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1  Abstract

1.1 Deutsch

HCN-Kanéle (hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated cation channels) 6ffnen bei
hyperpolarisierenden Spannungen und haben mittels des durch die Kanalpore flielenden
gemischten Kationenstroms (l,) Einfluss auf synaptische und dendritische Erregbarkeit, die
Generierung von Aktionspotentialen sowie auf die Stabilisierung des Ruhemembranpotentials.
Untersuchungen im Vorfeld dieser Arbeit ergaben, dass sich HCN1-Kanéle leichter nach einer
Voraktivierung 6ffnen und dass eine Hyperpolarisation in intakten S&ugetierzellen (HEK293) zu
einer Reduktion des maximalen I, im cell-attached-Modus (bei intakter Membran) fuhrte. Im
whole-cell-Modus (nach Erdffnung der Zellmembran) bestand keine Reduktion und ein cAMP
bedingter rundown (eine Verminderung der Stromantwort durch Auswaschung von
intrazellularem cAMP) war nicht nachweisbar.

Diese Beobachtungen waren Ausgangspunkt der Dissertation. Es stellte sich die Frage, welche
Ursachen die Reduktion des HCN1 vermittelten I, hat. In dieser Arbeit wurden sowohl die
biophysikalischen Eigenschaften des I, nach stattgehabter Voraktivierung, der Einfluss der
intrazellularen und extrazellularen lonenverteilung auf die Stromreduktion als auch der mégliche
Einfluss des Abbaus intrazellularen cAMPs auf die Reduktion von I, untersucht. Ratten-HCN1
(rHCN1) wurde in HEK293 Zellen transfiziert und elektrophysiologische patch-clamp-
Techniken durchgefhrt.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine wiederholte Kanalaktivitat zu einer Reduktion von
I, fuhrt und die Repetition der Kanalaktivierung wichtiger ist als die Stirke der Voraktivierung.
Die alleinige Verlangerung der Voraktivierung fiihrte zu keiner Reduktion von I,. Es konnte
bestatigt werden, dass fir eine Amplitudenreduktion die Zellmembran intakt sein muss. Die nach
der Aktivierung von I, umgehend (intstantan) auftretende Stromkomponente (lis), Weist eine
weniger starke Amplitudenreduktion auf als die langsame (lsow), Welche sich der schnellen
Stromantwort anschliel3t und es besteht eine starke Korrelation zwischen lipse und Igon. Die
Expression von HCN1-Kanélen scheint nicht nur zeitabhéngig offene Kandle zu generieren,
sondern auch standig offene. Eine Kanal6ffnung ist nach stattgehabter Voraktivierung erst
wieder bei stérker negativen Potentialen moglich. Die Amplitudenminderung von rHCN1
vermitteltem Iy, ist wahrscheinlich durch eine Lageveranderung des Spannungssensors bedingt,
da die Amplitudenreduktion primar lg, betraf und sich das Gating nach Voraktivierung(en) zu

starker negativen Potentialen verschob. Dass eine Amplitudenreduktion nur in dem cell-
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attached-Modus und nicht im whole-cell-Modus eintrat, weist darauf hin, dass intrazellulare
Komponenten die Regulierung von I, mitbeeinflussen, die beim Eréffnen der Zellmembran in die

Pipette ausgespult werden.

HCN-Kanéle regulieren neuronale Erregbarkeit und Aktivitdt und sind an (bergeordneten
Leistungen wie Lernen und Gedé&chtnis ebenso beteiligt wie an komplexen Krankheitsbildern
wie der Epilepsie und Neuralgie. Das HEK293 Zellexpressionssysteme kann helfen,
grundlegende Funktionen von HCN1 zu verstehen. Weiterfuhrende voltage-clamp-Messungen in
akut-animalischen Hirnschnitten kdnnen zudem zeigen, ob die in dieser Arbeit erhobenen Daten

auch in tbergeordneten Zellsystemen nachvollziehbar sind.
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1.2 English

HCN channels (hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated cation channels) activate at
hyperpolarizing voltages, and as a result of the mixed cation current (I) that flows through the
pores of the channel, influence the synaptic and dendritic excitability, the generation of action
potentials, as well as the stabilization of the resting membrane potential. Preliminary
investigations showed that HCN1 channels activate more readily after being preactivated and
that hyperpolarization in intact mammalian cells (HEK293) led to a reduction of the maximum Iy,
in cell-attached-mode (when the cell membrane is intact). This reduction was not present in
whole-cell-mode (after rupturing the cell membrane), and a cAMP-related rundown (a reduction
of I, by washing out the intracellular cAMP) could not be demonstrated.

These observations formed the starting point of this dissertation. The question arose as to what
the causes of the reduction of the HCN1-induced I, were. In this work, the biophysical properties
of I, after preactivation, the influence of intracellular and extracellular ion distribution on current
reduction as well as the possible influence of the degradation of intracellular cAMPs on the
reduction of I, were all examined. Rat HCN1 (rHCN1) was transfected into HEK293 and
electrophysiological patch-clamp-techniques were performed.

The results indicate that repeated channel activity leads to a reduction in I, and the act of
repetition is more important than the strength of the preactivation. A prolongation of the
preactivation alone did not lead to a reduction of the Iy. It was confirmed that the cell membrane
must be intact for a reduction in amplitude. The fast current component occurring immediately
(instantly) after activation of Iy, (linst) exhibited a weaker amplitude reduction than the slow (lsjow)
which follows the fast current response, and there is a strong correlation between linst and lgjon. It
appears that the expression of HCN1 channels not only generates time-dependent activated
channels, but also permanently-activated channels. Channel activation after preactivation is only
possible again after more negative potentials. The amplitude reduction of I, is probably the result
of a change in the position of the voltage sensor, since the amplitude reduction primarily affected
lsow and the gating shifted to stronger negative potentials after preactivation(s). That an
amplitude reduction occurred only in the cell-attached-mode and not in the whole-cell-mode
indicates that intracellular components also affect the regulation of Iy, that are washed out when

the cell membrane was ruptured.

HCN channels regulate neuronal excitability and activity and are involved in higher-level

services such as learning and memory, as well as in complex diseases such as epilepsy and
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neuralgia. The HEK293 cell expression system can help to understand fundamental functions of
HCNL1. Further voltage-clamp-measurements in acute animal brain slices could reveal whether

the data collected in this dissertation could be reproduced in higher-level cell-systems.
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2  Einleitung

HCN-Kanéle gehdren zu der Familie der spannungsabhéngigen lonenkanéle und werden im
Gegensatz zu den meisten anderen lonenkanélen durch Hyperpolarisation aktiviert. Dadurch,
dass die Kanéle bei Spannungen aktiviert werden, die in der Ndhe des Ruhemembranpotentials
liegen, wird durch sie die Zellmembran depolarisiert und der Membranwiderstand vermindert.
Mittels des durch die HCN-Kandle flieBenden, unselektiven Kationenstroms (l;) wird die
neuronale Erregbarkeit sowie die Aktionspotentialgenese moduliert (Velumian et al. 1997). Das
Ruhemembranpotential im zentralen Nervensystem (ZNS) wird durch I, ebenfalls entscheidend
mit determiniert. Somit hat I, Einfluss auf die Funktion tbergeordneter Netzwerke und nimmt
z.B. Anteil an Gedéachtnisbildung und an motorischem Lernen. Nicht nur die Starke des Stroms
ist entscheidend fur das Verhalten des I, im zelluldren Kontext, sondern ebenso die
Aktivierungskinetik der HCN-Kandle. HCN1 aktiviert von den vier bekannten HCN-
Untereinheiten (HCN1 — 4) am schnellsten (Chen et al. 2001) und weist im Hippocampus, dem
Neokortex sowie im Kleinhirn eine hohe Expressionsdichte auf (Moosmang et al. 2001; Santoro
et al. 2000; Biel et al. 2009). Die Offnung von HCN-Kanalen wird durch die Bindung von
cyclischen Nukleotiden wie cAMP (zyklisches Adenosin-3',5-monophosphat) oder cGMP
(zyklisches Guanosin-3",5"-monophosphat) an die C-terminale Region der intrazelluldren
Bindungsdoméne (CNBD; cyclic nucleotid-binding domain), vor allem in HCN2 und HCN4-
Kandlen, ermdglicht (DiFrancesco & Tortora 1991). Der halbmaximale I, von HCN2 und HCN4
wird in Gegenwart von cAMP bei ca. 10 bis 20 mV positiveren Membranpotentialen erreicht,
wohingegen cAMP auf die Kanaloffnungskinetik und die Strom-Spannungs-Kurve von HCN1
und HCN3 nur wenig Wirkung hat (eine Verschiebung um ca. 2 — 5 mV fiir HCN1) (Santoro et
al. 1998; Baruscotti et al. 2005; Wahl-Schott & Biel 2009; Chen et al. 2001). Hierbei hat die
direkte Bindung von cAMP an die intrazellulire CNBD-Region einen groReren unterstiitzenden
Effekt als eine Protein-Phosphorylierung (Biel et al. 2009). Méannikko et al. (2005) konnten
zeigen, dass sich in intakten Frosch-Oozyten die Offnungswahrscheinlichkeit von HCN1 der
Maus in aktiviertem Zustand zu starker positiven Potentialen verschiebt (Zwei-Elektroden-

Spannungsklemme).

Im Vorfeld dieser Dissertation konnten wir zeigen, dass eine starke Hyperpolarisation in intakten
Séugetierzellen (HEK293) eine Reduktion des maximalen Iy, bewirkte (rat ()\HCNL1) (Battefeld et
al. 2010). Dieses Phdnomen war abh&ngig von einem intakten Zytosol (cell-attached-Modus).
Nach Austausch des Zytosols (whole-cell-Modus) war dieser Effekt nicht mehr nachweisbar.
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Wahrend der Etablierung des whole-cell-Modus wird die Zellmembran aufgerissen.
Intrazelluldre Bestandteile konnen hierdurch aus dem Zytosol in die Pipettenldsung
ausgewaschen werden. Werden Komponenten ausgewaschen, die fir die Regulierung von Iy
notwendig sind, kann es zu einer Amplitudenreduktion von I, kommen. Es liegt in diesem Fall
ein sogenannter rundown vor. Einen solchen rundown hatten wir initial in unseren Versuchen
(Battefeld et al. 2010) zu Beginn der Messungen erwartet. Allerdings war eine Zunahme der
Stromamplitude nach Etablierung des whole-cell-Modus eingetreten. Wir benannten diese
Beobachtung somit ,,run up “. Manniké et al. hatten 2005 beschrieben, dass eine Voraktivierung
von HCN1 zu einer Amplitudenzunahme des HCN1 vermitteltem Iy, flhrt. Wir konnten jedoch
eine Reduktion des Iy nach stattgehabter VVoraktivierung nachvollziehen (Battefeld et al. 2010).
Diese zwei unterschiedlichen Beobachtungen bezuglich des biophysikalischen Verhaltens von

HCN1 vermitteltem I, nach erfolgter Voraktivierung war Ausgangslage dieser Dissertation.

Aufgrund der Bedeutung von HCNL1 fir neuronale Funktionen wie z. B. fur motorisches Lernen
und fir Gedéachtnisbildung sollte in dieser Arbeit eine genauere Untersuchung der

biophysikalischen Eigenschaften dieser I,-Reduktion erfolgen.

Aufgrund der oben genannten Voruntersuchungen ergaben sich folgende Hypothesen:
1. Die I,-Amplitude wird durch multiple, starkere Voraktivierung kleiner.
2. Eine lange Voraktivierung hat Einfluss auf die Amplitudenabnahme von Iy,

3. Die Zugabe von 8br-cAMP in die Badlésung, welches im Gegensatz zu dem in den
Vorarbeiten verwendeten cAMP transmembrangangig und nicht abbaubar ist, kann eine
Amplitudenminderung abschwachen oder aufhalten.

4. Die Iy-Reduktion ist an hohe extrazellulare Na'—Level gekoppelt.

5. Die schnelle, instantane Stromkomponente von Iy (linst) hat an der Amplitudenreduktion

der langsamen Stromkomponente von Iy, (Isiow) Wenig Einfluss.
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2.1 HCN-Kanale

Der durch Hyperpolarisation aktivierbare und durch zyklische Nukleotide modulierte,
unselektive Kationenkanal HCN gehdrt zu der Familie der spannungssensitiven lonenkanale. Die
Offnung der HCN-Kanaéle erfolgt durch eine Verminderung der Zellmembranspannung unter —55
mV (Biel et al. 2009). HCN-Kanile besitzen eine groBere Leitfahigkeit fir K* als fur Na*
(Verhdltnis 4:1) sowie in geringem MaR fiir Ca'™ (Wahl-Schott & Biel 2009). Das
Umkehrpotential wird mit Werten zwischen —16 mV (Kole et al. 2006), —20 mV (DiFrancesco
1993) sowie —45 mV (Battefeld et al. 2010) angegeben. Mit diesen Eigenschaften unterscheidet
sich der HCN-Kanal biophysikalisch von anderen spannungsabhéngigen lonenkanélen und bildet
eine eigene Untergruppe in der Superfamilie der pore-loop Kationenkanéle (Yu et al. 2005).
Erstmalig wurde der Kanal im Sinusknoten beschrieben. Dort ist er mit anderen lonenkanélen an
der Rhythmogenese beteiligt. Aufgrund der besonderen biophysikalischen Eigenschaften wurde
der durch HCN-Kanale flieBende Strom des Sinusknotens It (,,funny*) genannt (Noma & Irisawa
1976). Inzwischen konnten HCN-Kanéle vornehmlich im Zentralen Nervensystem HCN (1-4)
und im Herzen HCN (1-4) (Moosmang et al. 2001; Santoro et al. 2000) nachgewiesen werden,
aber auch in anderen Geweben wie Leber, Lunge und Niere (HCN3 der Maus) sowie HCN4 in
Lunge, Skelettmuskel und Testis des Menschen (Postea & Biel 2011). Die durch sie flieRenden
Kationenstrome wurden lokalisationsunabhangig auch als I (,,queer) (Halliwell & Adams
1982) bezeichnet. Als Nomenklatur wird in dieser Arbeit der aktuell in neurowissenschaftlichen
Disziplinen gebrauchliche Begriff ,,1n* verwendet (Yanagihara & Irisawa 1980).

Alle HCN-Isoformen existieren im Zentralen Nervensystem (Santoro et al. 2000). HCNL1 ist
primédr im cerebelldren Kortex, Hirnstamm, Hippocampus sowie im Neokortex, Colliculus
superior und in Zellen der Medulla spinalis exprimiert (Moosmang et al. 2001; Santoro et al.
2000; Biel et al. 2009). HCN2 tritt im Zentralen Nervensystem ubiquitdr auf, wobei in den
Kernen des Truncus cerebri und im Thalamus die groRte Dichte vorliegt (Moosmang et al.1999;
Santoro et al. 2000; Notomi & Shigemoto 2004; Wahl-Schott & Biel 2009). HCN3 konnte bisher
nur im Bulbus olfaktorius und in den Nuclei thalami nachgewiesen werden (Moosmang et al.
1999; Notomi & Shigemoto 2004). HCN4 ist ebenfalls im ZNS ubiquitér vertreten und in den
Nuclei thalami und im Bulbus olfaktorius am starksten exprimiert (Moosmang et al. 1999;
Santoro et al. 2000; Notomi & Shigemoto 2004; Wahl-Schott & Biel 2009).

Dadurch, dass HCN1-Kanale vor allem in distalen Dendriten (primér in hippocampalen und
neokartikalen Pyramidenzellen) exprimiert sind, wird die dendritische Exzitabilitat direkt
beeinflusst (Lorincz et al. 2002; He et al. 2014). Durch die Expression in Soma und Axonen
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nehmen HCN-Kandle, beispielsweise in Interneuronen des Hippocampus und Cerebellums,
Anteil an der Modulation der Neurotransmitterfreisetzung (Bender & Baram 2008; He et al.
2014).

2.2  Molekularbiologische Grundlagen der HCN-Kanéle

Fur Saugetiere konnten bisher vier homologe Kanal-Untereinheiten beschrieben werden (HCN1-
4). HCN-Klonierungen wurden bisher von Wirbeltieren und wirbellosen Tieren durchgefiihrt.
Fur Prokaryonten hingegen fehlt bisher ein HCN-Nachweis (Biel et al. 2009). HCN-Kanéle
besitzen, wie auch andere pore-loop-Kationenkanale (s.u.), vier die Zellmembran
durchspannende Untereinheiten (Biel et al. 2009). Jedes Monomer wird aus sechs Segmenten
S1-S6 (a-Helices) gebildet. Das ebenfalls fir pore-loop-Kandle typische, positiv geladene S4
dient als Spannungssensor (Yu & Catterall 2004). Wirkt eine hyperpolarisierende Spannung auf
den HCN-Kanal, nimmt S4 eine weiter intrazellular liegende Position ein, bei depolarisierenden
Spannungen eine weiter extrazellulare (Sigworth 1994; Long et al. 2005). Diese
Lokalisationsanderungen werden wahrscheinlich mittels Zug- und Rotationsbewegungen
verursacht (Chen et al. 2001; Long et al. 2005) und ermdglichen ein SchlieRen des Kanals bei
Depolarisation und eine Offnung bei Hyperpolarisation (Mannikké et al. 2002). Die
ionenleitende glykolysierte Pore beinhaltet den Selektionsfilter, der die fiir pore-loop Kanale
typische Sequenz Glycin-Tyrosin-Glycin (GYC-motif) besitzt und zwischen S5 und S6 liegt
(Doyle et al. 1998). Weiterhin zeigt jeder HCN-Kanal einen S1 vorgeschalteten NH,-Terminus
sowie einen S6 nachgeschalteten COOH-Terminus. Zwischen S6 und COOH-Terminus
verbindet intrazelluldr ein C-Linker mit sechs a-Helices A"-F" die aus ca. 120 Aminoséuren
bestehende Bindungsstelle fur zyklische Nukleotide (CNBD) mit S6. Wahrend der COOH-
Terminus zwischen allen HCN-Isoformen (HCN1-4) strukturell eine groRe Ahnlichkeit besitzt
(ca. 80% - 90 % sind identisch), variiert der NH,-Terminus zwischen den Isoformen stark (Biel
et al. 2009).
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Abb. 1] Struktur von HCN-Kanélen. Ein HCN-Kanal ist ein Tetramer. Hier sind schematisch zwei Monomere
dargestellt. Jedes Monomer besteht aus sechs transmembranédren Segmenten. S4 beinhaltet den Spannungssensor.
Zwischen S5 und S6 liegt die Pore. Das C-terminale Ende, das an S6 anschlie3t, beinhaltet den C-Linker sowie die
CNBD-Region.

