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1 Einleitung

Biologische Schrittmacher sind hochspezialisierte Zellen, die in der Lage sind, rhythmische
Prozesse zu steuern. Sie bestimmen diverse lebenswichtige Korperfunktionen. Der autonome
Herzschlag, der Schlaf-/Wachrhythmus und die Atemfrequenz werden, wie auch die
Sekretion von Hormonen, durch die periodische Abfolge von Aktionspotentialen initiiert und
gesteuert. Bereits seit den spiten siebziger Jahren des zwanzigsten Jahrhunderts kennt man
einen lonenstrom, der entscheidend an der Ausbildung der rhythmischen Erregungen im
Sinusknoten beteiligt ist. Dieser Strom wurde aufgrund seiner besonderen Eigenschaften als I¢
(,,funny*) oder auch I (,hyperpolarisations-aktiviert”) bezeichnet (Brown et al. 1977,
Yanagihara and Irisawa 1980). Erstens wird er bei hyperpolarisiertem Membranpotential und
nicht wie die meisten anderen spannungsabhingigen lonenkandle durch Depolarisation
aktiviert. Zweitens werden sowohl Kalium- als auch Natriumionen geleitet, so dass es bei
hyperpolarisierten Membranen zu einem depolarisierenden Natrium-Einwiértsstrom kommt
und das rhythmische Feuern aufrecht erhalten wird. Das relative Permeabilititsverhiltnis
Pno/Px betrégt ca. 0,2-0,4 (Pape 1996). In Photorezeptoren (Attwell und Wilson 1980, Bader
und Bertrand 1984, Barnes und Hille 1989) und Pyramidenneuronen des Hippocampus
(Halliwell und Adams 1982) wurde ebenfalls ein durch Hyperpolarisation aktivierter
Kationenstrom beobachtet, der den Namen I, (,,queer®) erhielt. Studien sprechen dafiir, dass
es sich bei Iy, I, und I; um denselben Strom handelt (Ubersicht bei Pape 1996). Im Folgenden
wird daher nur noch die Bezeichnung I;, verwendet.

1.1 Rhythmische Erregungsbildung durch I

Im Gegensatz zur relativ niedrigen Frequenz biologischer Rhythmen, die auf der zeitlichen
Anderung der Expression bestimmter Gruppen von Genen beruht (z.B. zirkadiane Rhythmen),
feuern Schrittmacherzellen im  Sinusknoten oder in Neuronen aufgrund des
Zusammenwirkens von lonenkanilen wesentlich schneller. I, stellt einen Kalium/Natrium-
Strom dar, der durch Hyperpolarisation der Zellmembran aktiviert wird. Im Folgenden
werden die Eigenschaften von I, im Herz und im Gehirn beschrieben.

1.1.1 Der kardiale I;,

Der autonome Herzschlag wird von spezialisierten Schrittmacherzellen im Sinusknoten
kontrolliert, die vollkommen autonom spontane Aktionspotentiale generieren (DiFrancesco
1993). Diese Aktionspotentiale zeigen eine fiir Sinusknotenzellen typische langsame
diastolische Depolarisationsphase, wihrend der das Membranpotential langsam wieder bis zur
Schwelle der Aktivierung von T-Typ Calciumkanilen ansteigt, wodurch das nichste
Aktionspotential ausgeldst wird. Die diastolische Depolarisation wird massgeblich durch die
Aktivierung von I generiert. (Abb. 1.1-1).
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Abb. 1.1-1 Aktionspotential des Sinusknotens

Aktionspotential einer Sinusknotenzelle. Der schwarze Balken kennzeichnet den einwirts
fliessenden I;,. Abb. modifiziert nach Biel et al. (2002).

