelberg
Kulturschalen (1) 10cm Greiner Bio-one, Frickenhausen
Kulturschalen (2) Chamber slides Nunc, Wiesbaden

Laemmli Probenpuffer BioRad, Munchen
L-Arginin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Igepal Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Magermilchpulver Frema, Luneburg
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MEM

Nitrozellulosemembran
Paraformaldehyd

Penicillin
Proteinaseinhibitorcocktail tablets
Reagent Concentrate

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
BioRad, Munchen

Serva, Heidelberg
GibcoBRL, Karlsruhe
Boehringer, Mannheim
BioRad, Munchen

SDS Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Streptomycin GibcoBRL, Karlsruhe
TEMED BioRad, Munchen

TRIS Serva, Heidelberg

Triton X-100 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Trypsin Difco, USA

Tween 20 Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Trizma Base

Vectashield Mounting Medium
Vitamin B12

Whatmann 3MM Papier

X-ray Retina Film

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Vector Laboratories, UK
Serva, Heidelberg
Whatmann, Dassel
Fotochemische Werke, Berlin

9.6 Gerateverzeichnis

Autoklav Fedegari (Tecnomara) Nr.E, TypFV
Cellstrainer Falcon

Elektrophoresekammer Hoefer Scientific Instruments
Gelelektrophoresekammer  BioRad

Inkubator Heraeus Function Line, Typ BB 16
Lichtmikroskop Zeiss, axoivert 135

Konfokales Mikroskop Nikon Eclipse E 600, C1 confocal System
Klvetten Bradford

Pipetten Eppendorf

Rontgenkassette Amersham

Spannungsgerat Hoefer Scientific Instruments
Spektrophotometer Shimadzu, UV-160

Sterilbank Bio Flow, Modell Antares 72
Sterilisator Braun Biotech

Vortexer Scientific Industries, Vortex-Genie 2
Western Blot Gelkammer BioRad

Zahlkammer Brand

Zentrifuge (1) Beckmann, CL-GPKR

Zentrifuge (2) Kentro Biofuge pico

Zentrifuge (3) Sigma
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9.7 Verwendete LOosungen

CBFHH, pH 7.4
HEPES, pH 7.4
NacCl
KCI
MgSO4 x 7H20
Dextrose
KH2>PO4
NaoHPO4
Penicillin G
Streptomycin

Blockierlésung fur Western Blot
Trockenmilchpulver

Tween 20
In PBS

20.06 mmol

137 mmol

5.36 mmol

0.81 mmol

5.55 mmol

0.44 mmol

0.34 mmol

50 U/mL CBFHH
50 wg/mL CBFHH

5 %
0.5 %

Laufpuffer fur Western Blot, pH 8,3 (RT)

Tris-Base

Glycin

SDS
Paraformaldehyd 4%

Paraformaldehyd
PO4 0.4 mol

3 g/L
6 g/L
19/L

10 g
62.5 mL

Ruhren und erhitzen auf 65 °C, dann hinzufugen von

dH20

erneutes Erhitzen auf 60 °C,

PBS, pH 7.4
NacCl
KCI
Na;HPO4
KH2PO4

RIPA-Puffer
PBS
Triton X-100

Sodiumdeoxycholate

Igepal
Proteinaseinhibitor

Sammelgel 5%
1.0 M Tris, pH 6,8
10 % SDS
30 % Acrylamid
dH20

187.5 mL
dann filtrieren

137 mmol
2.7 mmol
4.3 mmol
3.4 mmol

1x
1%
0.5 %
1%
1:25

2.5 mL
100 ulL
1.7 mL
5.7 mL
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B

TBS

Trenngel 5 %

Ammoniumpersulfat 100 uL
TEMED 10 uL
Tris-HCI 0.1 M
Trizma Base 1.94 g/L
dH>0 1000 mL
TB, s.o. 1000 mL
NacCl 8.76 g
Transferpuffer fur Western Blot, pH 8,3
Tris-Base 0.48 M
Glycin 0.39 M
Methanol 20 %
1,0 M Tris, pH 8.8 5mL
10 % SDS 200 uL
30 % Acrylamid 3.33 mL
dH>0 11.37 mL
Ammoniumpersulfat 200 uL
TEMED 10 uL
Trypsin/Dnase-Verdaulésung
CBFHH S.0.
Trypsin 1.5 mg/mL CBFHH

DNase (2ng/ml 0.15 M NaCl) 1 uL/mL CBFHH
Zellkulturmediumzusatze in MEM/5, pH 7.1

L-Glutamin
Na-Bikarbonat
FCS

Penicillin G
Streptomycin
Vitamin B12
BrdU

291 mg
350 mg
5%
50 U/mL MEM
50 wg/mL MEM
2 ug/mL MEM
3.074 mg/mL MEM
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