2.3 HCN-Kanalsteuerung und beeinflussende Modulatoren

Anders als bei CNG-lonen-Kanélen (cyclic nucleotide-gated), die sich ohne den second-
messenger CAMP nicht 6ffnen, unterstiitzen cAMP und cGMP die Offnung des HCN-Kanals, sie
sind jedoch nicht obligatorisch. Die Strom-Spannungs-Kurve verschiebt sich beim Vorliegen von
CAMP zu positiveren Potentialen (DiFrancesco & Tortora 1991). Liegt cAMP vor, wird der
halbmaximale I, von HCN2 und HCN4 bei zu 10 — 20 mV positiveren Potentialen erreicht.
Einfluss auf die Kinetik der Kanal6ffnung oder die Strom-Spannungs-Kurve von HCN1 und
HCN3 hat cAMP mit beispielsweise ca. 2 — 5 mV (fur HCN1) nur kaum (Santoro et al. 1998;
Baruscotti et al. 2005; Wahl-Schott & Biel 2009; Chen et al. 2001). Die direkte Bindung von
CAMP an die intrazellulare CNBD-Region hat hierbei einen groReren unterstiitzenden Effekt als
eine Protein-Phosphorylierung (Biel et al. 2009). Die C-Linker-CNBD Region wirkt auf die
Kanaloffnung inhibitorisch (Craven & Zagotta 2006). Dieser autoinhibitorische Effekt wird
durch die Bindung von cAMP herabgesetzt (Wainger et al. 2001; Wang et al. 2001).

Der Offnungsstatus von HCN-Kanalen wird vermutlich allosterisch vermittelt. Grundlage ist
eine Konformationsanderung der CNBD-Domane, die die cAMP-Sensitivitat der Kanale im
geOffneten Zustand steigert (Zhou & Siegelbaum 2007). Ménnikko et al. (2005) zeigten, dass der
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Stromfluss durch aktivierte mHCN1-Kanéle (mouse HCN1, exprimiert in intakten Frosch-
Oozyten) reguliert wird. Dies geschieht durch eine depolarisierende Verschiebung der
Spannungsabhéngigkeit der Kandle. Die Versuche erfolgten mit der Zwei-Elektroden-
Spannungsklemme. Weiterhin unterscheiden sich die Aktivierungskinetiken der HCN-Kanéle.
Wahrend HCN1 am schnellsten aktiviert, zeigen HCN2-Kanéle langsamere Kinetiken, sind
jedoch schneller als HCN4 (Chen et al. 2001). HCN3 zeigt die langsamsten
Aktivierungskinetiken (Ishii et al. 1999) (s.u.).

Ein cerebraler HCN-Kanalmodulator ist auch das an die intrazelluldre Kanalseite bindende
TRIP8b (auch bekannt als PEX5R und PEX5Rp (Whalley 2009)), welches in mehreren
Splicevarianten vorliegt. Liegt TRIP8b vor, inhibiert es die Kanaloffnung und den intrazellul&ren
Transport (trafficking) von HCN und beeinflusst somit dessen Expression in der Membran.
Einige Splicevarianten unterstiitzen eine Kanalexprimierung in der Zellmembran, wohingegen
andere diese hemmen (Santoro et al. 2011).

Filamin A ist ein an dem HCN1-Kanal spezifisch wirkendes Protein, welches in HEK293 Zellen
die Kanalinternalisierung Dynamin-abhéangig unterstiitzt und so die I, Amplitude vermindert. Mit
der Internalisierung geht eine Neuverteilung der HCN1-Kandle auf der Zellmembran einher
(Noam et al. 2014).

Die Ubiquitin-Ligase Nedd4-2 (auch als Nedd4L bekannt) ist an der Regulation von HCN1-
Kandlen sowohl in vivo (Neocortex, Cerebellum und Hippocampus) als auch in vitro (HEK293
Zellen) beteiligt, indem es an eine spezifische PY-motif-Region (L/PPxY) im C-Terminus des
Kanals bindet. Eine Koexpression von Nedd4-2 und HCN1 fuhrte zu einer um 85 - 92%
kleineren I, Amplitude (in Xenopus laevis Oozyten) sowie zu einer reduzierten Expression von
HCNZ1 auf der Zelloberflache von in HEK293 Zellen (Reduktion um 34%) (Wilkars et al. 2014).
Weitere Modulatoren sind PIP, (Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate), die bei HCN2-Kanélen
eine Verschiebung der Strom-Spannungs-Kurve zu ca. 15 mV positiveren Potentialen bewirken
(Pian et al. 2006), die aktive Proteinkinase 38 (p38), welche die Strom-Spannungs-Kurve
ebenfalls zu positiveren Werten verschiebt (Poolos et al. 2006) und die Proteinkinase C (PKC),
die in aktiviertem Zustand eine I, Amplitudenverminderung bewirkt (Reetz & Strauss 2013).
Aber auch eine Anderung des pH-Wertes hat Einfluss auf den I,. Die Strom-Spannungs-Kurve
verschiebt sich um bis zu 20 mV zu positiveren Potentialen bei einem pH-Wert von 9 im
Vergleich zu einem pH-Wert von 6 (Wahl-Schott & Biel 2009). Eine aktuelle und umfassende
Ubersichtsarbeit zu HCN-Kanal Mediatoren wurde von He et al. (2014) veroffentlicht.
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2.4 HCN-Kanale im zentralen Nervensystem und die biophysikalischen

Eigenschaften von I,

In dieser Arbeit wurde die primér im ZNS exprimierte Isoform HCN1 untersucht. Im Folgenden
liegt der Schwerpunkt auf den physiologischen Funktionen der HCN-Kanale im ZNS. Uber die
Funktionen, die die unterschiedlichen HCN-Isoformen im kardiovaskuldaren System ibernehmen,
weise ich auf Ubersichtsarbeiten von Wahl-Schott et al. (2014) und Scicchitano et al. (2012) hin.
Allgemein sind biophysikalische Eigenschaften von lonenkandlen von Umgebungsparametern
abhangig (z.B. Temperatur, pH-Wert, Zelltyp und Konzentration von second-messengern)
(Magee 1998). Somit ist es nachvollziehbar, dass in unterschiedlichen Arbeiten HCN-
Charakteristika wie Spannungsabhdangigkeit und Aktivierungskonstanten voneinander abweichen
(Santoro et al. 2000; Wahl-Schott & Biel 2009; Battefeld et al. 2010).

Jede der vier HCN-Isoformen zeigt unterschiedliche biophysikalische Eigenschaften. Die
Spannung der halbmaximalen Aktivierbarkeit (V1) liegt fiir HCN1 bei ca. —70 mV, fir HCN2
bei ca. —95 mV, fur HCN3 bei ca. -85 mV und fur HCN4 bei ca. —100 mV (Altomare et al. 2003;
Stieber et al. 2005; Baruscotti et al. 2005; Wahl-Schott & Biel 2009). Vi, l&sst sich mit der
Bolzmann-Funktion aus der fur Iy, typischen sigmoidalen Aktivierungskurve berechnen.

Auch die Aktivierungszeitkonstanten der HCN-Isoformen unterscheiden sich. Der in dieser
Arbeit untersuchte HCN1-Kanal aktiviert von allen Isoformen am schnellsten. In der Literatur
liegen unterschiedliche Angaben zu den Aktivierungszeitkonstanten fiir in HEK293 exprimierten
HCN1 vor (z.B.: 67 ms bei —100 mV (Stieber et al. 2005); 223 ms bei —105 mV(Altomare et al.
2003)).

In neokortikalen Neuronen hat der I, zum Beispiel an der Ruhemembranleitfahigkeit einen
Anteil von ca. 50 % (Strauss et al. 2004). HCN-Kanéle kdnnen also den somatischen Effekt
exitatorischer und inhibitorischer Stimuli ddmpfen. Eine Beteiligung liegt auch an Prozessen wie
dendritischer Integration, synaptischer Transmission und oszillatorischer Aktivitat in einzelnen
Neuronen und Ubergeordneten Netzwerken vor. Die Deletion von HCNL1 in Zellen des Ganglion
stellatum verursachte starke Schwankungen des RMPs (Ruhemembranpotential) bei Frequenzen
<40 Hz (Nolan et al. 2003; Nolan et al. 2007; He et al. 2014).

Die Amplitude von Iy ist abhdngig von den intra- und extrazelluldaren Kationenkonzentrationen,
vor allem von der extrazellularen K*-Konzentration (Ludwig et al. 1998; Biel et al. 2009). So
fiihrt vermehrtes extrazellulires K* zu einer gréBeren I,-Amplitude (Biel et al. 2009). Auch die
extrazelluldren und intrazelluldren CI"-Konzentrationen haben Einfluss auf die Kanalleitfahigkeit
(Mistrik et al. 2006). CI™ hat auf HCN2 und HCN4 vermittelten 1, deutlich starkeren Einfluss als
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auf HCN1 vermittelten I,. Fehlt extrazelluldres CI, ist die Stromamplitude von HCN2 und
HCN4 vermittelten 1, um bis zu 90%, die von HCN1 generiertem I, um 50% kleiner. Urs&chlich

hierflir scheinen unterschiedliche Arginin-Strukturen in der Pore-Region zu sein (Wahl-Schott et

al. 2005).

3.1

3.1.1

Material und Methoden

Gerate und Software

Gerate

Computer: IBM-kompatible Gerate, Betriebssystem Windows XP

Bad- und Pipettenelektrode (Ag/AgCl Elektroden (EPO5, EP1 und EP4, World
Precision Instruments Inc., Sarasota, FL, USA)

Filter (Fluoreszenz) fur dsRED: BP 546, FT 580, LP 590 (Carl-Zeiss AG, Jena,
Deutschland)

Fluoreszenzlampe (HBO 100, Carl-Zeiss AG, Jena, Deutschland)
Gleichspannungsregler (Statron, 32 VV / 3.2 A, Statron-Geratetechnik GmbH,
Furstenwalde; Deutschland)

Laborwaage (BP221S, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland)

Mikroskop, invers (Axiovert S100, Carl-Zeiss AG, Jena, Deutschland)
Osmometer (Osmomat 030, Gonotec GmbH, Berlin, Deutschland)

Oszilloskop (Gould20 MHz Digital Storage Type, 1425, GOULD Electronics GmbH,
Eichstetten, Deutschland)

Pipettenziehgerét (Model p-97, Sutter Instrument Company, Novato, CA, USA)
Pumpe (KNF LABOPORT® N 86, KNF Neuberger AG, Balterswil, Schweiz)
Schwingungsgedampfter Tisch (Newport Vision IsoOSTATION, Irvine, CA, USA)
Sterilwerkbank (Air Clean Systems Inc., Raleigh, NC, USA)

Mikromanipulator (SM-6, Luigs & Neumann GmbH, Ratingen, Deutschland)
Verstérker (EPC 10 USB, HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Lambrecht,
Deutschland)

Wasserbad (Inkubationsbad, Gesellschaft fiir Labortechnik mbH, Burgwedel,
Deutschland)

Wasserdestillierer (Milli-Q- Academic Millipore, Billerica, USA)
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3.1.2 Software

Zur Datenerfassung und Datenaufzeichnung verwendete Software:

. Patch-Master (Patch-Master software v2.23; HEKA)

. Fit-Master (Fit-Master software v.7.3-7.5; HEKA)

. Origin ® 7.0, 7.5 und 8.5 (OriginLab Corp, Northampton, MA, USA)
Software zur graphischen Darstellung von Ergebnissen und zur Erstellung weiterer
Graphiken

Zur schriftlichen Bearbeitung der Arbeit:

. Corel Draw 10 (Corel Corporation, Ottawa, Ontario, Kanada)

. Microsoft® OfficeWord 2003-2011 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA)

3.2 Losungen und Blocksubstanzen

Alle Chemikalien sind in dem Labor, in dem ich die Messungen durchfiihrte, von den Firmen
Sigma-Aldrich® (Steinheim, Deutschland) und Carl Roth® (Karlsruhe, Deutschland) bezogen.

3.2.1 Extrazellulare Lésung

Fur die I,-Ableitungen in HEK293 Zellen habe ich eine extrazellulare Losung mit folgender

Zusammensetzung verwendet:

NaCl (120 mM), KCI (10 mM), CaCl; (1,8 mM), MgCl, (0,5 mM), HEPES (10 mM), Glucose
(10 mM), TEA (10 mM), 4-AP (2.5 mM).

Den pH-Wert von 7,4 habe ich mittels Sédure-Base-Titration (NaOH und HCI) eingestellt. Fir das
Ansetzen der Losung habe ich zweifach destilliertes Wasser (ddH20) verwendet. Toleriert habe
ich eine Osmolaritat zwischen 290 und 310 mOsm. Nach spatestens 7 Tagen setzte ich eine neue
Losung an. Die Losung lagerte ich zwischen den Messungen bei +4° C. Vor Durchfiihrung der
Messungen warmte ich die Losung im Wasserbad auf 34° C auf.

3.2.2 Intrazellulare Lésung

Fir die Fillung der Patch-Pipetten habe ich abh&ngig von der Messkonfiguration verschiedene
Losungen verwendet. Fir whole-cell-Versuche eine KMeSO, (Kaliummethylsulfat) basierte, flr
cell-attached-Versuche sowohl eine KMeSO, basierte als auch eine K'-Gluconat basierte
Losung.
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KMeSQ, basierte Losung:

KMeSO, KCI Na- NaCl EGTA HEPES Mg** Tris-GTP
Posphokreatinin ATP
120 mM 10 mM 14 mM 4mM 0,5mM 10 mM 4 mM 0,3mM

K*-Gluconat basierte Losung:

K- KClI Na- MgCl, CaCl, EGTA HEPES | Mg*™ GTP
Gluconat Posphokreatinin ATP
120 mM 10mM | 10 mM 1mM 1mM 11 mM 10 mM 2mM 0,3 mM

K*-Gluconat kann zu einem Block von 1, und K Kandlen und einem hoheren
Eingangswiderstand fiihren (Velumian et al. 1997). Aus diesem Grund habe ich fir whole-cell-
Messungen die KMeSO, basierte Losung verwendet. Im cell-attached-Modus sind hingegen nur
so wenige Kanéle aktiviert, dass sich in dieser Konfiguration der hemmende Effekt theoretisch
nicht bemerkbar macht. Zudem ist in dieser Messkonfiguration K*-Gluconat extrazellular. Auch
haben im cell-attached-Modus schon geringe Leckstrome einen deutlich groReren Einfluss auf
die Qualitat der Ableitungen als im whole-cell-Modus. Die Pipettenlésungen entsprachen derer,
die auch in den Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe verwendet wurden (Battefeld et al. 2010;
Reetz & Strauss 2013), wodurch eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse mdglich ist. Fir einige
Versuche im cell-attached-Modus habe ich mit KMeSO, eine intrazellulare Losung verwendet.
Hierdurch bestand die Mdglichkeit nach erfolgter Ableitung in den whole-cell-Modus zu
wechseln.

Ebenso unterstiitzen CaCl, und MgCl, die Bildung des gigaseals (Priel et al. 2007). Die
Verwendung der unterschiedlichen Losungen im cell-attached-Modus hatte jedoch keinen
Einfluss auf die Messergebnisse. Den pH-Wert stellte ich mittels KOH auf 7,2 ein. Die
Osmolaritéat betrug zwischen 280 und 300 mOsm. Nach Ansetzen der Losung filterte ich diese
mittels 0,2 um Nylonfilter (Nalgene®, Nalge Nunc International Corporation, New York, USA).
Durch die Aliquotierung auf 1 ml Mikroreaktionsgefdlie habe ich gewdahrleistet, dass ich die
Losung nur einmal, direkt vor den Messungen, auftauen musste. Durch die Lagerung der
Aliquots bei —20 °C ermdglichte ich die Aufrechterhaltung der ATP- und GTP-Aktivitat (Poolos
& Jones 2004). Wahrend der Durchfiihrung der Versuche legte ich die intrazelluldre Losung auf
Eis.
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3.2.3 Blocksubstanzen

4-Aminopyridin (4-AP) ist ein nichtselektiver, reversibler Blocker spannungsaktivierter K*-
Kanéle (Kv1l, Shaker) (Russell et al. 1994; Rasmusson et al. 1995). In dieser Arbeit gab ich 4-AP
(2.5 mM) der extrazellularen HEK293 Losung zu, um die Aktivitdt von HEK293 intrinsischen
K*-Kanélen (Snyders & Chaudhary 1996) wihrend der Messungen zu unterbinden.
Tetraethylammoniumchlorid (TEA) ist ebenfalls ein Blocker spannungsaktivierter K*-Kanale,
der auch durch Ca™" aktivierbare K*-Kanale blockt und somit das Spektrum von 4-AP erginzt
(Grissmer et al. 1993). Diesen gab ich der Lésung in einer Konzentration von 10 mM zu.

3.3 Patch-clamp Technik

Die patch-clamp Technik ist seit ihren Anfangen (Neher & Sakmann 1976) inzwischen zentrale
Methode vieler elektrophysiologischer Studien. Flr die Beschreibungen der Technik sei auf
folgende Artikel verwiesen: Neher et al. 1978, Sakmann & Neher 1984 und Cahalan & Neher
1992.