I, ist nicht nur wichtig fiir die Generierung von Schrittmacherpotentialen, sondern auch fiir
deren Regulation durch das autonome Nervensystem. Die Aktivierung des Sympathikus
bewirkt liber B;-Rezeptoren die Bildung von cAMP. Dadurch wird die Kanalaktivierung
beschleunigt, da cAMP die Aktivierungsschwelle des Kanals zu positiveren Potentialen
verschiebt (DiFrancesco et al. 1986, DiFrancesco und Tortora 1991) und so die diastolische
Depolarisationsphase verkiirzt wird. Als Konsequenz erhoht sich die Herzfrequenz (Brown et
al. 1979). Bei betaadrenerger Stimulation des Herzens z.B. durch Adrenalin oder Isoprenalin
wird iiber das Gs-Protein des Betaadrenorezeptors die Adenylatzyklase stimuliert und cAMP
gebildet, das I, aktiviert. Auf diese Weise kommt der positiv chronotrope Effekt der
Betaadrenorezeptor-Agonisten zustande (DiFrancesco und Tortora 1991). Parasympathische
Stimulation hingegen fiihrt durch Erregung von muskarinischen Acetylcholinrezeptoren zur
Reduktion des cAMP Spiegels in der Zelle und vermindert so die Offenwahrscheinlichkeit
des I Kanals. Der I;, Strom nimmt ab und so erniedrigt sich die Herzfrequenz.

Ausser im Sinusknoten wurden I, Strome im sekundiren Schrittmacher AV-Knoten (Noma et
al. 1980) und in Purkinje-Fasern (DiFrancesco 1981) sowie auch in myokardialen Bereichen,
die nicht zum Reizbildungs- und Reizleitungssystem gehoren, nachgewiesen.

1.1.2 Der neuronale I}

Im zentralen Nervensystem tritt I, in einer Vielzahl von Neuronen auf (Liithi und McCormick
1998, Pape 1996). Wie auch im Herz erfiillt I in einigen Teilen des Gehirns eine
Schrittmacherfunktion und kontrolliert rthythmische Oszillationen von Einzelneuronen und
neuronalen Netzwerken. Die Entstehung von neuronalen Rhythmen ist am intensivsten an
thalamocorticalen Neuronen untersucht worden. Vom Thalamus aus werden sensorische
Informationen zum Cortex weitergeleitet und so z.B. der Schlaf-/Wachrhythmus gesteuert
(Liithi und McCormick 1998, McCormick und Pape 1990). I, ist dabei wéhrend der
langsamen Depolarisationsphase eines Aktionspotentials aktiv (Abb. 1.1-2) und erwirkt
zusammen mit T-Typ Calciumkanilen das rhythmische Feuern (McCormick und Pape 1990).
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Abb. 1.1-2 I, in Thalamusneuronen

Aktionspotentiale eines thalamischen Schrittmacherneurons. Der schwarze Balken
kennzeichnet den einwirts fliessenden I,. Abb. Modifiziert nach Pape (1996).

Neben der Rolle als Schrittmacher trégt I, zur Einstellung des Ruhepotentials bei und kann als
Antwort auf liberschiessende hyperpolarisierende Reize eine Depolarisation bewirken. Diese
Depolarisation bewirkt z.B. in Photorezeptoren der Retina eine schnelle Adaptation auf helles
Licht (Fain et al. 1978, Wollmuth und Hille 1992). In Dendriten moduliert I, die Entstehung
von EPSPs (exzitatorische postsynaptische Potentiale) durch Verstirkung des Einflusses
distaler synaptischer Inputs (Robinson und Siegelbaum 2003). Dariiberhinaus bewirkt I}, eine
Modulation der synaptischen Plastizitdt (Beaumont und Zucker 2000). Die Rolle von I fiir
das Ruhemembranpotential und thalamische Oszillationen wurde anhand HCN2 defizienter
Mause bestétigt (Ludwig et al. 2003).

Im peripheren Nervensystem spielt I, eine Rolle bei der Schmerzwahrnehmung und bei
peripheren Neuropathien (Baker et al. 1987, Chaplan et al. 2003, Ingram und Williams 1994).

1.2 HCN Kanaiile
1.2.1 Molekulare Identifizierung der HCN Gene

Im Jahr 1998 gelang es drei Arbeitsgruppen unabhéngig voneinander, die Gene, die fiir
Schrittmacherkanéle kodieren, zu klonieren.

Ludwig et al. (1998) untersuchten die EST (expressed sequence tag) Datenbank nach
Sequenzen, die wie CNG Kanéle (Zyklonukleotid-gesteuerte Kanéle; Biel et al. 1999b) oder
zyklonukleotidabhéngige Proteinkinasen (Pfeifer et al. 1999) eine CNBD (Zyklonukleotid-
Bindungstasche) enthalten, da vermutet wurde, dass I, Kanidle durch direkte Bindung von
zyklischen Nukleotiden aktiviert werden (DiFrancesco und Tortora 1991). Auf diese Weise
konnten aus dem Mausgehirn drei homologe cDNAs isoliert werden (HAC1-3).

Durch einen Yeast-Two-Hybrid-Screen mit der SH3 Doméne der neuronalen Isoform von Src
und einer cDNA Bibliothek aus Mausgehirn konnte von einer zweiten Gruppe per Zufall ein
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als BCNG-1 bezeichneter Klon isoliert werden (Santoro et al. 1997). Nach einem
Sequenzvergleich mit CNG Kanélen und Kaliumkanilen wurde dieser als ein durch zyklische
Nukleotide modulierter Kaliumkanal bezeichnet. Spater wurde durch funktionelle Expression
gezeigt, dass es sich dabei tatsdchlich um einen durch Hyperpolarisation aktivierten
Ionenkanal handelte (Santoro et al. 1998).

Eine weitere full-length cDNA (HCN4) wurde schliesslich aus dem Herz verschiedener
vertebrater Spezies kloniert (Ishii et al. 1999, Ludwig et al. 1999, Seifert et al. 1999).

Mit degenerierten Primern, um neue CNBDs zu amplifizieren, konnten Gauss et al. (1998)
aus einer Seeigel-Sperma cDNA Bibliothek einen invertebraten Vertreter dieser neuen
Familie identifizieren (SPIH).

Eine einheitliche Nomenklatur der Kanéle wurde mit ,,hyperpolarization-activated and cyclic
nucleotide-gated (HCN) channels* geschaffen (Clapham 1998, Biel et al. 1999a).

1.2.2 Struktur der Siugetier-HCN Kaniile

Die vier Mitglieder der Saugetier-HCN-Familie (HCNI1-HCN4) zeigen eine
Sequenzhomologie von etwa 60% und sind strukturell eng mit CNG- und Kaliumkanédlen
verwandt (Abb. 1.2-1). Im Bereich vom ersten transmembrandren Segment S1 bis zur CNBD
ist die Homologie noch grosser, hier sind die Kanéle zu 80 bis 90% identisch, wiahrend N-
und C-Terminus der Gene nur wenig Ahnlichkeiten zeigen, sowohl in Bezug auf ihre Linge
als auch auf ihre Sequenz. Durch Hydrophobizititsanalysen wurde gezeigt, dass die HCN
Kanéle zur Familie der spannungsabhédngigen Kaliumkanéle gehdren, wodurch das Modell in
Abb. 1.2-2 postuliert werden konnte.

—— HCN2

—— HCN4

HCN1

——— HCN3

|, CNGA3
eag

Abb. 1.2-1 Phylogenetischer Stammbaum der HCN Kanile und verwandter Kaniile

Dargestellt sind die verwandtschaftlichen Beziehungen der HCN Kanéle untereinander wie
auch zu CNG Kanilen (exemplarisch am CNGA3) und zu Kaliumkanélen (exemplarisch am
eag Kanal der Maus). Der Stammbaum wurde durch Vergleich der Doménen S1-S6 und der
CNBDs der Kanéle erstellt.