Fir die Messungen habe ich Deckgléser (1,2 mm @) mit rHCN1 transfizierten HEK293 Zellen in
die Messkammer gelegt und stetig mit Extrazellularlosung bei Raumtemperatur umspult. Die
Losung habe ich per Saugheberprinzip in die Messkammer durch Tygon® — R3603 Schlauche
gefiihrt und von dort mittels einer Pumpe in ein KolbengefaR abgeleitet. Den Zufluss regulierte
ich durch einen Dreiwegehahn mit nachgeschaltetem Rad (klinikibliches Infusionssystem). Die
Messpipetten zog ich unmittelbar vor Gebrauch mit einem Pipettenziehgerat und Protokollen, die
sich nach Art des Filaments und des Glastyps der Kapillaren richteten. Die Pipetten hatten
Widerstande zwischen 1,7 und 4,9 MQ. Jede Pipette verwendete ich fiir einen Patchversuch.
Nachdem ich die Pipetten mit der jeweiligen Intrazellularlésung gefullt hatte, spannte ich diese
in den Mikromanipulator ein, wobei ich auf einen niedrigen Flissigkeitsspiegel in der Pipette
und vor allem in der Messkammer achtete, da hohere Spiegel eine starkere und langere
Umladung erfordern, wodurch transiente, kapazitive Stréme groRer werden. Ein in die Pipette
applizierter leichter Uberdruck fiinrte zu einer standigen, geringen Ausstromung intrazellularer
Flissigkeit aus der Pipettenspitze. Die Ausstromung der Pipettenflisigkeit vermindert die
Gefahr, dass an der Pipettenspitze Verunreinigungen haften bleiben, wenn diese durch die
Oberflache der Messkammerfllssigkeit getaucht wird. Im Anschluss habe ich elektrische
Potentiale, die durch das Eintauchen der Pipette in die Messkammerldsung entstehen,

ausgeglichen. Diese offset-Potentiale entstehen beispielsweise durch unterschiedliche elektrische
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Ladungen zwischen Pipettenspitze mit der Messkammerlésung oder durch pH-Wert-Differenzen
zwischen Pipetten- und Messkammerlosung. Am meisten tragen zu den offset-Potentialen liquid-
junction-Potentiale bei, die zwischen Pipetten- und Extrazellularlésung sowie zwischen
Extrazellularlésung und Badelektrode entstehen kénnen (Barry & Lynch 1991). Nach Erreichen
des whole-cell-Modus bleibt dieses offset bestehen. Messwerte, die im whole-cell-Modus
erhoben werden, missen mit dem liquid-juntion-Potenial verrechnet werden. Zur Kontrolle habe
ich die offset-Potentiale ein zweites Mal kurz vor Bildung des gigaseals (s.u.) korrigiert. Das
Heranfuhren der Pipettenspitze an die Zelle ergab eine Delle in der Zellmembran (dimpling). Das
plotzliche Ablassen des Uberdrucks in der Pipette fiihrte dazu, dass sich die Zellmembran an die
Pipettenspitze legte, wodurch im Optimalfall ein sehr dichter, hochohmiger Kontakt (GQ)
zwischen Zelloberflache und Pipette erreicht wurde, der gigaseal. Gelegentlich musste ich einen
leichten Unterdruck in die Pipette applizieren, um die Bildung des gigaseals zu unterstiitzen.
Nach wenigen Sekunden sollte somit ein stabiler Pipetten-Zell-Kontakt erreicht sein. In dem
Fall, dass ein Unterdruck in der Pipette zur Bildung des gigaseals erforderlich ist, sollte dieser
nach Etablierung des gigaseals umgehend abgelassen werden, wenn sich die Widerstdnde
konstant zeigen, da sonst die Gefahr besteht, dass im weiteren Versuchsdurchgang die
Zellmembran aufreiRt. Ist der gigaseal etabliert, befindet sich die Messanordnung im cell-
attached-Modus. In diesem Modus wird nur die extrazellulare Spannung, die direkt unter der
Pipette liegt (Patch), festgelegt. Auch die durch den Verstarker angelegte extrazellulére
Spannung unter dem Patch kann Einfluss auf die Zellaktivitdt und das Membarnpotential der
gesamten Zelle haben, da der vom Verstarker generierte Stromfluss, der unter dem Patch in die
Zelle gelangt, die Zelle auch wieder verlassen muss. Hierzu muss der Zellmembranwiderstand
uberwunden werden, wodurch die Membran depolarisiert wird (Perkins 2006). Dies kann
wiederum Einfluss auf das Membranpotential haben, wenn auch in viel geringerem Ausmal} als
in den Ubrigen Patch-Konfigurationen. Wenig Einfluss auf das Ruhemembranpotential (RMP)
haben die am Patch angelegten Potentiale in Zellen mit einer grofRen Oberflache, da hier die
Patch-Flache im Vergleich zur restlichen Zelloberflache sehr klein ist. Berechnet werden kann
das Membranpotential unterhalb der Patch-Pipette (Vpatch-memb) @us dem Ruhemembranpotential
(RMP) und dem bekannten, voreingestellten Potential des Vorverstarkers (Vcom). Das
Ruhepotential kann aus dem Mittelwert mehrerer Einzelaufnahmen abgeschatzt werden. Jedoch
ist dies nur im current-clamp moglich. Da ich diese Messkonfiguration in dieser Arbeit nicht

verwendet habe, habe ich ein Ruhemembranpotential von —40 mV (s.u.) angenommen.
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Es gilt:

Vpatch-memb = Vrmp — Veom

Die cell-attached-Konfiguration ist geeignet, wenn Untersuchungen erfolgen, bei denen die
Integritdt des Zytosols erhalten bleiben soll. Nach Etablierung eines gigaseals ist die Diffusion
von lonen zwischen Pipetten- und Badlésung unterbrochen, wodurch stabile Messbedingungen
aufrechterhalten werden konnen (Hamill et al. 1981). Der Anteil des Stroms, der im voltage-
clamp-Modus durch die Zellmembran flieBt und tatsdchlich von der Pipettenelektrode
aufgezeichnet wird, ist mal3geblich von einem stabilen gigaseal abhéngig. Das Verhéltnis

zwischen Pipettenwiderstand (Rpip) und Seal-Widerstand (Rsear) beschreibt diese Abhangigkeit:

Rseal / (Rseal / Rpip)

Eine gute Abgleichung zwischen den elektrischen Potentialen der Badlésung und der
Pipettenldsung ist notwendig um Leckstréme zu minimieren. Die Potentialdifferenz sollte hier
nicht mehr als 1 mV betragen (Hamill et al. 1981).

Der cell-attached-Modus ermdglicht es, Strome im pA Bereich zu messen. Fir whole-cell-
Messungen habe ich nach Etablierung des gigaseals ein Haltepotential eingestellt, das ahnlich
dem Haltepotential der abzuleitenden Zelle war. Dies ist notwendig, damit die Zelle nach dem
AufreilRen nicht sofort depolarisiert und beschadigt wird. Fir das RMP von HEK293 Zellen
werden Werte zwischen ca. —30 mV und -50 mV angegeben (Galli et al. 1995; Chemin et al.
2000; Fliegert et al. 2007; Babai et al. 2010). Fir die Versuche in dieser Arbeit habe ich ein RMP
von —40 mV angenommen. Zum Erreichen des whole-cell-Modus habe ich einen diskreten aber
forcierten Unterdruck in die Pipette appliziert. Hierdurch wurde der Membranfleck unter der
Pipettenspitze aufgerissen und ein Kontakt zwischen Pipettenlumen und Intrazelluldrraum
hergestellt (whole-cell-Modus). Fiir die Kanalaktivitdt wichtige Zytoplasmabestandteile, wie
zum Beispiel second-messenger, werden hierbei in die Pipette teilweise ,,ausgewaschen. Es
koénnen somit Folgeeffekte wie die Verminderung der zu messenden Stromamplituden auftreten.
Dieses als ,,;undown “ bezeichnete Phdnomen tritt vor allem direkt nach Etablierung des whole-
cell-Modus auf. In den fur diese Arbeit erfolgten Messungen habe ich daher nach Aufreil3en der
Zellmembran zwei bis drei Minuten gewartet, um einen Austausch zwischen intrazellulérer
Flissigkeit und Pipettenlésung zu ermdglichen, sodass ein solcher rundown moglichst vor

Beginn der Messungen bereits abgeschlossen war. Vor dem Start der Messprotokolle habe ich,
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ausgehend vom Haltepotential, repetitiv einen Testpuls mit einer Spannung von —10 mV fiur 50
ms angelegt (dreimal). Die Werte der drei Einzelmessungen habe ich gemittelt. Die Amplitude
des Testpulses ist in der whole-cell-Konfiguration kleiner als in der cell-attached-Konfiguration,
da in ersterer Anordnung der Widerstand der gesamten Membran Kleiner ist als der Widerstand
des Membranflecks in der cell-attached-Konfiguration.

Durch den angelegten rechteckigen Testpuls war eine Stromantwort messbar, die die kapazitiven
Stréme mit abbildet. Auch diese sind im whole-cell-Modus groRer als im cell-attached-Modus,
da die gesamte Oberflache als Kondensator wirkt und umgeladen werden muss. Fur cell-
attached-Messungen musste ich teilweise den kapazitiven Ladestrom kompensieren (vor allem
bei Tail-Strom-Analysen, da die Transiente sonst mit den Tail-Stromen interferiert hatte). Aus
der kapazitiven Transiente des Testpulses kdnnen MessgroRen und Zelleigenschaften wie
serieller Widerstand (Rs) und Zellkapazitat (Cy,) im whole-cell-Modus berechnet werden.

Im cell-attached-Modus konnen hingegen Zelleigenschaften wie Membranpotential und
Zellkapazitat nicht gemessen werden, da in dieser Konfiguration keine Verbindung zum
Zytoplasma besteht. Es kann somit lediglich am Ende einer Messung die Zelle aufgerissen
werden, um im whole-cell-Modus diese Zelleigenschaften zu bestimmen. Allerdings ist auch dies
abhangig vom jeweiligen Versuchsdesign. Bei Messungen, die so lange erfolgten, bis kein
gigaseal mehr vorlag, war dies nicht mdglich. Normalerweise werden vor und nach den
Messungen Eigenschaften wie Widerstande und Kapazitat gemessen, um ggf. auftretende
Veranderungen der Zellparameter zu erkennen. Dies ist folglich im cell-attached-Modus nur
limitiert moglich. Fir detaillierte Beschreibungen der Berechnung von Zellparametern sei
beispielsweise auf folgende Literatur hingewiesen: Hille 2001 und Sakmann & Neher 1995.

3.4 Datenerfassung

In dieser Arbeit habe ich voltage-clamp Messungen durchgefiihrt. In einem geerdeten
Faradayschen Kéfig stand ein schwingungsfreier Tisch mit Mikroskop und Messkammer sowie
die elektronisch gesteuerten Mikromanipulatoren mit VVorverstéarker (Geréte siehe 3.1.1). Vor der
Datenaufzeichnung habe ich auf die Wahl des ,,gains“, den Messberecich des Verstirkers,
geachtet. Der Verstarker kann Ubersteuern, wenn Datenpunkte aullerhalb seines
Aufnahmebereichs liegen. Wird das gain verkleinert, kann diesem als ,,clipping* bezeichneten
Phanomen entgegengetreten werden. Die an der Messelektrode registrierten analogen Signale
wurden Uber den Vorverstarker an den Hauptverstérker und von dort an den analog/digital (A/D)
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Wandler weitergeleitet. Im Verstarker befand sich ein Filter, durch den Rauschiberlagerungen
der analogen Signale abgeschwécht wurden. Fir die vorliegende Arbeit habe ich einen
Thomson-Filter (auch als Bessel-Filter bekannt) verwendet. Die Phasen werden durch den
Einsatz dieses Filters nicht verandert (lineare Phase). Es kommt lediglich zu einer
Impulstransformation. Hierdurch werden die Kerninformationen des analogen Signals nur
minimal beeinflusst. Ein A/D Wandler tastet die analogen Werte in einer wéhlbaren Frequenz ab
und ordnet jedem abgetasteten analogen Punkt einen diskreten Zahlenwert zu. Das Einstellen der
Frequenz bestimmt, ob bei der Umwandlung Informationen verloren gehen. Liegen die
Abtastpunkte zu weit auseinander, konnen Teile des analogen Signals ,,iibersehen werden. Aus
diesem Grund sollten die Abtastpunkte dichter zusammenliegen als jede zu erwartende
Anderung des analogen Signals. Fiir diese Arbeit betrug die Abtastfrequenz mindestens 6 kHz.
Die nun digitalisierten Informationen wurden vom Computer gespeichert. Zwischen Verstarker
und A/D Wandler habe ich zudem parallel ein Oszilloskop geschaltet, um eine direkte
fortlaufende analoge Kontrolle der Stromantworten zu gewahrleisten.

._.
T

LI

Abb. 2| Versuchsaufbau fur voltage-clamp-Messungen. 1. Faradayscher Ké&fig, 2. Lichtquelle 3. A/D Wandler, 4
Computer mit Speicher und Steuerungssoftware, 5. Oszilloskop, 6. Verstarker, 7. Luftgefullte Spritze mit
Dreiwegehahn zur Regulation des Pipettendrucks, 8. Vorverstarker und Manipulator, 9. Badelektrode, 10. Pipette
mit Patch-Elektrode und intrazellularer Flissigkeit, 11. Messkammer mit hierunter liegendem inversen Mikroskop

(letzteres nicht dargestellt) 12. Schwingungsfreier Tisch, 13. Absaugpumpe 14. Lésung mit reguliertem Zulauf.



3 Material und Methoden 20

3.5 Zellkulturtechniken

3.5.1 Aufbewahrung und Passagierung von HEK293 Zellen
Die HEK293 Zellen habe ich in einem Brutschrank bei 37° C und 5 % CO, in 250 ml

Kulturflaschen mit einem Filtereinsatz in den Schraubverschliissen aufbewahrt. Alle 2-3 Tage
befanden sich ca. 90 % der Zellen in konfluenter Wachstumsphase und wurden dann von mir
passagiert. Fir molekularbiologische Versuche wird haufig eine Konfluenz von ca. 50 — 80 %
abgewartet. Flr elektrophysiologische Untersuchungen ist es jedoch wichtig, dass die
abgeleiteten Zellen einzeln liegen, da sonst von Zelle zu Zelle unterschiedliche Parameter wie
Cm oder Rs durch Zell-Zell-Kontakte verdndert sein kénnen. Das bedeutet jedoch auch, dass die
optimale, oben genannte Konfluenz zum Zeitpunkt der Transfizierung nur schwer einzuhalten
ist. Bei den schnell wachsenden HEK293 Zellen kann von einer Verdopplungszeit von ~24 h
ausgegangen werden (Cervera et al. 2011), wodurch die Zellen zum Zeitpunkt der Messungen zu
dicht gewachsen waéren. Fr diese Versuche hat sich flr die Ausplattierung, ausgehend von einer
anschlieBenden Verdiunnung von 1:10, eine Konfluenz von ~50 % bewaéhrt.

Vor der Passagierung habe ich alle verwendeten Medien im Wasserbad auf 37° C vorgewérmt.
Die Passagen habe ich unter einer sterilen Werkbank (3.1.1) durchgefiihrt. Um eine
zellschonende Passage zu ermdglichen, erfolgten alle Schritte zigig und vorsichtig. Zuerst zog
ich das alte Medium ab und verwarf dieses. Anschliellend spllte ich die Zellen mit DPBS
(Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline), um abgestorbene Zellen zu lésen und mogliche
Verunreinigungen aufzunehmen. Hieraufhin léste ich die Zellen mit neuem DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Serum) mechanisch von der Flasche. Nach erfolgter Abldsung habe ich das Zell-
Medium-Gemisch mehrfach mit einer 10 ml Pipette aufgenommen und wieder abgelassen.
Diesen Vorgang wiederholte ich mit einer 5 ml und einer 1 ml Pipette (bis zu zwanzigmal), um
eine moglichst gute Vereinzelung der Zellen zu erreichen. Im Anschluss habe ich 1 ml der
Zellsuspension in ein Falcon-GefaR uberfuhrt und mit frischem DMEM verdinnt (Verhaltnis
Zellsuspension zu Medium 1:10) und in die zuvor ausgeleerte Kulturflasche zuriickgegeben.
Nach 5 — 10 Passagen tauschte ich die Kulturflasche gegen eine neue aus. Die Anzahl der
maximalen Passagen habe ich gering gehalten (< 30), um eine mdglichst einheitliche Zellqualitat
zu erhalten. Mit zunehmender Anzahl der Passagen konnen sich Zelleigenschaften veréndern,

wodurch sich die Transfektionsrate verschlechtern kann.
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3.5.2 Ausplattierung

Die Ausplattierung von HEK293 Zellen auf Poly-L-Lysin beschichteten Glasplattchen habe ich
wéhrend einer normalen Passage durchgefuhrt. Vor der Ausplattierung zog ich das auf den
Glasplattchen befindliche DPBS ab und habe darauf geachtet, dass die Deckglaser vollstandig
abgetrocknet waren. Anschliefend vermischte ich die wéhrend einer Passage gewonnene
Zellsuspension mit frischem DMEM im Verhéltnis 1:10 und 1:5. Jeweils 0,5 ml der Ansatze gab
ich zu den Deckglésern, von denen jeweils eines pro Vertiefung der 24er Platten lag. Nach der
jeweils ersten Ausplattierung einer Zellsuspension prifte ich unter dem Lichtmikroskop ob die

gewiinschte Zelldichte vorlag.

3.5.3 Einfrieren von HEK?293 Zellen

Vor dem Einfrieren Uberprufte ich die Zellen auf Kontamination. Die eingefrorenen Zellen
waren zuvor maximal funfmal passagiert und befanden sich in der spaten log-Phase des
Wachstums bei ca. 80 % Konfluenz. Einen Mediumwechsel fiihrte ich einen Tag vor dem
Einfrieren durch. Zuerst habe ich die Zellen trypsiniert (s.u.) und im Anschluss das Zellsuspensat
in ein innen steriles Zentrifugenréhrchen Gberfuhrt. Die Zentrifugation fiihrte ich bei 4° C fir
zehn Minuten bei 1000 Rotationen pro Minute durch. Das gewonnene Zellpellet habe ich in 5 mi
eiskaltem DMEM und 10 % Dimethylsulfoxid (DMSQ) resuspendiert. Diese Suspension teilte
ich in 1 ml Aliquote auf und legte diese fur flnfzehn Minuten in den Kihlschrank, um ein
Eindringen des Gefriermediums in die Zellen zu ermdglichen. Hierauf verblieben die Aliquote
fir ein bis zwei Tage bei —80° C. Anschlieend uberfuhrte ich die Aliquote in flussigen
Stickstoff.

Fur die Trypsinierung habe ich 5 ml Trypsin auf 37° C vorgewarmt und nach Spiilung der Kultur
mit DPBS auf die Zellen gegeben und geschwenkt. Die Kulturflasche habe ich im Anschluss
eine Minute lang im Brutschrank aufbewahrt. Hiernach nahm ich die Trypsinlésung ab und
belie einen leichten Trypsinfilm auf den Zellen. Die Kulturflasche fiihrte ich erneut in den
Brutschrank. Nach ca. zehn Minuten setzte eine Mobilisation der Zellen ein. AnschlieBend gab
ich frisches DMEM mit 10% Serum zu den Zellen und loste die Zellen mittels Pipettieren

vorsichtig von der Flasche.

3.5.4 Auftauen von HEK293 Zellen

1 ml Aliquote habe ich mdglichst ziigig dem flussigen Stickstoff entnommen und sofort in ein
37° C Wasserbad iiberfiihrt. Nachdem keine Eisrlickstdénde mehr vorlagen, habe ich die Aliquote

nun unter einer sterilen Werkbank in eine neue Kulturflasche gemeinsam mit 10 ml 37° C
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warmen DMEM gegeben. Nach weiteren zw0If Stunden im Brutschrank wechselte ich das
Medium vollstandig, um DMSO-Rickstéande zu entfernen. Bevor ich die erste Ausplattierung zur
Transfizierung durchfihrte, habe ich die Zellen mindestens dreimal passagiert. Dadurch konnten

sich die Zellen vom Auftauen regenerieren und eine zelltypische Wachstumsrate erreichen.

3.5.5 Beschichtung von Deckglasern

Fur die Ausplattierung der HEK293 Zellen verwendete ich Poly-L-Lysin beschichtete
Deckglaser (@ 1,2 mm). Vor der Beschichtung spulte ich die Glaser in einem Becherglas
mehrfach mit zweifach destilliertem Wasser und bewahrte die Glaser in diesem Wasser fir einen
Tag auf. AnschlieRend spilte ich die Glaser mit 70 %igem Ethanol und beliel? diese fiir einen
Tag in diesem Ethanol. Es folgte eine erneute Spilung mit Aqua bidestillata und 70 %igem
Ethanol. In dem 70 %igen Ethanol lieR ich die Glaser erneut fiir zwei Stunden. Eine
anschlieBende Spulung mit 96 %igem Ethanol folgte. Im direkten Anschluss habe ich die Glaser
unter der sterilen Werkbank abgeflammt. Jeweils ein Glaschen legte ich in eine Vertiefung einer
24er Platte. Nun gab ich Poly-L-Lysin hinzu und liel? dieses dort fiir mindestens vier Stunden.

Auch langere Inkubationszeiten sind moglich, da Poly-L-Lysin keine Schichtbildung aufweist.

3.6 HEK?293 Expressionssystem

Fur diese Arbeit habe ich ein System gesucht, in dem HCN1-Kanéle mdglichst isoliert abgeleitet
werden konnen. Das Expressionssystem sollte leicht kultivierbar sein und eine hohe
Transfektionsausbeute gewahrleisten. Hier bot sich das fur die transiente Proteinexpression weit
verbreitete eukaryotische Standardsystem der HEK293 Zelllinie an. HEK293 Zellen sind von
embryonalen Nierenzellen abgeleitet worden (human embryonic kidney cells). Originare
HEK293 Zellen wurden mit dem Adenovirus Typ 5 (ELA und E1B Genen) transformiert
(Graham et al. 1977). Nach der 293ten Subkultivierung war die Zelllinie etabliert. Da HEK293
Zellen mRNA besitzen, die auch in Neuronen vorkommt, wird ein neuronaler Ursprung
diskutiert (Shaw et al. 2002).

Eine umfassende Ubersichtsarbeit tiber das HEK293 Expressionssystem, auch im Hinblick auf
die Verwendung in elektrophysiologischen Laboren, wurde von Thomas & Smart (2005)
veroffentlicht.
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3.6.1 Calcium-Phosphat vermittelter DNA Transfer in HEK293 Zellen

Die Calcium-Phosphat (Caz(PQ,),) vermittelte Transfektion ist die wohl am meisten verwendete
Technik zur Einbringung von Plasmid-DNA in Zellen von S&ugetieren in vitro (Graham & van
der Eb 1973; Loyter et al. 1982). Das Hauptproblem dieser Methode fir den
elektrophysiologischen Experimentator ist, dass durch das Caz(PO,), haufig eine Beschadigung
der Zellmembran verursacht wird. Wahrend der Zugabe des Prézipitats auf die Zellen ist auf
einen normwertigen DMEM-pH-Wert sowie auf die Temperatur der Medien (Wasserbad 37° C)
zu achten, da beide Parameter wahrscheinlich Einfluss auf die Stabilitat des Prazipitats und somit
auf die Transfektionsrate haben (Chen & Okayama 1987; Jordan et al. 1996). Die DNA habe ich
erst kurz vor der Transfektion in der Hand aufgewarmt. Abhéngig von der Farbung des DMEM,
das Hinweis tber Veranderungen des pH-Wertes gibt, habe ich entschieden, ob vor Zugabe des
Prézipitats ein Mediumwechsel durchgefiihrt werden musste. Da dieser jedoch prinzipiell
zusétzlichen mechanischen Stress fir die Zellen bedeutet, habe ich den Wechsel bei farblich

unauffélligem Medium und optisch unauffélligen Zellen nicht standardisiert durchgefihrt.

Fur die Durchfuhrung einer Transfektion flir vier Vertiefungen einer 24-er Platte habe ich

folgendes Protokoll verwendet:

4 ul Vektor (stock 1 pg/pl)
12,5 ul 2 M CaCl,
+ 83,5 pl H,0 (bidest, steril)

+

100 pl

Diesen Ansatz von 100 pl habe ich durch
leichtes Schnipsen des Mikro-Reaktionsgefalies
vermischt. Hinzugegeben wurden folgend:

+ 100 pl BBS (borate buffered saline), pH 6,9

200 i

Die besten Transfektionsergebnisse habe ich mit Inkubationszeiten zwischen 8 — 15 Minuten
erzielt. Jeweils 50 pl des Ansatzes traufelte ich pro Vertiefung gleichmaRig tber die Zellen.
AbschlieRend tberprifte ich unter einem Lichtmikroskop, ob ein Niederschlag auf den Zellen zu

sehen war und Uberfiihrte die Zellen wieder in den Brutschrank. Die Transfektion selbst fiihrte
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ich unter einer sterilen Werkbank bei Raumtemperatur durch. Die Zellen habe ich erst kurz vor
der Zugabe des Prazipitats aus dem Brutschrank genommen.

3.6.2 pIRES2-dsRedExpress rHCN1-Vektor

Mittels des bicistronischen Vektors pIRES2-DsRed-Express kann die simultane Expression des
rHCN1 Proteins und des fluoreszierenden Proteins DsRed-Express durchgefuhrt werden. DsRed-
Express wurde von einem rot fluoreszierenden Protein DsRed der Scheibenanemone (Discosoma
sp.) abgeleitet und industriell beziglich einer verminderten Licht- und Zytotoxizitat im
Vergleich zum Wildtyp DsRed, bei einer unverédnderten Konformationsstabilitdt gegenuber
Licht, verandert (Matz et al. 1999).

Die bicistronische Expression wird durch das Zytomegalievirus (CMV) erleichtert und durch die
interne ribosomale Eintrittsstelle (internal ribosomal entry site, IRES), an der die mRNA an das
Ribosom bindet, ermdglicht (Jang et al. 1990; Filbin & Kieft 2009; Pacheco & Martinez-Salas
2010; Thompson 2012). IRES liegt zwischen dem Polylinker (multiple-cloning-site, MCS) und
der DsRed-Express Region. Sie ermdglicht eine cap-unabhédngige Translation von DsRed-
Express. Oberhalb der MCS liegt ein Zytomegalievirus assoziierter Promoter (Pcmv (), der die
bicistronische Transkription unterstitzt. Als Kernlokalisierungssignal (nuclear localization
signal, NLS) wirkt die DsRed-Express nachgeschaltete SV4o-Sequenz (simian-virus 40) (Prasad
& Rao 2005; Dean 1997). Die pUC-Sequenz (Vieira & Messing 1982; Messing 1983)
ermoglicht eine Vektorvervielfachung in E. coli (Escherichia coli).

Wird zu den Bakterien Geneticin (G418; Wagman et al. 1974) gegeben, Uberleben nur jene, bei
denen der Vektor erfolgreich implementiert wurde. Ermdglicht wird diese Selektion durch den
Vektorabschnitt Neo/Kann (neomycin/ kanamycin resistent cassette), der mittels
Phosphorylierung von G418 dessen antimikrobielle Wirkung hemmt (durch Inhibition der
Proteinbiosynthese) (Davies & Jimenez 1980). Unterstiitzend wirkt das HSV TK Gen (thymidine
kinase from herpesvirus). Informationen Gber den Vektor wurden teilweise dem Protokoll No.
PT4079-5, Version No. PR9Y3392 3, der Firma Clontech Laboratories, Inc. Mountain View,

CA, entnommen.
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pIRES2-dsRedExpress rHCN1

pUC Dlasm

Kan/N

MCS

rHCN1

BamHl
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Abb. 3| Struktur des pIRES2-dsRedExpress_ rHCN1 Vektors. MCS: Multiple Cloning Site; EcoRI: Endonuklease I,
isoliert aus dem Stamm R von Escherichia coli; BamHI: Typ Il Restriktionsendonuklease, isoliert aus Bacillus
amyloliquefaciens; IRES: Internal ribosomal entry site; RFP: Rot fluoreszierendes Protein; SV,o: Simian Virus; F1
ss DNA Ori: Phagemid; Kann/Neo: Neomycin/ kanamycin resistent cassette; HSV TK poly A: Thymidine kinase
from herpesvirus; pUC plasmid Ori: Bakterielles Plasmid.

rHCN1 habe ich mit Labormitarbeitern mittels mRNA aus homogenisierten Gehirnen
erwachsener weiblicher Wistar-Ratten kloniert (Details siehe Battefeld et al. 2010). Nach rHCN1
Amplifikation haben wir die Fragmente mittels EcoR1 und BamH1 (NEB GmbH, Frankfurt
a.M., Germany) geschnitten und in den oben beschriebenen Vektor pIRES2-dsRed-Express
zwischen MCS-Region und IRES-Sequenz eingefligt (siehe Abb. 3). Die durch PCR erhaltenen
Fragmente haben wir mittels Restriktionsanalyse verifiziert. Mittels Sequenzierung konnten wir
die Entitat der DNA Uberprifen.
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Abb. 4| HEK293 Zellen. Fur die Messungen habe ich einzeln liegende, fluoreszierende Zellen ausgewdhlt, die
morphologisch intakt waren. Abgebildet ist ein Ausschnitt eines verwendeten Deckglaschens, auf das HEK293
Zellen plattiert wurden, welche pIRES2-dsRed-Express exprimierten. Die Zelle, die mit einem schwarzen Kreis
markiert ist, wurde in diesem Fall fur einen patch ausgewahlt.

3.7 Datenanalyse und Statistik

3.7.1 Datenanalyse

Abhédngig vom jeweiligen Messprotokoll habe ich 1, durch unterschiedlich starke Hyper-
polarisationen aktiviert. Die Stromantwort am Ende einer solchen Stimulation habe ich als steady
state (lss) gewertet, aus dem ich die maximale I,-Amplitude fiir die jeweils angelegte Spannung
berechnete.

Den zu Beginn eines Experiments von Null abweichenden Strom (Leckstrom) (lswart) habe ich
von g subtrahiert und somit I, ermittelt, wobei Iy in cell-attached-Messungen nahezu
vernachlassigbar war. Fir whole-cell-Messungen habe ich die Experimente mit lg,t > 100 pA
abgebrochen. Wird eine schrittweise zunehmende Aktivierung des Stroms durchgefihrt, kann
der I, durch eine als leak subtraction bezeichnete Extrapolation berechnet werden. Der
Stromgipfel, der direkt nach Applikation einer aktivierenden Spannung auftritt, stellt den
instantanen Strom dar (linst). Als langsame Stromkomponente habe ich zudem Igow, die Differenz

zwischen lipst und lgs, berechnet.



3 Material und Methoden 27

IstartlinSt \

ISS
| || 1nA
| | _05s

Abb. 5| Beispielabbildung eines aktivierten rHCN1vermittelten I, (Ganzzellableitung bei —100 mV; Haltepotential
bei —40 mV). Die senkrechten Striche geben beispielhaft die jeweiligen Cursor-Abschnitte an, zwischen denen ich
die jeweiligen Stromkomponenten erfasste. Die einzelnen Datenpunkte zwischen den Cursors habe ich gemittelt und
fiir I, den maximalen Wert aufgezeichnet. Details siehe Text.

3.7.2 Statistik

Die statistische Auswertung fiihrte ich mit Origin 8.5 durch. Bei n < 8 oder nicht normal-
verteilten Daten verwendete ich den nichtparametrischen Wilcoxon signed rank test fur gepaarte
Daten. Waren die Daten ungepaart, fiihrte ich den Mann Whitney U test durch. Bei n > 8 habe ich
die Werte mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung tberprift. Lag eine Normalverteilung
vor, verwendete ich den T-Test fur gepaarte Daten. Die Tail-Stromamplituden berechnete ich fur

jede Messung einzeln, normalisierte diese und passte sie mittels der Boltzmann-Gleichung an.
(V) = ([A:- AsJ/1+ e ([V-Vi]/K)+A..

In den Ergebnissen ist der Mittelwert mit Standardabweichung angegeben. Die Berechnung der
Zeitkonstanten der Aktivierungskinetik des I, habe ich durch eine doppelte exponentielle

Funktion angepasst:
yO) =yo + Ar (L—e )+ Ay (1-€77)
Hierbei ist t1 die schnelle und 12 die langsame Zeitkonstante. Die Ergebnisse habe ich als

signifikant gewertet, wenn der p-Wert < 0,05 war (< 0,05 = signifikant (*), < 0,01 = hoch
signifikant (**), p < 0,001 = hochst signifikant (***)).
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4 Ergebnisse

4.1 Inintakten HEK293 Zellen vermindert sich I, nach wiederholter

Aktivierung unabhangig von einer einfachen, langen Voraktivierung

Fur 1y, der durch in Xenopus Oozyten exprimierte HCN1-Kandle flie3t, wurde ein durch
Voraktivierung induzierter Versatz der spannungsabhéangigen Stromantwort von bis zu +60 mV
beschrieben (Mannikkd et al. 2005). Wir konnten hingegen eine voraktivierungsabhéngige
Reduktion von durch rHCN1 flieBendem I, im HEK293 Modell zeigen (Battefeld 2010).

Zur Uberpriifung der Ursachen dieser gegensatzlichen Befunde verwendete ich verschiedene
Protokolle flr voltage-clamp-Versuche. Zuerst aktivierte ich rHCN1 I, zehnmal mit einer
angelegten Spannung von —100 mV im Abstand von zehn Sekunden fir jeweils eine Sekunde.
Das Potential der Pipette habe ich auf 0 mV determiniert (Abb.6). In diesen cell-attached-
Messungen konnte ich nach zehn Aktivierungen eine um 30.3 + 2.7% verkleinerte Amplitude
messen (n =23, p < 0.001, Wilcoxon signed rank test).

Unveréandert blieb diese Stromreduktion auch nach 20 Aktivierungen (um 39.4 + 3.4% vs. 35.8 +
3.2%,n =9, p=0.1, paired t test), 30 Aktivierungen (um 42.4 + 1.3% vs. 35.5+6.7%,n=4,p =
0.4, Wilcoxon signed rank test) und 50 Aktivierungen (um 45.2 £ 2.5% vs. 37.2 £ 0.99%, n = 2)
im Vergleich zu dem Wert nach 10 Aktivierungen mit dem jeweiligen Patch.

Die instantane Stromkomponente (linst) verringerte sich ebenfalls nach zehn Aktivierungen um
28.4 + 3.4% (n = 23, p < 0.001, Wilcoxon signed rank test), ohne weitere Reduktion nach 20
Aktivierungen (um 34.8 + 59% vs. 35.3 + 4.12%, n = 9 , p = 0.9, paired t test), 30
Aktivierungen (um 43.7 + 10.7% vs. 37.2 £ 8.7%, n = 4, p = 0.6, Wilcoxon signed rank test) oder
50 Aktivierungen (um 39.0 + 17.6% vs. 23.2 + 7.4%, n = 2). Die Werte deuten darauf hin, dass I,

in den meisten Ableitungen nach 10 bis 20 Kanalaktivierungen einen steady state erreicht hat.
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Abb. 6| Die wiederholte Aktivierung von rHCN1 fiuhrt zur Verminderung der I,-Amplitude in intakten HEK293
Zellen. Links: Beispielstrome von durch rHCN1 vermittelten I, im cell-attached-Modus, generiert durch zehnmalige
Kanalaktivierung mittels —100 mV Spannungen im Abstand von 10 s. Dargestellt ist der erste (schwarz) sowie
zehnte Strom (grau). Die gestrichelten Linien zeigen die Messbereiche fir I, und I;.&. Populationsdaten: Amplituden
flr die ersten (ctrl) und zehnten (10“‘) Aufnahmen. Iy, (links), L (Mitte) und lgon (Isiow = I — linst; rechts) (Abb.
modifiziert nach Barthel et al. 2016).

Dass die Amplitudenreduktion von Iy, ein Artefakt durch den Versuchsaufbau selbst darstellt, ist
unwahrscheinlich, da sich keiner der allgemeinen Vergleichsparameter wie Kapazitét (Cin = 21.7
+ 2.6 pFvs. Cip=19.8 £ 3.01 pF, n =12, p = 0.3, Wilcoxon signed rank test), Gesamtwiderstand
(Riotini = 7.7 £ 1.3 GQ vs. R10 =81 + 1.3 GQ, n = 12, p = 0.5, paired t test) oder serieller
Widerstand (Rsini = 16.1 £ 2.5 MQ vs. Rsjo = 18.7 = 3.0 MQ, n = 12, p = 0.62, Wilcoxon signed
rank test) wahrend der Messungen énderte.