Wie spannungsabhdngige Kaliumkanéle (Yellen 2002) bestehen die HCN Kanéle aus sechs
transmembraniren Helices, wobei S4 den positiv geladenen Spannungssensor darstellt, einer
ionenleitenden Pore und den intrazelluldr gelegenen N- und C-Termini. Die C-terminale
CNBD ist wie bei CNG Kanilen von S6 durch den sogenannten C-Linker abgetrennt (Zong et
al. 1998) (Abb. 1.2-2). Wie Kaliumkanédle (Doyle et al. 1998) assoziieren sich die HCN
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Untereinheiten wahrscheinlich zu Tetrameren (Abb. 1.2-2). Die Vielfalt des nativen I, kommt
einerseits durch die Expression der vier HCN Gene zustande, zum anderen wurde durch erste
Studien die Vermutung unterstiitzt, dass diese durch Bildung von Heterotetrameren aus
verschiedenen HCN Isoformen zu erkldren ist (Chen et al. 2001, Proenza et al. 2002, Ulens et
al. 2001, Xue et al. 2002, Er et al. 2003). Bislang fehlten allerdings in vivo Studien und
systematische biochemische Daten.

Na'/K’

D

)
¢
J

b
3’

Aussen

PH+ DT

Innen

H,N

Abb. 1.2-2 Modell der transmembraniren Struktur von HCN Kanilen

Dargestellt sind die sechs transmembranidren Doménen S1 bis S6, wobei S4 den positiv
geladenen Spannungssensor darstellt. Zwischen S5 und S6 liegt die Kanalpore. N- und C-
Terminus liegen intrazellulir und im C-Terminus ist die Bindungstasche fiir zyklische
Nukleotide (CNBD) ausgebildet. HCN Kanile bilden wahrscheinlich Heterotetramere. Im
rechten Bildteil sind vier HCN Untereinheiten dargestellt, die sich um die ionenleitende (Na"
und K") Pore anordnen. Die CNBDs der vier Untereinheiten sind rot hervorgehoben.

1.2.3 Gewebsexpression der HCN Kaniile

HCN Kanile werden in unterschiedlichem Ausmass v.a. im Herz, im Gehirn und in der
Retina exprimiert. In den folgenden Abschnitten wird die genaue Verteilung nédher
beschrieben.

1.2.3.1 Gewebsexpression der HCN Kaniile im Herz

Im Herz konnten HCN1, HCN2 und HCN4 identifiziert werden (Ishii et al. 1999, Ludwig et
al. 1998; 1999, Moosmang et al.2001, Moroni et al. 2001, Santoro et al. 1998, Seifert et al.
1999, Shi et al. 1999, Yasui et al. 2001).

HCN2 wird ubiquitir im Herz exprimiert. Transkripte finden sich im Sinusknoten, vor allem
aber in atrialen und ventrikuliren Myozyten. HCN2 defiziente Maiuse zeigen kardiale
Arrhythmien ausgehend vom Sinusknoten (Ludwig et al. 2003).
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HCN4 ist die dominante HCN Isoform im Sinusknoten, wird aber geringer auch in atrialen
und ventrikuldren Myozyten exprimiert. Dies deutet darauf hin, dass HCN4 Expression in
Zusammenhang mit spontan aktiven Zellen des Reizleitungsgewebes zu bringen ist,
wohingegen HCN2 Expression zur Funktion der nicht spontan aktiven Myozyten beitragt. Die
Deletion des HCN4 Gens in Méusen fiihrt zum Tod des Embryos. HCN4 scheint somit fiir die
Entwicklung des kardialen Schrittmacherapparates essentiell zu sein (Herrmann et al. 2003).

Der HCN1 Kanal wird im Herz nur in Spuren exprimiert und es ist fraglich, ob er grosse
Relevanz fiir kardiale Funktionen besitzt.

1.2.3.2 Gewebsexpression der HCN Kanile im Gehirn

Alle vier HCN Isoformen werden im Gehirn von Sdugetieren exprimiert (Monteggia et al.
2000, Moosmang et al. 1999, Santoro et al. 2000), wobei HCN3 die geringsten
Expressionsraten zeigt. HCN2 ist in den meisten Gehirnregionen stark exprimiert, die
Anwesenheit von HCN1 und HCN4 beschrinkt sich auf spezifische Regionen.

Die HCN1 Untereinheit wurde in Pyramidenneuronen des Neocortex, in CAl und CA3
Pyramidenneuronen des Hippocampus (etwas mehr in CAl) und in Neuronen des Stratum
oriens und des Stratum lucidum des Hippocampus gefunden. Sehr schwach wird HCNI
ausserdem im Gyrus dentatus exprimiert. Viele HCNI Transkripte finden sich in den
inhibitorischen Korbzellen und Purkinje-Neuronen des Kleinhirns und im Bulbus olfactorius.

HCN2 wurde ebenfalls in CA1 und CA3 Pyramidenneuronen (etwas mehr in CA3) und in
Neuronen des Stratum oriens und des Stratum lucidum des Hippocampus gefunden. Im
Thalamus sind HCN2 und HCN4 hoch in den exzitatorischen thalamocorticalen Relay
Neuronen exprimiert und HCN2 zudem in inhibitorischen thalamischen Neuronen. Starke
Signale ergaben sich ausserdem im Bulbus olfactorius und im Kleinhirn. HCN2 wird dariiber

hinaus in vielen weiteren Regionen des Gehirns exprimiert.

HCN3 wird sehr schwach im gesamten Gehirn exprimiert. Lediglich im Bulbus olfactorius
lasst sich HCN3 in grosseren Mengen nachweisen.

HCN4 wird neben dem Thalamus und dem Bulbus olfactorius schwach in Hippocampus und
Neocortex exprimiert.

Die Daten zur Expression der HCN Kanéle im Gehirn spiegeln lediglich die Anwesenheit von
mRNA wider. Um jedoch gesicherte Erkenntnisse zur Lokalisation in den teilweise sehr
langen Neuronen zu gewinnen, wére es notig, Untersuchungen auf Proteinebene
durchzufiihren.

Im Gehirn scheint die funktionelle Heterogenitit von Ij, in etwa die molekulare Heterogenitit
der einzelnen HCN Isoformen wiederzuspiegeln. So ist der schnell aktivierende HCN1 sehr
stark in CA1 Neuronen des Hippocampus exprimiert, wo ein sehr schnell aktivierender Iy
nachgewiesen wurde. Thalamocorticale Relay Neurone, die einen langsamer aktivierenden Iy

zeigen, exprimieren vor allem die langsamer aktivierenden Isoformen HCN2 und HCN4.
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1.2.3.3 Gewebsexpression der HCN Kaniile in der Retina

In Photorezeptoren kommt fast nur HCN1 vor. HCN2 und HCN3 konnten in der inneren

Kornerschicht nachgewiesen werden (Demontis et al. 2002, Moosmang et al. 2001).

1.2.4 Funktionelle Eigenschaften der HCN Kaniile

Nach heterologer Expression der HCN ¢cDNAs z.B. in HEK Zellen bilden sich Ionenkanile,
die die grundlegenden Eigenschaften des nativen I, zeigen: Aktivierung durch
Hyperpolarisation, Modulation durch zyklische Nukleotide, Leitung von Natrium- und
Kaliumionen und Blockade durch extrazelluldre Casiumionen (Ishii et al. 1999, Ludwig et al.
1998, 1999, Moosmang et al. 2001, Santoro et al. 1998, Seifert et al. 1999). Die in
verschiedenen Zellen beobachteten I, Strome unterscheiden sich hauptsédchlich in drei
Eigenschaften voneinander: ihrer Aktivierungskinetik, der Spannungsabhingigkeit der
Aktivierung (3.3.2) und im Ausmass der Modulation durch zyklische Nukleotide (1.2.4.2).