Ebenso anderte sich der Haltestrom im Verlauf der Experimente nicht (lhoig10 = —1.6 £ 0.5 pA vs.
Ihotdini = —1.4 £ 0.5 pA, n = 23, p = 0.66, Wilcoxon signed rank test; loig20 = —1.4 £ 0.6 pA vs.
Ihotgini = —1.0 £ 0.7 pA, n = 9, p = 0.23, Wilcoxon signed rank test; Inoqz0 = —3.0 £ 0.9 pA vs.
Ihotgini = —2.2 £ 1.3 pA, n =4, p = 1, Wilcoxon signed rank test; lhoigso = —3.4 = 0.14 pA Vs. lhoidini
=-1.3+1.5pA, n=2) (Abb. 7).
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Abb. 7| Zeitverlaufe von Eingangswiderstand (R;,), serieller Widerstand (R;), Gesamtwiderstand (Ry), Haltestrom

(lhoig) und Patch-Kapazitét (C). Beispielhaft fir cell-attached- und whole-cell-Messungen die in Abb. 10 dargestellt
sind (Abb. modifiziert nach Barthel et al. 2016).

HCN-Kanéle leiten I, zusétzlich zu der umfassend charakterisierten langsamer aktivierenden
Stromkomponente 1. Wodurch linst genau entsteht, ist nicht abschlieRend geklart. Es ist bekannt,
dass ein ,,Hintergrundstrom® nach heterogener Expression auftritt (Ishii et al. 1999; Gauss et al.
1998). Mdglicherweise sind auch die biophysikalischen Eigenschaften von I, abhéngig von
dem jeweiligen Expressionssystem. Korrelationen der instantanen Stromkomponente mit der
langsameren Stromkomponente I, lassen vermuten, dass lins von HCN-Kanélen generiert wird.
Fur eine solche Annahme spricht auch das Vorliegen a) gleicher Umkehrpotentiale, b) derselben
Abhéngigkeit gegenuber intrazellularen CI° und cAMP Konzentrationen und c) der
Verfugbarkeit von zusétzlichen Subuntereinheiten wie z.B. MiRP1. Fir HCN2 wurden standig
offene Kandle in verschiedenen Expressionssystemen nachgewiesen (Proenza et al. 2002;
Pittoors & Van Bogaert 2015).

Dies trifft moglicherweise auch auf MausHCNL1 in Oozyten zu (Henrikson et al. 2003; Xue et al.
2002; Azene et al. 2003; Azene et al. 2005). Zudem konnte ich in dieser Arbeit eine Korrelation

zwischen dem HCN1 vermittelten I, und der vermutlich co-vermittelten Stromkomponente ling
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zeigen. Diese Korrelation l&sst vermuten, dass die Expression von HCN1-Kandlen nicht nur
zeitabhdngig Strome generiert, sondern auch standig offene Kanéle bedingt. Die Abschwéchung
der langsamen Stromkomponente lgoy (die Differenz zwischen Iy, und ling) war etwas starker
(34.0 £5.1%, n =23, p < 0.001, Wilcoxon signed rank test).

Um die Beteiligung der instantanen Stromkomponente an der Amplitudenreduktion zu ermitteln,
kann diese in Relation zu lgow gesetzt werden. Der linst Anteil (linst / lsiow) Stieg wéhrend der zehn
Aktivierungen von 1.8 + 0.3 auf 2.8 £ 0.75 (n = 23, p = 0.23, Wilcoxon signed rank test) an. lins
ist somit von der Amplitudenreduktion weniger betroffen als Isjow.

Noch deutlicher wird dies, wenn die Werte in zwei Gruppen aufgeteilt werden, in denen der
Quotient aus linst/ lsiow < 1 (,,kleiner lins™, n =7, r = 0.65, slope = 0.19, intercept = 6.4 pA) und > 1
(,,groBer linst“, N = 16, r = 0.86, slope = 1.3, intercept = 6.6 pA) betrdgt (Abb. 8). Der Anteil von
linst betrégt fiir die Gruppe ,.kleiner linst™ linst/lsiow = 0.43 £ 0.07 vS. linst/lsiow = 0.48 £ 0.14 nach
der zehnten Aktivierung (n = 7, p = 1, Wilcoxon signed rank test) und fur die Gruppe ,,gro3er
linst™ linst/Istow = 2.4 £ 0.3 ZU linst/ lsjow = 3.8 £ 1.0 (n = 16, p = 0.25, Wilcoxon signed rank test).
Der relative Anteil der schnellen Stromkomponente wird also nach mehreren Aktivierungen
groler, wenn lins auch initial einen groReren Stromanteil aufweist. Dies lasst vermuten, dass
Kanéale vorliegen, die sich immer in einem gedffneten Zustand befinden und auch nach
mehrfacher Aktivierung gedffnet bleiben und mdglicherweise keine rHCN1-Kanéle sind.

(Der Gesamtwiderstand von 6.4 + 1.0 GQ schliet im Hintergrund bestehende Leckstrome
auflerdem nicht aus).

Nach einer Pause von 10 Minuten ohne Aktivierung war die Amplitudenreduktion noch
vorhanden. Weder fur Iy (Inini = 33 £ 7.5 pA VS. Ihiomin = 20.6 £ 4.6 pA, verbliebender I, = 66.3 +
15.3% vs. 70.6 = 7.4% nach den initialen 10 Aktivierungen, n = 3) noch fur linst (linstinitiat = 14.5 £
1.3 pA, zu lingdOmin = 8.6 + 2.1 pA, verbliebener ljnt = 47.6 £ 6.7% vs. 61.1 + 7.8% nach den
initialen 10 Aktivierungen, n = 3) und auch nicht fir lsow (Istowinitia = 18.5 £ 6.4 pA VS. lgj0n,10min
= 12.0 £ 3.0 pA, verbliebener Igoy = 68.3 £ 7.6% vs. 81.4 + 11.6 % nach den initialen 10
Aktivierungen, n = 3). Der Haltestrom zeigte sich stabil (Ioigini = —5.4 £ 0.22 pA VS. lpoigl0 = —
5.7+0.23 pA, n=3).
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Abb. 8| Korrelation von i, und Iy, Aufgetragen wurde die schnelle Stromkomponente ;. gegen die langsame
Stromkomponente Iy, ES zeigt sich eine starke Korrelation zwischen diesen beiden Parametern (y = a + b * x), die
auf das Vorliegen standig offener Kanéle hinweist, die in unterschiedlichen patches unterschiedlich stark verteilt
sind (weiBe Punkte: lis/lsiow > 1, schwarze Punkte: i lsow < 1). Der Schnittpunkt mit der Y-Achse zeigt den
instantanen Strom, der in HEK293 Zellen zu vermuten ist, wenn keine Expression von rHCN1 vorliegt (Abb.
modifiziert nach Barthel et al. 2016).

Fur Messungen, bei denen eine ausgepragte In,-Reduktion vorlag, war der Zeitverlauf der
Amplitudenreduktion akzentuiert (ermittelt durch eine einfache exponentielle Funktion; trequct =
7.12 = 2.3 Hyperpolarisationen, n = 14).

Ubereinstimmend mit friiheren Versuchen (Battefeld et al. 2010) fiihrte ein AufreiRen der
Zellmembran (whole-cell-Modus) zu keiner Reduktion der I,-Amplitude (verbliebener I, = 0.85
+ 1.6%, n = 13, p = 0.5, Wilcoxon signed rank test; verbliebener li,st = 0.6 £ 6.7%, n =13, p =
0.6, Wilcoxon signed rank test; verbliebener lgonw = 1.2 £7.7%, n = 13, p = 0.6, Wilcoxon-signed
rank test) (Abb.9).
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Abb. 9| Die Reduktion von rHCN1 vermitteltem I, h&ngt von einem intakten Zytosol ab. Links ist der erste
(schwarz) sowie zehnte (grau) I, dargestellt (whole-cell-Konfiguration). Die Ableitungen habe ich in 10 s Abstédnden
flr jeweils 1 s bei —100 mV durchgefiihrt, ausgehend von einem Haltepotential von +40 mV. Nach Aufreil3en der
Zellmembran habe ich 3 min gewartet. Populationsdaten: Erster (ctrl) und zehnter (10™) I, (links), erster (ctrl) und
zehnter (10M) Iin (Mitte) sowie erster (ctrl) und zehnter (10™) lgow (rechts) (Abb. modifiziert nach Barthel et al.
2016).
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Abb. 10| Die Amplitudenreduktion von I, im whole-cell-Modus vs. im cell-attached-Modus. Links dargestellt ist das
Ausmal’ der Amplitudenreduktion jeweils einer Beispielzelle im whole-cell-Modus (weilRe Kreise) sowie im cell-
attached-Modus (schwarze Kreise). Alle Amplituden habe ich auf den ersten Strom (Kontrolle) normiert. In beiden
Konfigurationen wurde eine zehnmalige Aktivierung fiir 1 s bei =100 mV im Abstand von 10 s durchgefihrt. Die
schwarze Linie stellt einen einfachen exponentiellen Fit des Verlaufs der Stromreduktion (iber die Versuchsdauer im
cell-attached-Modus dar. Rechts: Anteil des verbliebenen I;, nach zehn Aktivierungen. Im Gegensatz zu den whole-
cell-Ableitungen liegt eine deutliche Amplitudenreduktion in cell-attached-Ableitungen vor (Abb. modifiziert nach
Barthel et al. 2016).
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Nach dem Aufreien habe ich 3 min gewartet, um den Einfluss eines ,,run up “ (Battefeld et al.
2010) auf die Messungen auszuschliel3en. Das Haltepotential habe ich auf +40 mV determiniert,
wodurch keine Kanal-Voraktivierung erfolgte. Nach zehn Hyperpolarisationen war die Rate des
verbliebenen I, 0.7 £ 0.03 (n = 23) in cell-attached-Messungen und 0.99 + 0.02 in whole-cell-
Messungen (n = 13, p < 0.001). Werte, die aus cell-attached- und whole-cell-Messungen
berechnet sind, habe ich mittels t-Test verglichen (Abb.10).

Die Messbedingungen waren wahrend der whole-cell-Messungen konstant. Dies spiegeln die
Kapazitat (Cini = 162.9 + 67.9 pF vs. Cyp = 180.1 £ 71.7 pF, n = 13, p = 0.3, Wilcoxon signed
rank test), der Eingangswiderstand (Rinini: 509.4 MQ + 116.1 MQ vs. Rijyi0 = 413.5 MQ + 91.9
MQ, n=13,p=0.1, paired t test), der serielle Widerstand (Rsijnj = 9.7 = 1.04 MQ vS. Rg10 = 9.9 +
1.02 MQ, n = 13, p = 0.07, Wilcoxon signed rank test) und der Haltestrom (lnoigini = —8.5 £ 25.5
PA VS. lnoigi0 =—7.9 £ 26.3 pA, n = 13; p = 0.09, paired t test) wider, die wahrend der Messungen
gleich blieben.

Zur Untersuchung, ob neben einer wiederholten Aktivierung auch ein einzelner, langer Vorpuls
flr eine Ip-Reduktion ausreicht, habe ich einen den Kanal aktivierenden Puls vorgeschaltet, der
langer war als die gesamte Aktivierungszeit, die bendtigt wurde, um die I,-Amplitude auf 1/3
(trequct; Siehe oben) zu vermindern (z. B. 12 s). Nach einem solchen Vorpuls aktivierte ich wie in
den beschriebenen Vorversuchen zehnmalig auf —100 mV fir 1 s. Verglichen zu einer
Voraktivierung von 1 s fuhrte die 12 s lange Voraktivierung bei —100 mV zu einer leichten, aber
signifikanten Reduktion der ersten nachfolgenden I,-Amplitude (Rate des verbliebenen I, nach
12 s Voraktivierung: 0.84 + 0.03, n = 15 vs. 1 s Voraktivierung: 0.94 + 0.01, n = 23, p < 0.001,
Mann Whitney U test) (Abb.11).

Auch die weitere Aktivierung bei —100 mV fihrte zu einer zusatzlichen Amplitudenminderung
von |,. Diese betrug 29.1 + 4.6% (n = 15, p < 0.001, paired t test) nach der 12 s dauernden
Voraktivierung bei —100 mV sowie 43.8 + 8.8% (n = 10, p < 0.01, Wilcoxon signed rank test) bei
—80 mV (Abb.11).

Die Reduktion wird zuséatzlich durch die Rate des verbliebenen I, abgebildet. Dieser betrug nach
—100 mV Voraktivierung 0.70 = 0.05 (n = 15) und nach der —-80 mV Voraktivierung 0.56 + 0.08
(n = 10) (Abb.11), wenn die Raten des verbliebenden I, mit denen ohne Voraktivierung
verglichen wurden (p = 0.37, Kruskal-Wallis-Test). Auch die Anzahl der Aktivierungen, die
notwendig waren, um die I,-Amplitude um 1/3 zu vermindern (trequcet), War mit 9.9 + 1.8

Aktivierungen nach dem 12 s Vorpuls (=100 mV, n = 15) und mit 7.8 + 2.1 Aktivierungen (-80
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mV, n = 10) &hnlich derer ohne lange Voraktivierung (p = 0.09, Kruskal-Wallis-Test) und somit
auch unabhangig von der Starke des Vorpulses.

Der Haltestrom war wéhrend der Messungen stabil (nach —100 mV Vorpuls: Inogini = 0.49 £ 0.1
PA VS. lpoigrr = 0.36 = 0.09 pA, n = 15, p = 0.17, Wilcoxon signed rank test; nach -80 mV
Vorpuls Inhoigini = 0.5 £ 0.08 pA vs. Ipoig11 = 0.33 £ 0.06 pA, p = 0.14, paired t test).

Die Daten deuten darauf hin, dass eine wiederholte rHCN1 Aktivierung (zum Beispiel
wiederkehrende Kanal6ffnungen und -schlieBungen) notwendig fiir die Amplitudenreduzierung

von |y, ist.
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Abb. 11| Die Reduktion von I, in Abh&ngigkeit zu wiederholten Aktivierungen. Die Reduktion von rHCN1
vermitteltem 1, hangt starker von der wiederholten Aktivierung ab als von der angelegten Spannung. Oben:
Beispielaufnahme. Nach einem 12 s langen Vorpuls (-100 mV oder —-80 mV) habe ich im Abstand von 10s eine
Aktivierung fiir 1 s bei =100 mV durchgefiihrt (schwarz: erster Strom, grau: zehnter Strom). Unten: Nach einer
Voraktivierung von zwolf Sekunden ist der folgende Iy, starker reduziert als nach einem nur 1 s dauernden Vorpuls
(links). Jedoch ist eine weitere, signifikante Amplitudenreduktion nur durch eine weitere Kanalaktivierung zu
erzielen. Diese Amplitudenreduktion féllt nach einem stérkeren Vorpuls deutlicher aus (=100 mV) als nach einem
schwacheren (-80 mV) (Populationsdaten; erster (ctrl) und zehnter (10™) 1,). Da der Anteil des verbliebenen I, nach
einem Vorpuls von —100 mV sowie von —80 mV (rechts) &hnlich dem nach einem 1 s VVorpuls ist, hat die L&nge der
Voraktivierung auf das AusmaR der Amplitudenminderung weniger Einfluss als die wiederholte Aktivierung (Abb.
Modifiziert nach Barthel et al. 2016).
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4.2 1, wird durch mehrfache Aktivierung starker reduziert als durch die
Starke der zuvor applizierten Spannung und wird durch einen shift der
spannungsabhangigen Aktivierung zu weiter negativen Potentialen

begleitet

Die Offnung von HCN-Kanalen ist spannungsabhingig (Wahl-Schott & Biel 2009).
Verschiedene Spannungen konnten die Reduktion von I, unterschiedlich beeinflussen, auch
wenn ein langer Vorpuls, wie unter 4.1 beschrieben, nur einen geringen Einfluss auf das
Verhalten von I, hatte. Es gab erste Hinweise, dass verschieden starke Membranspannungen zu
einer Amplitudenreduktion fiihren (Battefeld et al. 2010). Damals habe ich Spannungsfamilien
von —30 mV in 10 mV Schritten bis —130 mV mit Aktivierungszeiten von 2 s abgeleitet. Nach
jedem 10 mV Schritt fuhrte ich eine Ableitung bei =130 mV durch. Fir die vorliegende Arbeit
habe ich dieses Protokoll in umgekehrter Richtung (also von —130 mV bis —30 mV) durchgefihrt
und flr eine bessere Vergleichbarkeit mit den fur diese Arbeit konzipierten Versuchsreihen
entsprechend angepasst (1 s dauernde Spannungsschritte, nach jedem Spannungsschritt erfolgte
eine Ableitung ebenfalls bei —130 mV). Verglichen habe ich die erste —130 mV Ableitung (nach
—130 mV Vorpuls) mit der letzten —130 mV Ableitung (nach —30 mV Vorpuls). Nach Abschluss
einer Spannungsfamilie war die Ip-Amplitude um 23.3 + 2.1% vermindert (n = 6, p < 0.05,
Wilcoxon signed rank test). Dies entspricht der Reduktion nach einer zehnfachen Aktivierung bei
—100 mV (p = 0.13, Mann Whitney U test).

Die Anzahl der Aktivierungen, die I, auf 1/3 reduzierten (tTrequct), betrug 6.2 + 1.6
Hyperpolarisationen und entspricht somit der Anzahl bei einer zehnmaligen Aktivierung mit —
100 mV (p = 0.27, Mann Whitney U test). Im Anschluss an die erste Spannungsfamilie erfolgte
eine zweite, diesmal wie in der Vorarbeit (Battefeld et al. 2010) von —30 mV bis -130 mV
(Abb.12). Die nach der ersten Spannungsfamilie eingetretene und gegen Ende weitestgehend
stabile I,-Reduktion setzte sich wéhrend dieser zweiten Spannungsfamilie fort (5.1 + 1.2 %, n =
6, p < 0.05, Wilcoxon signed rank test). In Abb. 12 ist zudem der Anteil des verbliebenen Iy, flr
die jeweiligen Spannungsfamilien dargestellt. Im Gegensatz zu der anfanglichen Vermutung
(Battefeld et al. 2010) deuten die hier vorliegenden Daten darauf hin, dass die Starke des
Vorpulses fur die Reduktion von rHCN1 vermitteltem 1, weniger entscheidend ist als die
Aktivierung selbst. Wiirde die Starke des Vorpulses allein die I,-Reduktion bestimmen, ware
nach der (fast maximalen) Aktivierung bei —130 mV eine weitere Reduktion von I, nicht mehr

moglich.
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Abb. 12| Spannungsabhéngige Aktivierung und I,-Reduktion. Die Spannung des Vorpulses hat auf die
Verminderung des I, keinen Einfluss solange eine den Kanal aktivierende Spannung angelegt ist. Links:
Beispielstrome wvon rHCN1 vermitteltem I, einer Spannungsfamilie (cell-attached-Modus). Ich habe
Spannungsschritte von —130 mV bis —30 mV (,,aufwiérts*, schwarz) und im Anschluss von —30 mV bis -130 mV
(,,abwirts*, grau) angelegt. Nach jedem einzelnen Spannungschritt habe ich I, fir 0.5 s auf —130 mV vollstandig
aktiviert. Rechts dargestellt ist der Anteil des verbliebenen I, der —130 mV Ableitungen, die nach den Vorpulsen
aufgenommen wurden. Zu beachten ist, dass alle Strome auf dem maximalen Strom der jeweiligen
Spannungsfamilie normiert sind. Wéhrend der zweiten Spannungsfamilie war die Stromreduktion somit deutlich
kleiner (graue Kreise) (Abb. modifiziert nach Barthel et al. 2016).
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Abb. 13| Tail-Strom-Analyse. Fur die Bestimmung der Spannung, die benétigt wird, um I, halbmaximal zu
aktivieren (Vy5), habe ich eine herkdmmliche Tail-Strom-Analyse fir die Spannungsfamilien (Abb. 12)
durchgeflhrt. Fur jede Familie normierte ich die Tail-Strome auf den jeweils groBten (fur jeden Versuch einzeln)
und trug diese gegen den entsprechenden Vorpuls auf. Im Anschluss fihrte ich einen Fit mittels Boltzmann-
Gleichung durch. Fir die Berechnung der Vy, habe ich fir jede einzelne Zelle V4, ermittelt und anschlieBend den
Mittelwert gebildet (Wert im Text). Fur die Abbildung errechnete ich hingegen die Mittelwerte der normierten
Werte fiir jeden einzelnen Spannungsschritt und trug diese auf. Die schwarzen Kreise geben die Mittelwerte der
normierten Werte fur die aufsteigende Spannungsfamilie an (wahrend der 1, Verminderung), die grauen Kreise die
Mittelwerte der normierten Werte der absteigenden Spannungsfamilie (nach 1, Verminderung) (jeweils n = 6) (Abb.
modifiziert Barthel et al. 2016).
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Der Haltestrom &nderte sich weder wéhrend der ersten (Inoiini = 1.3 + 0.2 pA VS. lpoig11 = 1.2 £
0.2, n = 6, p = 0.68, Wilcoxon signed rank test), noch wahrend der Durchfiihrung der zweiten
Spannungsfamilie (Inoiini = 1.2 = 0.3 pA VS. lhoig1z = 1.0 £ 0.2 pA, n = 6, p = 0.4, Wilcoxon
signed rank test).

Vorarbeiten geben Hinweis darauf, dass die Aktivierung von I, die spannungsabhangige Offnung
von rHCNL1 beeinflusst. Eine herkdmmliche Tail-Strom-Analyse ergab, dass die Spannung, die
bendtigt wird, um 50% des maximalen I, zu generieren (V152), wahrend der Reduktion —92.4 mV
(Battefeld et al. 2010) und nachdem die Reduktion eingetreten war, -96 mV betrug (Reetz &
Strauss 2013). Es wurde eine Tail-Strom-Analyse fir beide Spannungsfamilien durchgefihrt,
jeweils fir denselben Patch, wie in Abb. 13 gezeigt. Die Vi, betrug —89.4 + 3.7 mV wéhrend
und —94.4 + 4.6 mV nach der Reduktion von I (n = 6, p = 0.09, Wilcoxon signed rank test)
(Abb. 13).

Es ist moglich, dass jeder einzelne Spannungsschritt das rHCN1-gating beeinflusst und somit
eine herkdbmmliche Tail-Strom-Analyse die spannungsabhédngige Aktivierung von I, ungenau
darstellt. Ursache konnte beispielsweise ein Versatz der Strom-Spannungs-Kurve zu starker
negativen Potentialen sein, die wéhrend der Durchfiihrung einer Spannungsfamilie eintritt. Zur
Verminderung solcher Einflisse wurde die Anzahl der Aktivierungen auf zwei beschrankt.
Erstere erfolgte bei —95 mV (~ V1), die zweite bei —130 mV (Vmax). Verglichen wurde das
Verhaltnis der tail-current-Ableitungen (gemessen bei —65 mV) vor und nach der
Stromreduktion. In dem Fall, dass die Spannungsabhéngigkeit von rHCN1 von einer
wiederholten Aktivierung unbeeinflusst bleibt, wiirde das tail-current-Verhaltnis gleich bleiben.
Es zeigte sich jedoch in diesen Experimenten das Gegenteil, ndmlich eine Verminderung des
Verhéltnisses (0.49 + 0.07 gegeniber 0.35 £+ 0.06, n = 12, p < 0.001, paired t test) (Abb. 14).
Auch fur eine Messreihe, bei der die Spannung der ersten Aktivierung —80 mV betrug, zeigte
sich eine Tendenz zur Verminderung des Verhaltnisses (0.2 + 0.07, gegentber 0.03 + 0.02, n =
10, p = 0.01, Wilcoxon signed rank test). Die Haltestrome waren Uber die Versuche unveréndert
(erste Aktivierung bei —95 mV: lnogini = 0.24 £ 0.2 pA vs. 0.25 £ 0.13 pA, n = 12, p = 0.98,
paired t test; bei —-80 MV: lnoigini = 0.12 £ 0.22 pA vs. —0.08 + 0.21, n = 10, p = 0.08, Wilcoxon

signed rank test).
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Abb. 14| Ein Versatz der spannungsabhéngigen rHCN1-Aktivierung zu starker negativen Potentialen begleitet die
I,-Reduktion. I, habe ich zuerst mittelstark bei —-95 mV, in einer weiteren Messreihe bei —80 mV, und im Anschluss
an jeweils beide Messreihen bei —130 mV voll aktiviert. Nach jeder Aktivierung flhrte ich eine Tail-Strom-
Ableitung bei =65 mV durch. Dieses Protokoll habe ich zehnmal wiederholt. Zur Uberpriifung, ob eine mehrfache
Aktivierung eine Anderung der rHCN1 spannungsabhingigen Aktivierung bewirkt, habe ich den Quotienten aus
zweitem und erstem Tail-Strom der ersten Ableitung (schwarz) und der zehnten Ableitung (grau) gebildet. Rechts
sind die Quotienten als Populationsdaten fiir beide Messreihen dargestellt (erster (ctrl) und zehnter (10™)) (Abb.
modifiziert nach Barthel et al. 2016).
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Abb. 15| Die Aktivierungszeitkonstante von rHCN21vermitteltem I, verminderte sich durch zehnfache Aktivierung
auf —100 mV. Links sind zwei Beispielstrome mit jeweiligen einfachen exponentiellen Funktionen (helle Linien)
und rechts die Populationsdaten der Aktivierungszeitkonstanten (t) Uber den Versuchsverlauf (erster (ctrl) und
zehnter (10™)) abgebildet (Abb. modifiziert nach Barthel et al. 2016).
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Ubereinstimmend zu dem Versatz der spannungsabhéngigen Aktivierung von rHCN1 zu starker
negativen Potentialen verlangsamte sich die Aktivierungskinetik von I, (ein weiterer
spannungsabhangiger Parameter) signifikant im cell-attached-Modus (von t = 268.9 + 26.7 ms
zut=317.1%253ms,n=23, p<0.001, paired t test) (Abb. 15), jedoch nicht im whole-cell-
Modus (von t=180.9 +42.0 zu t = 159.1 + 33.2 ms, n =13, p = 0.17, Wilcoxon signed rank test)
nach zehn aufeinanderfolgenden Messungen.

Zusammengefasst weisen diese Daten darauf hin, dass ein Versatz der Strom-Spannungs-Kurve
zu starker negativen Potentialen die Reduktion von I, begleitet und moglicherweise die

Reduktion selbst mit beeinflusst.

4.3 Sowohl hohe intrazellulare cAMP-Konzentrationen als auch erhdhte
Natriumkonzentrationen in der Pipette haben keinen Einfluss auf die I
Reduktion

Die in dieser Arbeit untersuchte Amplitudenreduktion von rHCN1 1, - nach mehrfacher
Voraktivierung - ist ahnlich der von HCN2 und HCN4, wenn geringe cAMP-Konzentrationen
vorliegen: Es werden starker negative Potentiale bendtigt, um eine wiederkehrend gleich grolRe
Ih-Amplitude zu erhalten. Die Aktivierungskonstante von I, vergroBert sich und die Amplitude
des maximalen |, ist vermindert (Baruscotti et al. 2005; Craven & Zagotta 2006). Diese
Ahnlichkeit filhrt zu der Frage ob der Verlust von cAMP Ursache der in dieser Arbeit
beobachteten Amplitudenminderung ist, auch wenn HCN1 durch cAMP nur gering moduliert
wird. Eine wiederkehrende Offnung der Kanale konnte zu einem Verbrauch von cAMP fiihren.
Nachdem ich I, durch einen Puls bei =95 mV und folgendem —130 mV Puls (jeweils 1 s) im
Abstand von 10 s fur zehn Wiederholungen aktivierte (cell-attached-Modus), gab ich
transmembrangangiges und nicht abbaubares cCAMP (8Br-cAMP, 100 uM) in die Badldsung. Die
Amplitudenreduktion von I, konnte hierdurch jedoch nicht umgekehrt werden (Abb. 16). Im
Gegenteil, trotz intrazelluldr erhéhtem 8Br-cAMP stellte sich eine weitere I,-Reduktion durch
weitere Aktivierung ein (von 39.3 £ 12.5 pA zu 33.9 £ 9.6 pA, n =9, p < 0.01, Wilcoxon signed
rank test). Die Reduktion wurde von einem Versatz der spannungsabhangigen Aktivierung von
rHCNL1 begleitet. Dies wird durch die Verkleinerung der Tail-Strom-Quotienten nach der Zugabe
von 8Br-cAMP abgebildet (von 0.3 + 0.06 zu 0.2 + 0.05, n = 9, p < 0.01, Wilcoxon signed rank

test). Die Aktivierungszeitkonstante betrug t = 186.3 ms nach durch wiederkehrende
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Aktivierung induzierte I,-Verminderung und t = 209.8 + 24.6 ms nach der Aufsattigung mit 8Br-
CAMP (n =9, p = 0.07, Wilcoxon signed rank test) (Abb. 16). Die Haltestrome blieben Uber die
Versuche gleich (Inoigini = 0.37 £ 0.21 pA Vs. lnoigser-camp = 0.17 + 0.19 pA, p = 0.28, paired t
test).
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Abb. 16| Die intrazellulare Aufsattigung von cAMP (8Br-cAMP) fiihrt nicht zu einer Umkehrung oder einem
Aufhalten der I,-Amplitudenreduktion im cell-attached-Modus. Links: Beispielstrome, die bei einem Potential von —
130 mV abgeleitet wurden. Kontrollstrom (schwarz) nach Etablierung des cell-attached-Modus; zehnte Aktivierung
(10™ (dunkelgrau), Ableitung nach Aufséttigung mit 8Br-cAMP (hellgrau). Zuvor wurde, wie in Abb.14 gezeigt,
eine Aktivierung mit —95 mV durchgefiihrt und nach beiden Aktivierungen ein Tail-Strom bei —65 mV gemessen.
Die Aufnahmen wurden im Abstand von 10 s durchgefuhrt. Nach dem Einwaschen von 8Br-cAMP wurde 3 min
gewartet, bevor eine erneute Ableitung erfolgte. Die durchgehenden hellen Linien (ber den Beispielstrémen geben
jeweils eine einfache exponentielle Funktion an. Die linken Populationsdaten zeigen den Anteil des verbliebenen I
im Vergleich zum Kontrollstrom. Die mittleren Populationsdaten zeigen die Aktivierungskonstanten (t) von Iy, fir
die zehnte Aufnahme ohne und die erste Aufnahme mit 8Br-cAMP bei —130 mV. Die rechten Populationsdaten
zeigen den Quotienten der —65 mV Tail-Strome, ebenfalls fur die zehnte Aufnahme ohne und die erste Aufnahme
mit 8Br-cAMP (Abb. modifiziert nach Barthel et al. 2016).

Ih kann durch wiederholte Aktivierung geblockt werden, ohne dass ein Versatz der
spannungsabhangigen Aktivierung eintritt, wenn hohe extrazellulare Na'-Level vorliegen
(Pittoors & Van Bogaert 2015). Auch wenn sich die Messtechnik von der fur diese Arbeit
verwendeten grundlegend unterscheidet (HCN2 Expression in Xenopus Oozyten sowie
Zweielektroden-Spannungsklemme), sollte der Einfluss einer hohen extrazellularen Na'-
Konzentration (in der Pipette) auf I, untersucht werden. Die bisherigen Versuche wurden mit
hoher K*-Konzentration in der Pipette durchgefiihrt. Nun fiillte ich fir cell-attached-Aufnahmen
die Messpipette mit einer Losung mit hoher Na*-Konzentration (120 mM). Hierdurch sollte der

Einfluss anderer lonen, insbesondere von K*, vermieden werden. Hohe K*-Spiegel verandern
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Aktivierungskinetiken und Permeabilitatseigenschaften von HCN-Kanélen (Macri et al. 2002;
Azene et al. 2003). Die Kanalaktivierung fihrte auch mit hoher extrazellularer Na'-
Konzentration zu einer Verminderung von rHCN1 vermitteltem |, FUr die Messungen
verwendete ich dasselbe Protokoll wie fir die 8Br-cAMP-Messungen (Abb. 17). Die Ip-
Reduktion war mit 25.8 + 3.7% (n = 16, p < 0.001, Wilcoxon rank test) gleich derer, die eintrat,
wenn K* das fiihrende Kation in der Pipette war (p = 0.38, T-Test). Ebenfalls verlangsamte sich
die Aktivierungszeitkonstante von 275.6 + 36.0 ms auf 331.2 + 37.9 ms, p < 0.001, n = 16,
paired t test). Auch dieser Anstieg der Konstante entsprach jener, wenn K™ das filhrende Kation
aullerhalb der Zellmembran auf dem Patch war (25.2 + 6.6% vs. 29.1 + 10.3 %, vergleichend, p
= 0.8, Mann Whitney U test).

Zusammenfassend dandert sowohl die Erhéhung des intrazellularen cAMP, als auch ein
Austausch des fiihrenden extrazelluldaren Kations nichts an der vorpulsinduzierten

Amplitudenminderung von rHCN1 vermitteltem I,
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Abb. 17| Eine hohe extrazellulare Na'-Konzentration hat keinen Einfluss auf die Amplitudenreduktion von rHCN1
vermitteltem ;.. Links sind zwei Beispielstrome aufgetragen, die bei —130mV und einer Konzentration von 120 mm
Na® in der Pipette abgeleitet wurden. Die Populationsdaten zeigen die Reduktion der Stromamplitude zwischen
erster (ctrl.) und zehnter (10™) Ableitung. Rechts ist der Anteil des verbliebenen I, ebenfalls nach erster und zehnter
Ableitung, dargestellt (Abb. modifiziert nach Barthel et al. 2016).
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44 Die Iy-Reduktion bleibt im whole-cell-Modus aus und wird
wahrscheinlich  von einem Versatz der spannungsabhangigen