1.2.4.1 Aktivierung durch Hyperpolarisation

Anders als die verwandten spannungsabhéngigen Kationenkanile aktivieren die HCN Kanéle
bei hyperpolarisierten statt bei depolarisierten Membranpotentialen. Uberraschenderweise
besitzen HCN Kanile wie die durch Depolarisation aktivierten Kanéle in S4 eine Abfolge von
positiv geladenen Aminosduren (Arginin und Lysin). Diese fungieren bei depolarisations-
aktivierten Kanilen als sogenannter Spannungssensor (Horn 2002). In einer neueren Studie
konnten erste Einblicke in den Mechanismus gewonnen werden, iiber den das gleiche positiv
geladene Segment auch eine Aktivierung durch Hyperpolarisation vermitteln kann (Méannikko
et al. 2002). Dabei bewegt sich der Spannungssensor S4 bei Membranhyperpolarisation zum
Zellinneren hin, wodurch der Kanal gedffnet wird. Bei depolarisierten Potentialen wird der
Kanal durch eine Auswirtsbewegung von S4 wieder geschlossen. Wie das Offnen bzw.
Schliessen der Kanile durch die Bewegung von S4 zustande kommt, ist noch unklar.
Spannungsabhingige Kaliumkanile wie der Shaker Kanal reagieren auf diese Bewegungen
von S4 entgegengesetzt, d.h. sie werden durch die Auswirtsbewegung gedffnet. Der
Mechanismus der Kopplung der S4-Bewegung an die Kanal6ffnung bzw. —schliessung muss
sich somit von dem bei spannungsabhéngigen Kaliumkanilen beobachteten unterscheiden.

Die HCN Kanile unterscheiden sich in Bezug auf die Spannung ihrer halbmaximalen
Aktivierung (Vos). Vo ist ein Mass fiir den Spannungsbereich, in dem die Kanile aktiviert
werden konnen. Die in der Literatur beschriebenen Werte variieren sehr stark. Sie liegen
zwischen —70mV und —100mV, wobei HCN2 tendentiell bei negativeren Potentialen aktiviert
wird als HCN4 und HCN1 (Ishii et al. 1999, Ludwig et al. 1998, Moroni et al. 2000).

Die HCN Kanéle unterscheiden sich in der Geschwindigkeit ihrer Aktivierung. HCN1 ist mit
einer Aktivierungskonstante von Tuw= 100-300ms (Santoro et al. 1998, 2000) der am
schnellsten aktivierbare Kanal. HCN2 nimmt mit t,= 200-500ms eine intermedidre Position
ein (Ludwig et al. 1998, Santoro et al. 2000), wiahrend HCN4 mit Werten fiir T, von wenigen
hundert Millisekunden bis zu mehreren Sekunden der ,,langsamste* Kanal ist (Ishii et al.
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1999, Ludwig et al. 1999, Seifert et al. 1999). HCN3 wurde in diesem Zusammenhang bisher
nur ungeniigend beschrieben. Die Aktivierungskinetik wird durch verschiedene Dominen
innerhalb der HCN Kanéle gesteuert, u.a. von S1 und dem Linker zwischen S1 und S2 (Ishii
et al. 2001).

1.2.4.2 Kanalmodulation

cAMP beschleunigt die Aktivierungskinetik von nativen und klonierten HCN Kanilen im
Bereich physiologischer Konzentrationen (K,= 60-500nM; Ludwig et al. 1998, Wang et al.
2001) und verschiebt Vo5 um ca. 2 bis 20mV zu positiveren Potentialen. Auch cGMP kann
auf diese Weise die Kanile aktivieren, allerdings nur in 10 bis 100-fach hoheren
Konzentrationen als cAMP (K,= 6uM fiir HCN2; Ludwig et al. 1998). Bei HCN2 (12-14mV;
Ludwig et al. 1998, 1999) und HCN4 (11-23mV; Ishii et al. 1999, Ludwig et al. 1999, Seifert
et al. 1999) ist die Verschiebung durch cAMP am deutlichsten , wihrend HCN1 nur minimal,
wenn iiberhaupt, durch cAMP beeinflusst wird (2mV bis 5,8mV; Santoro et al. 1998, Wainger
et al. 2001).