Aktivierung begleitet

Es ist bekannt, dass spHCN-Kanile eine spannungsabhingige Hysterese wahrend der Offnung
durchlaufen, die von einer Verschiebung der spannungsabhangigen Aktivierung begleitet wird,
wenn zuvor hyperpolarisierende, den Kanal aktivierende Potentiale angelegt wurden (Ménnikkd
et al. 2005). Wenn eine Anderung des Haltepotentials zu einem Versatz der
spannungsabhangigen Kanalaktivierung fuhrt, kann dies mit einer Reduktion von I, einhergehen.
Konformationsédnderungen des Kanals scheinen mit der I,-Reduktion einherzugehen.
Maoglicherweise ist eine Wiederdffnung der Kandle notwendig, um diese Konformations-
anderung wieder aufzuheben. Interessant ist zudem, ob der Amplitudenanstieg von rHCN1-I,, der
nach der Etablierung des whole-cell-Modus eintritt (Battefeld et al. 2010), durch den Austausch
des Zytosols mit der Pipettenlosung bedingt ist oder durch eine Anderung der HCN-
Konformation. Wobei letztere wiederum Folge des Zytosolaustausches sein kann. Fir die hier
durchgefuhrten Versuche habe ich das Haltepotential im whole-cell-Modus auf +40 mV
geklemmt, um eine Kanalvoraktivierung zu verhindern und applizierte moderate Spannungen,
die den rHCNL1 jedoch aktivierten (—65 mV), um mdgliche Begleiteffekte, die mit einer starken
Hyperpolarisation einhergehen (z.B. eine Spannungshysterese), zu vermeiden. Nach dem
AufreiRen der Zellmembran (Etablierung des whole-cell-Modus) habe ich zwei bis drei Minuten
gewartet, damit ein ausreichender Austausch zwischen Pipetten- und Intrazellularflussigkeit
stattfinden konnte und der in dieser Phase auftretende schnelle Anstieg von I, (Battefeld et al.
2010) vor Beginn der Messungen abgeschlossen war. Weitere drei Minuten wartete ich zwischen
beiden —65 mV Ableitungen. Unter diesen Bedingungen anderte sich weder die Ip-Amplitude
(Ihini = 905.9 + 227.3 pA gegeniber lhsecond = 915 + 231.2 pA, n = 12, p = 0.56, paired t test)
noch die lins-Amplitude (linsini = 572 + 212.7 pA gegeniiber linstsecond = 591.7 + 223.5 pA, n =12,
p = 0.8, Wilcoxon signed rank test) (Abb. 18). Die Aktivierungszeitkonstanten der beiden Iy-
Ableitungen waren unverandert (tactirst = 347.3 = 57 ms gegeniiber Tactsecond 329.6 + 45.4 ms, n =
12, p = 0.68, paired t test). Die Haltestrome blieben ber die Versuchsdauer gleich (Inoigini = 1.13
+ 0.95 pA gegenuber Inoigsecond = 1.2 £ 1.0 pA, n = 12, p = 0.43, Wilcoxon signed rank test).
Interessanterweise fuhrte ein unterschwelliger Vorpuls (Battefeld et al. 2010) bei —40 mV (fur 2
s), der der zweiten —65 mV Ableitung vorgeschaltet war, zu einer Amplitudensteigerung von I
(Inini = 568.2 £ 202.3 pA gegeniber lpsecong = 619.4 £ 205.1 pA, n = 10, p = 0.13, Wilcoxon

signed rank test) und zu einem Anstieg von linst (linstini = 230.8 £ 98 pA gegenuber linsisecond =
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363.6 £ 139.6 pA, n = 10, p < 0.01, Wilcoxon signed rank test) (Abb. 18). Ich konnte ebenfalls
eine signifikante Zunahme der Aktivierungszeitkonstante von I, messen (Tact 4omv = 386.9 + 52.6
ms gegenuber Tact 4omv = 282 £ 31.1 ms, n = 10, p < 0.05, paired t test). Die Daten stimmen mit
denen Uberein, die fir eine spannungsabhéngige Hysterese fiir HCN-Kanéle beschrieben wurde
(Mé&nnikko et al. 2005). Der Haltestrom blieb ber die Versuche unverandert (lnoigini = 52.9 +
12.4 pA. gegenlber Ipoigsecond = 66.0 £ 13.9 pA, n = 10, p = 0.06, paired t test). Zusammenfassend
fuhrt das AufreiBen der Zellmembran im whole-cell-Modus zu dem Ausbleiben der 1p-Reduktion
und zu einer teilweisen spannungsabhangigen Hysterese von rHCN1. Der Vergleich der Raten
des verbliebenen I, zwischen den Versuchen mit einem Vorpuls von +40 mV und —-40 mV
unterstitzt diesen Ansatz (1.04 £ 0.03, n =12 und 1.15 + 0.07, n = 10) (Abb. 19).
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Abb. 18| Das Ausbleiben der rHCNZ1-1,-Reduktion nach dem Austausch von Intrazellularfliissigkeit und
Pipettenlésung ist zeitabhangig und teilweise von einer spannungsabhangigen Hysterese begleitet. Oben:
Beispielstrome von im whole-cell-Modus aufgenommenen rHCN1 vermitteltem I,. Nach der Etablierung des whole-
cell-Modus wurde 3 min gewartet. Das Haltepotential habe ich auf +40 mV determiniert und I, fir 1s bei -65 mV
aktiviert. Im Anschluss wartete ich erneut 3 min bei +40 mV und fiir die letzten 2 s in einem abgeé&nderten Protokoll
bei —40 mV, bevor eine erneute Aktivierung bei —65 mV erfolgte (siehe Pulsprotokolle unter den Beispielstromen).
Die Populationsdaten von I, und l;,¢; wurden nach dem Haltepotential von jeweils +40 mV fur die erste (ctrl) und
zweite (+40 mV) Ableitung aufgenommen (grauer Datensatz, links) oder nach einem Haltepotential von +40 mV fir
die erste (ctrl) und nach einem Haltepotential von —40 mV fiir die zweite Ableitung (—40 mV) (weiRer Datensatz,
rechts) (Abb. modifiziert nach Barthel et al. 2016).
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Abb. 19| Anteile des verbliebenen I, nach positivem oder negativem Vorpuls Verglichen sind die Anteile des
verbliebenen 1, nachdem vor den zweiten Puls entweder +40 mV (grauer Datensatz) oder —40 mV (weilRer
Datensatz) angelegt wurden (Abb. modifiziert nach Barthel et al. 2016).

5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Zu Beginn der Arbeit lagen unterschiedliche Daten beziglich des Einflusses eines
voraktivierenden Vorpulses auf I, vor. In dieser Arbeit sollte im HEK293 Expressionssystem
untersucht werden, ob und welche biophysikalischen Eigenschaften des rHCN1 vermittelten Iy,
durch wiederkehrende Voraktivierung beeinflusst werden. Die Daten weisen darauf hin, dass
eine wiederholte Kanalaktivierung zu einer Reduktion von Iy, fihrt, wenn die Membran intakt ist
und ausbleibt, wenn die Kontinuitat der Zellmembran gestort ist. Des Weiteren ist die Spannung
der Voraktivierung fir die Ip-Reduktion von geringerer Bedeutung als die Kanalaktivierung
selbst. Die Verminderung der Amplitude von rHCN1 vermitteltem I, geht wahrscheinlich mit
einer Lageverdnderung des Spannungssensors einher, da langsame Komponenten von Iy eine
starkere Reduktion zeigten als die instantane Stromkomponente und sich das gating zu starker
negativen Potentialen verschob, wenn eine Voraktivierung erfolgte. CAMP hat auf die Ip-
Reduktion ebenso wenig Einfluss wie der Austausch des priméren extrazelluldren Kations und

das Ausbleiben der Ip-Reduktion im whole-cell-Modus ist teilweise auf eine spannungsbedingte
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Hysterese zurlickzuftihren. Letzteres deutet darauf hin, dass eine Kanalvoraktivierung zu einer

Konformationsédnderung des Spannungssensors S4 von rHCN1 fuhrt (Mé&nnikko et al. 2002).

5.2 Gating und Kopplung

Dass die Verminderung der l,-Amplitude auch durch die intrazellulare Aufséttigung mit 8Br-
CAMP nicht umkehrbar oder aufzuhalten gewesen ist, kann auf das allgemein geringe
Ansprechen von HCN1 auf cAMP zuriickgefuhrt werden (Wainger et al. 2001). Das Vorliegen
von CAMP hebt den inaktivierten Status wahrscheinlich nicht auf, sondern unterstutzt das
Gleichgewicht zwischen geschlossenem-aktiviertem und offenem Status (Shin et al. 2004). Im
Gegensatz zu HCN2-Kanalen (Shin et al. 2004) war die Reduktion des rHCN1 vermittelten Iy,
nicht umkehrbar und akkumulierte dartiber hinaus im weiteren Versuchsverlauf. Wenn ein
Entkoppeln (uncoupling) oder ein Auseinanderdriften (slippage) zwischen Spannungssensor und
Kanal-Tor der durch Voraktivierung induzierten rHCN1-l,-Reduktion zugrunde liegen, sind
diese mdglicherweise nicht vorlbergehend. Es ist nicht ausgeschlossen, dass die rHCN1 Iy-
Reduktion durch die Tendenz zu einem (wieder)-Schlie3en des intrazellularen Aktivierungs-Tors
hervorgerufen wird und hierdurch eine Abnahme der Spannungssensibilitat eintritt, &hnlich wie
in HCN2 und spHCN (Shin et al. 2004).

Auch dass eine Reduktion von I, wéhrend der Aktivierung von rHCN1 eintritt (also wahrend
lonen durch die Kanalpore flieBen) spricht daflr, dass Mechanismen, wie zum Beispiel eine
verdnderte Kanalsteuerung, fiir die Reduktion von I, urséchlich sind. Die in dieser Arbeit
erhobenen Daten weisen darauf hin, dass eine Beteiligung der &uBeren Pore an der
Amplitudenminderung von I, unwahrscheinlich ist, da dieser Effekt in whole-cell-Messungen
ausbleibt und somit wahrscheinlich von intrazelluldren Faktoren abhéngt. Die Ergebnisse
stimmen zudem mit der Annahme (berein, dass die HCN-Pore an gating-Mechanismen beteiligt
ist (Azene et al. 2003; Azene et al. 2005). Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass eine
Konformationsanderung der rHCNZ1-Tertidrstruktur oder eine Membraninsertion der Kanile
stattfindet. Auch kann die Kanalpore selbst einer Strukturdnderung unterliegen.
Interessanterweise ist die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Iy-Verminderung &hnlich
derer, die fur spHCN-vermittelten I, gezeigt wurde (ebenfalls im HEK293 Expressionssystem
und voraktivierungsabhangig) (Shin et al. 2004). In den fiir die vorliegende Arbeit verwendeten

Protokollen folgten die Vorpulse jedoch nicht direkt auf die Testpulse. Auch waren die VVorpulse
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deutlich kirzer und Iy aktivierte langsamer. Ebenso hatte cAMP keinen Einfluss auf die
Reduktion von I.

5.3 Kanalmodulatoren

Es sind viele Kanalmodulatoren bekannt, die auf HCN-Kanédle wirken (He et al. 2014,
Einleitung). Neben intrazellularen Metaboliten (DiFrancesco & Tortora 1991; Pian et al. 2006)
haben auch kovalent bindende Modulatoren (Zong et al. 2005; Zha et al. 2008; Jung et al. 2010)
sowie auxilidre Bestandteile (Santoro et al. 2009; Lewis et al. 2009; Noam et al. 2014) Einfluss
auf die HCN-Aktivitat. Das Fehlen einer Amplitudenreduktion im whole-cell-Modus lasst
vermuten, dass intrazellulare Bestandteile wie Kanalmodulatoren an der Alteration von Iy
beteiligt sind, die wahrend der Ganzzellableitungen entweder in die Pipette ausgewaschen oder
in anderer Weise beeinflusst werden. Die Ubiquin-Ligase Nedd4-2 ist endogen in HEK293
Zellen exprimiert und fihrt zu einer Abnahme der Zellmembranexprimierung von HCN1 in
HEK293 Zellen, zu einer Amplitudenreduktion von I, in Xenopus leavis Oozyten sowie zu
einem Versatz der Strom-Spannungs-Kurve zu stirker negativen Potentialen (Wilkars et al.
2014). Die wiederholte Aktivierung konnte zu einer Konformationsanderung von rHCN1 fiihren,
wodurch eine Bindung von Nedd4-2 an die PY-motif-Region begunstigt wird, und der
Kanalproteinkomplex in der Folge verstarkt ubiquitiniert und weniger glykosiliert wird. Eine
Ubiquitinierung der Kandle reguliert wahrscheinlich die Anzahl der Kandle, die in der
Zellmembran lokalisiert sind (Hardel et al. 2008). Zudem koénnten Anderungen der rHCN1-
Glykosilierung Einfluss auf die Spannungsabhéngigkeit und das Kanal-gating haben, wenn sich
die Anzahl elektrisch geladener Zuckermolekile &ndert. Hierdurch kdnnten veranderte
Wechselwirkungen mit dem extrazelluléren elektrischen Feld auftreten. Letzteres wurde bisher
nur fir bestimmte Natrium-Kanéle gezeigt (Tyrrell et al. 2001). An der Reduktion von Iy, hat
mdoglicherweise auch Filamin A Anteil. Das Protein ist an der Verankerung von
Transmembranproteinen in  das Aktin-Zytoskelett beteiligt (Gravante et al. 2004).
Hyperpolarisierende Potentiale kénnen zu einer verstarkten Interaktion zwischen HCN1 und
Filamin A fuhren, wodurch HCN1 erst bei starker negativen Spannungen aktiviert und die
Aktivierungskinetik von I herabgesetzt wird (Gravante et al. 2004). Des Weiteren wird HCN1
durch Filamin A selektiv und reversibel internalisiert und endosomal akkumuliert (Noam et al.
2014). Filamin A liegt in HEK293 Zellen endogen vor (Bachmann et al. 2006). Eine Beteiligung
des Hilfsproteins TRIP8b an der Amplitudenreduktion von 1, scheint hingegen weniger
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wahrscheinlich. TRIP8b wird zwar durch elektrische Aktivitdt beeinflusst und fuhrt in
aktiviertem Zustand ebenfalls zu einem Versatz der Strom-Spannungs-Kurve von HCN-Kanélen
zu starker negativen Potentialen sowie zu einer Verlangsamung der Aktivierungszeit der Kanéle
(He et al. 2014; Santoro et al. 2009), jedoch wird TRIP8b in HEK293 Zellen nicht endogen
exprimiert. In vivo oder in neuronalen Systemen konnten die Funktionen dieser Proteine noch
komplizierter sein, wie zum Beispiel durch Interaktionen mit anderen Proteinen oder der

genannten Proteine untereinander.

5.4 Erhohte intrazellulare Ca™-Konzentration als mdagliche Ursache der Iy~
Reduktion

Ein Ca™ -Einstrom durch geoffnete rHCN1-Kanale konnte an der Reduktion von Iy, beteiligt sein
(Yu et al. 2004), auch wenn der Anteil von Ca*™ am I, mit 0.6 + 0.002 % sehr gering ist (HCN4,
exprimiert in HEK293 Zellen (Yu et al. 2004)). Das Ausmal} der Amplitudenreduktion sollte mit
einer starken Anderung der Aktivierungszeitkonstante von Iy, einhergehen, dies war jedoch in den
vorliegenden Experimenten nicht der Fall. Ein Anstieg des intrazelluldren Ca™ durch Einstrom
oder aber auch durch die Freisetzung von Ca*™* aus intrazelluldren Speichern (oder beides) kann
zu einer Aktivierung von Phospholipasen und Proteasen fihren (Caro & Cederbaum 2002;
Trump & Berezesky 1996), die einen Abbau von rHCN1 fordern kdnnten.

Denkbar ware eine Aktivierung der PKC. Die PKC wird in HEK293 Zellen endogen exprimiert
(Kawasaki et al. 2010) und fuhrt zu einer Reduktion von rHCN1 vermitteltem I, (Reetz &
Strauss 2013). Diese Reduktion ist unter bestimmten Voraussetzungen von einem Versatz der
spannungsabhangigen Aktivierung von I, zu stirker negativen Potentialen begleitet (He et al.
2014). Fir die in dieser Arbeit beschriebene Reduktion von 1y, scheint eine Beteiligung der PKC
jedoch unwabhrscheinlich, da die Spannungsabhangigkeit von rHCN1 in HEK293 Zellen durch
einen PKC-Anstieg unbeeinflusst war (Reetz & Strauss 2013).

HCN-Kanéle sind als Schrittmacherstrome an der Rhythmogenese in unterschiedlichen
Zellsystemen des ZNS wie z.B. in GABA-ergen Neuronen des medialen Septums (Kocsis & Li
2004; Xu et al. 2004) oder thalamocorticalen Neuronen (Jahnsen & Llinas 1984; Llinds &
Jahnsen 1982; McCormick & Pape 1990; He et al. 2014) beteiligt. Sie verursachen bei
Aktivierung eine Depolarisation der Zellmembran. Fir thalamocorticale Neuronen konnte
gezeigt werden, dass diese Depolarisation zu einer Aktivierung von Ca™ -Kanalen fiihrt, die sich

schon bei niedrigen Potentialen 6ffnen. Die Offnung dauert mehrere zehntel Millisekunden,
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wodurch eine Salve von Aktionspotentialen gefeuert wird. Wahrenddessen ist der Iy inaktiv,
wodurch eine tiefe Hyperpolarisation am Ende der Ca'*-Kanaloffnung entstent und die
Ausgangssituation erreicht wird (He et al. 2014). Aufgrund dieses Modells ist es denkbar, dass
durch die Offnung von Ca**-Kanilen eine dauerhafte Inaktivierung der rHCN1-Kanéle eintritt.
Es wadre interessant zu erheben, ob durch die wiederholte Aktivierung von rHCN1 begleitend
ausreichend haufig Ca™ -Kanale geoffnet werden, um diesen hemmenden Effekt zu generieren.

5.5 Instantaner Strom und I,-Reduktion

Die Kinetik des I, zeigt einen spannungsunabhdngigen und schnell einsetzenden i, der
unmittelbar vor lgow gemessen werden kann.

Diese instantane Stromkomponente beeinflusst vermutlich wesentlich die Funktion des HCN-
Stroms in Neuronen und Muskelzellen. Es wird vermutet, dass der instantane Strom durch eine
Beschleunigung von De- und Repolarisation die Erregbarkeit von Neuronen determiniert
(Proenza & Yellen 2006). In der Literatur werden verschiedene Ansétze zur Erklarung von ling
genannt. Er wird als Leckstrom (Proenza et al. 2002), als ein vor der maximalen I, Amplitude
einsetzender Strom, der einer Hysterese unterliegt (Ménnikkd et al. 2005), sowie als ein
Residuum unvollstandiger Kanalinaktivierung (Mistrik et al. 2006) beschrieben.

Es wird diskutiert ob zellintrinsische, molekularbiologische (Proenza et al. 2002) oder externe
Faktoren, wie Voraktivierung und Aktivierungsdauer (Mannikkd et al. 2005), oder eine
Kombination aus beidem (Mistrik et al. 2006) das Auftreten von I, beeinflussen. In HCN2-
Deletetionsversuchen konnte kein instantaner Strom nachgewiesen werden und Mutationen in
der S4-Domane, dem Spannungssensor, hatten keinen Einfluss auf lins: (Proenza et al. 2002).
Auch in dieser Arbeit konnte eine Abhadngigkeit von linst und lgon gezeigt werden (starke
Korrelation zwischen list und Igow). Dies bestérkt die Ergebnisse von Proenza et al. (2002).
Ebenfalls Ubereinstimmend ist der Erklarungsansatz, dass durch die Expression von rHCN1
stdndig offene Kanéle (Leckstrome) vorliegen. Wie unter Kapitel 5.2 beschrieben, scheint es
nicht unwahrscheinlich, dass ein uncoupling an der Alteration von Iy, beteiligt ist. Der fehlende
Einfluss von S4-Mutationsversuchen auf I unterstitzt diese Annahme. Mannikko et al. (2005)
vermuten, dass durch Starke und Lange der Voraktivierung eine Konformationsanderung von
HCN eintritt, die zur Genese von i, fUhrt. Eine lange Voraktivierung fihrte in whole-cell-
Ableitungen zu einem Anstieg von lins:. Zudem war die Amplitude von I, nach repetitiver

Aktivierung um bis zu 50% groRer als in der Kontrollmessung (Mistrik et al. 2006).
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Interessanterweise blieb ein signifikanter Amplitudenanstieg von i, in HCN-Kandlen mit
schneller Kinetik (HCN1 und HCN2) aus. In dieser Arbeit hingegen fiihrte eine unterschwellige
Voraktivierung (—40 mV) zu einem Anstieg von li,s in whole-cell-Ableitungen. Der mal3gebliche
Unterschied in den Versuchsdurchfiihrungen bestand darin, dass in dieser Arbeit ein
Haltepotential von +40 mV gewéhlt wurde, um eine Kanalaktivierung zu vermeiden. Die
Ableitung von Iy, erfolgte bei moderaten —65 mV. Mistrik et al. (2006) determinierten hingegen
ein Haltepotential von —-54 mV, das bereits zu einer Voraktivierung von HCN flhrte, wodurch
der instantane Strom moglicherweise schon anstieg, bevor die eigentliche Ableitung von i und
In bei (stark hyperpolarisierenden) —154 mV erfolgte. Der Vergleich der beiden Datensétze
deutet darauf hin, dass die schnelle Stromkomponente durch die Starke der Voraktivierung

beeinflusst wird, jedoch auf die Reduktion der langsamen Stromkomponente keinen Einfluss hat.

5.6 Mechanismen der Inaktivierung von anderen spannungsgesteuerten

lonenkanélen — ein Vergleich

lonenkandle zeigen eine Tendenz zu verminderter Aktivitat, wenn aktivitatssteigernde Faktoren
zunehmen (Béhring & Covarrubias 2011). Diese Inaktivierung von (liganden-) und
spannungsgesteuerten lonenkanélen wird auf molekulare Strukturdnderungen zuriickgefuhrt. In
Na'-Kanalen beispielsweise liegt ein Aktivierungs-Tor (a-Tor) vor, das sich schrittweise 6ffnet,
wenn ein depolarisierendes Potential erreicht wird. Ein zweites Inaktivierungs-Tor (i-Tor) ist
hingegen im Ruhezustand des Kanals gedffnet und schlieBt nach erfolgter Depolarisation
verzogert (Armstrong 2006). Die eigentliche Kanalinaktivierung ist mit dem Spannungssensor
verlinkt. Erst nach teilweiser oder vollstandiger Aktivierung des a-Tors ist Uber den
Spannungssensor eine Aktivierung des i-Tors moglich (Armstrong & Bezanilla 1977; Armstrong
2006). Eine Inaktivierung des Kanals tritt ein, wenn das a-Tor starker gedffnet ist als das i-Tor.
Ist eine Inaktivierung eingetreten, flielt durch den Kanal kein Strom mehr. Findet eine
Repolarisation statt, schlieRt sich das i-Tor erneut und die Ausgangskonfiguration wird erreicht
(Armstrong 2006).

Dieses Modell ist teilweise auf HCN-Kandle Ubertragbar. Wie oben diskutiert, ist eine
Beteiligung des Spannungssensors an der Ip-Reduktion denkbar. Eine mehrfache Aktivierung
von rHCN kénnte, dhnlich wie fiir die Na*-Kanéle, zu einer schrittweisen Offnung eines Anteils
der Kanalpore fuhren. Eine inaktivierende Komponente wird im Verlauf mit dieser

zunehmenden Offnung aktiv, vermittelt Uber den Spannungssensor. Hierbei scheint,
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entsprechend der in dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse, die Starke der jeweiligen
Membranhyperpolarisation keinen Einfluss zu haben. In den vier Konformationen, die
spannungsgesteuerte lonenkanéle einnehmen koénnen (ruhend, teilaktiviert, gedffnet und
geschlossen), flieRen nur wahrend des getffneten Status lonen. Im teilaktivierten Zustand fliel3en
demnach keine lonen, der Kanal zeigt jedoch eine verstarkte Bereitschaft, in einen getffneten
Zustand Uberzugehen. Aus dem inaktivierten Zustand heraus 6ffnen sich die lonenkandle nur
schwer erneut, auch wenn eine Teilaktivierung vorliegt (Béhring & Covarrubias 2011). Das
Ausbleiben der Freisetzung von der I,-Reduktion in den hier gezeigten Versuchen ist mit diesem
Modell kongruent. Die rHCN1-Kanale wiirden demnach einen inaktivierten Zustand einnehmen.
Béhring und Covarrubias vermuten, dass ein ,,physikalischer Verschluss® der ionenselektiven
Pore Ursache der fehlenden lonenleitfahigkeit ist.

Auch dieser Erklarungsansatz wirde mit der in dieser Arbeit genannten Vermutung
ubereinstimmen, dass intrazellulare Kompartimente an dem Schlielen von rHCN1 beteiligt sind.
Fur spannungsgesteuerte Kanale ist weiterhin bekannt, dass eine mittelstarke Voraktivierung zu
einer ausgepragten Kanalinaktivierung und positivere Voraktivierungen zu einer inkompletten
Kanalinaktivierung fuhren. Da in dieser Arbeit die Lange des Vorpulses und die
spannungsunabhangige, wiederholte Kanaloéffnung mehr Einfluss auf die I,-Reduktion hatten, als
die Stéarke der Voraktivierung selbst, scheint ein weiterer spannungsunabhéngiger Mechanismus

an der Kanalinaktivierung beteiligt zu sein.

5.7 HCN-Kanal assoziierte pathophysiologische Prozesse

Wie unter ,2.4.1“ geschildert, partizipieren HCN-Kanéle in einer Vielzahl wichtiger
physiologischer Prozesse. lhre Dysregulation und somit ein im neuronalen Kontext fehlerhaft
wirkender Iy, hat somit an einer Vielzahl von Pathophysiologien Anteil.

In CA1 Neuronen der Ratte konnte eine verminderte Expression von HCN1-mRNA nach
Pyrexie-induzierten Konvulsionen nachgewiesen werden, wohingegen die Dichte von HCN2-
MRNA erhoht war (Brewster et al. 2002). In Layer-111-Zellen des entorhinalen Kortex lag eine
Reduktion von HCN1 und HCNZ2 vor, nachdem mittels Kainat eine Epilepsie pharmakologisch
induziert wurde. Die dendritische Erregbarkeit war begleitend erhéht, wodurch eine erhdhte
Aktionspotentialfrequenz trotz hyperpolarisierenden Membranspannungen vorlag (Shah et al.
2004). Auch konnte im Ratten-Modell (Wistar Albino Glaxo / Rijswik — WAG/RIj) (Meeren et
al. 2002; Coenen & Van Luijtelaar 2003) eine verminderte Expression von HCNL1 in
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neokortikalen Neuronen der Layer Il und Il nachgewiesen werden. Der I, zeigte hierbei
aullerdem langsamere Aktivierungskonstanten und eine Verminderung der Amplitude (Strauss et
al. 2004).

Diese Beobachtungen sind im Hinblick auf die in dieser Arbeit erhobenen Daten interessant.
Unter Kapitel 5.3 habe ich diskutiert, dass das Fehlen einer Amplitudenreduktion im whole-cell-
Modus vermuten lasst, dass intrazellulare Bestandteile wie Kanalmodulatoren an der Alteration
von I, beteiligt sind. Es ware interessant, zundchst im Zell-Modell die tatséchliche
Dichteverteilung von HCN1-Kandlen zu ermitteln und im Anschluss, nach induzierter
Amplitudenreduktion, erneut zu untersuchen. Das ist prinzipiell ein schwieriges Unterfangen, da
die Transfektionsraten gemittelt werden miussten und hohe n-Zahlen erforderlich waren, um
annahernd repréasentative Ergebnisse zu erhalten. Wenn HCN2 anderen biophysikalischen/
molekularbiologischen Grundséatzen unterliegt als HCN1, konnte hier ein Ansatz gefunden sein,
weshalb Brewster et al. (2002) keine Dichteminderung von HCN2 nachvollziehen konnten.

Auch an anderen Klinisch interessanten Prozessen wie der Verarbeitung des neuropathischen und
inflammatorischen Schmerzes (Young et al. 2014) sind HCN-Kanéle beteiligt. Beschrieben
wurde auch eine Beteiligung von HCN-Kanalen auf den posttraumatischen Verlauf einzelner
Neurone nach Schadel-Hirn-Traumata (SHT) (Deng und Xu 2011). Ubergeordnete Funktionen
wie Lernen und Gedé&chtnis sind eng mit der Funktionsfahigkeit von HCN-Kanélen verknipft.
Eine Abwesenheit der in dieser Arbeit untersuchten HCN1-lsoform zeigte in Knockout-Mausen
eine fehlerhafte Verarbeitung von Informationen, die zur regelrechten Bildung des motorischen
Gedachtnisses oder zum motorischen Lernen notwendig sind (Nolan et al. 2004; Nolan et al.
2003).

Detaillierte Beschreibungen Uber spezifische HCN-Kanal-assoziierte pathophysiologische
Prozesse wurden von Herrmann et al. (2015), Postea & Biel (2011) und Benarroch (2013)

veroffentlicht.

5.8 Methodenkritik

Mit transfizierten HEK293 Zellen habe ich in dieser Arbeit ein in elektrophysiologischen
Laboren weit verbreitetes Expressionsmodell verwendet. Prinzipiell sind HEK293 Zellen einfach
zu kultivieren (Thomas & Smart 2005) und mittels Calcium-Phosphat-Prézipitation l&sst sich
Fremd-DNA valide in die Zellen implementieren (Jordan et al. 1998). Fiir elektrophysiologische
Untersuchungen ist die Qualitat der Zellmembran von grofRerer Bedeutung als fur viele
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molekularbiologische Aufbereitungen der Zellen, da bei letzteren die Zellen hdufig ohnehin
zerstort werden. Allein das Einschleusen von Fremd-DNA kann jedoch schon Artefakte in
elektrophysiologischen Ableitungen hervorrufen, da das Calcium-Phosphat-Prézipitat toxisch auf
die Zellmembran wirkt (Dudek et al. 2001). Eine fur valide elektrophysiologische Messungen
ausreichende Zell- und Transfektionsqualitat zu erhalten, kann ein zeitaufwéndiges Unterfangen
sein.

Vergleichende Messungen in Zellsystemen, die die in dieser Arbeit untersuchten HCN1-Kanale
bereits physiologisch exprimieren, werden keinen sicheren Hinweis darauf geben kénnen ob
durch die in dieser Arbeit erfolgten Transfektionen Messartefakte entstanden sind, da diese
Zellsysteme andere Grundeigenschaften aufweisen (wie zum Beispiel unterschiedliche
Zytosolzusammensetzungen und Zellarchitekturen). Hohe Expressionslevel (Vogel et al. 2006)
ermoglichen trotz der oben genannten Hirden im Allgemeinen eine ausreichend qualitative
Stromableitung.

Es ist bekannt, dass Strome, die von in HEK293 Zellen exprimierten Kanélen generiert werden,
zu Beginn von whole-cell-Messungen eine instabile Phase zeigen. Thomas und Smart (2005)
diskutieren, dass moglicherweise eine Agonisten-induzierte Internalisation der Rezeptoren, eine
Mobilisation der Rezeptormolekile innerhalb der Membran oder ein Austausch von
Intrazellulérbestandteilen hierfir Grundlage sind. Ph&nomene wie ein rundown oder run up
(Battefeld et al. 2010) sind nach der Etablierung des whole-cell-Modus beschrieben. Wie bereits
dargelegt, wurde in dieser Arbeit versucht, diese mdglichen initialen Stromalterationen durch
eine Wartezeit von zwei bis drei Minuten nach dem Aufreillen der Zellmembran nicht in die
Messungen einflieRen zu lassen. In dieser Zeit ggf. eintretende Anderungen der
Zelleigenschaften, die Einfluss auf die weiteren Ableitungen haben koénnten, sind jedoch im
Detail nicht nachvollziehbar.

Ein in HEK293 Zellen vorliegender endogener, auswértsgerichteter K*-Strom kann mittels
Blockern (siehe Losungen und Blocksubstanzen) einfach gehemmt werden.

Die Ableitung der Strome erfolgte bei einer Raumtemperatur von ca. 23°C. Hierdurch kénnen
die gemessenen Strome Kkleiner als bei physiologischen Temperaturen sein. Ebenso wird die
Aktivierungskinetik der Strome beeinflusst. Der Vorteil des HEK293 Expressionssystems
entgegen in vivo-Versuchen ist, dass eine weitestgehend isolierte Untersuchung von rHCN1
vermitteltem I, moglich ist. Jedoch liegen auch in diesem System neben externen Einflussgrofien
(wie z.B. Temperatur und pH-Wert) systemintrinsische Stérfaktoren vor.

In HEK293 Zellen werden endogen TRPM4-Kanéle (nichtselektiv, Kationen leitend) exprimiert,

die tiber steigende intrazelluldre Ca*™-Level aktiviert werden. Fiir die halomaximale Aktivierung
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von TRPM4 reicht bereits eine intrazellulare Ca™*-Konzentration von 61.9 + 3.5 uM (Amarouch
et al. 2013). Wie unter Kapitel 5.4 diskutiert, kann die wiederholte Aktivierung von rHCN1 zu
der Erh6hung intrazellularer Ca™*-Level fithren. Da TRPM4 fiir Ca™" nicht durchléssig ist, kann
in der Folge eine Depolarisation der Zelle eintreten (Launay et al. 2002), wodurch I, beeinflusst
werden konnte. Jedoch konnte ich in dieser Arbeit keine Anderung des Haltestroms beobachten.
TRPM4-Kandle werden durch 4-AP und TEA nicht geblockt. Interessanterweise blocken
mikromolare intrazellulare ATP-Konzentrationen TRPM4-Kanéle (Nilius et al. 2004). Sollte
durch mehrfache rHCN1-Aktivierung der intrazellulare Verbrauch von ATP steigen, wirde
somit auch die Aktivitdt von TRPM4 gesteigert werden. Es ist bisher nicht bekannt ob der
TRPMA4-Kanalblocker 9-Phenanthrol Auswirkungen auf HCN-Kanéle hat (Nilius & Flockerzi
2014). 9-Phenanthrol wurde in dieser Arbeit nicht verwendet.

Limitierungen der patch-clamp-Technik kénnen durch ein Entkoppeln der Plasmamembran mit
dem Zytoskelett entstehen. Der Unterdruck, der zur Etablierung des whole-cell-Modus nétig ist,
oder der Uberdruck, der beim dimpling (Eindellung der Zellmembran wihrend des Zufiihrens der
Glaskapillare auf die Zellmembran) entsteht, kann zu morphologischen oder funktionellen
Anderungen der Zelleigenschaften fiihren (Hamill & McBride 1997). Hamill und McBride
diskutieren, dass die Mechanosensitivitat der lonenkanéle durch eine solche Entkopplung
verandert werden kann. Die Entkopplung von Plasmamembran und Zytoskelett ist prinzipiell
auch im cell-attached-Modus wahrend der Etablierung des Patches moéglich. Der weiter oben
genannte rundown scheint als Ursache der I, Reduktion unwahrscheinlich zu sein. Dies ist
jedoch nicht génzlich ausschlieBbar, da sich keine Regeneration der Amplitudenreduktion
einstellte.

Im unwabhrscheinlichen Fall, dass ein rundown doch Anteil an der Verminderung von Iy, hat, ist
dies nicht auf den Verlust von cAMP zurtickzufthren, da eine intrazellulare Aufséttigung mit
8Br-cAMP keinen Einfluss auf die Regression von Iy, hatte. Es ist zudem unwahrscheinlich, dass
neben CcAMP der Verlust anderer rHCNL1-Energielieferanten ursachlich fir die
Amplitudenminderung ist. Im cell-attached-Modus wird nur ein kleiner Membranfleck
umgeladen. In diesem kleinen Areal der Zellmembran lag in diesen Versuchen nur eine (relativ
kleine) Anzahl von 466 + 82 rHCN1-Kandlen vor, wenn davon ausgegangen wird, dass die
Stromstdrke von I, durch einen einzelnen Kanal 88 fA betragt (Kole et al. 2006).
Interessanterweise wurde eine Reduktion von I, in Xenopus Oozyten, die natirlicherweise hohe
CAMP Level besitzen, nicht beobachtet (Mannikko et al. 2002)
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5.9 Ausblick

Da HCN-Kanile wichtige Regulatoren neuronaler Erregbarkeit sind und leichte Anderungen
ihrer Funktion Einfluss auf neuronale Aktivitdt haben, ist eine Verbindung zu neuronalen
Erkrankungen sehr wahrscheinlich (Nava et al. 2014; Herrmann et al. 2007; Huang et al. 2009;
Nolan et al. 2003). Eine Depolarisation durch NMDA- oder AMPA-Rezeptoren fiihrt zu einer
erhdhten Membraninsertion von HCN (Noam et al. 2010). Die durch Hyperpolarisation
induzierte Reduktion stellt moglicherweise einen Gegenmechanismus von I, dar. Mdgliche
strukturelle Unterschiede der HCN-Untereinheiten in vivo erschweren die Durchfiihrung und
Interpretation von Studien in Neuronen. Das in dieser Arbeit verwendete HEK293
Zellexpressionssystem kann daher hilfreich sein, in einem umschriebenen Modell diese
grundlegenden Funktionen von HCN1 zu verstehen. Mutationsversuche der PY-motif-Region
von Nedd4-2 in Kombination mit GFP (green fluorescence protein) konnen Aufschluss geben ob
eine Beteiligung von Nedd4-2 an der Reduktionsbeteiligung von Iy vorliegt und voltage-clamp-
Messungen in akuten Hirnschnitten (Maus, Ratte) kdnnen zeigen ob die in dieser Arbeit

erhobenen Daten auch in Ubergeordneten Zellsystemen nachvollziehbar sind.
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