Die molekulare Wirkung von cAMP wird durch die Authebung der inhibitorischen Wirkung
der CNBD auf den Kanal erklirt (Wainger et al. 2001, Wang et al. 2001). In Abwesenheit von
cAMP interagiert der C-Terminus mit der Kernregion des Kanals, verschiebt so die
Aktivierung in Richtung hyperpolarisierender Membranpotentiale und verhindert dadurch
eine Kanaloffnung im physiologischen Bereich. Die Unterschiede in der Reaktion der HCN
Kanile auf cAMP kommen dadurch zustande, dass ihre CNBDs das ,,gating* unterschiedlich
stark inhibieren und so cAMP einen mehr oder weniger grossen Effekt auslosen kann.

Neben zyklischen Nukleotiden werden die Eigenschaften der HCN Kanile auch durch
intrazelluldre Protonen moduliert (Munsch und Pape 1999). Im sauren Milieu wird die
Aktivierungskurve in Richtung hyperpolarisierter Spannungen verschoben und die Kinetik
verlangsamt. Verantwortlich fiir diese Reaktion auf Protonen ist im murinen HCN2 ein
Histidinrest an der Position 321 (His321), der sich am intrazelluliren Ende von S4 befindet
(Zong et al. 2001). Hohe Konzentrationen an extrazelluliren Protonen verschieben die
Aktivierungskurve dagegen zu depolarisierten Potentialen, was bei Ratten filir die
Geschmacksempfindung ,,sauer* von Bedeutung ist (Stevens et al. 2001).

1.2.4.3 lonenselektivitit

I, kommt durch Leitung von Kalium- und Natriumionen zustande, wobei etwa viermal soviel
Kalium- wie Natriumionen fliessen (Ho et al. 1994, Wollmuth und Hille 1992). Auch die
heterolog exprimierten HCN Kandéle leiten diese beiden Ionen in einem dhnlichen Verhéltnis
(Pno/Px= 0,15-0,25; Gauss et al. 1998, Ludwig et al. 1998, Santoro et al. 1998). Aus dem
Permeabilitdtsverhéltnis ergibt sich ein Umkehrpotential von —40 bis —25 mV. Dadurch
kommt es bei physiologischen Membranpotentialen zu einem Netto-Einstrom von Natrium in
die Zelle und durch die Membrandepolarisation zur Auslosung eines Aktionspotentials.
Andere einwertige lonen wie Lithiumionen werden nicht geleitet und durch Césiumionen

kommt es gar zu einer Blockade der Kanile. Auch zweiwertige lonen und Anionen kdnnen
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die HCN Kanile nicht passieren. Wie bei Kaliumkanilen findet sich innerhalb der Pore von
HCN Kanidlen ein Kalium-Selektivititsfilter bestehend aus der Aminosduresequenz GYG
(Glycin-Tyrosin-Glycin). In tetrameren Kaliumkanilen bilden die vier GYG Motive den
engsten Teil der Pore, wodurch die Selektivitdt fiir Kaliumionen zustande kommt (Lu et al.
2001, Zhou et al. 2001). HCN Kanile leiten neben Kalium- auch Natriumionen. Vermutlich
ist die Pore der HCN Kanidle im Vergleich zu den Kaliumkanilen sterisch flexibler
strukturiert, wodurch das grossere Natriumion passieren kann (Biel et al. 1999a).
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1.3 Ziel der Arbeit

1. Ist die Bildung heteromerer HCN Kandile moglich?

Erstes Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mogliche Interaktionen zwischen den HCN
Kandlen  durch  konfokale = Mikroskopie, = Ko-Immunprézipitationen und  die
elektrophysiologischen Eigenschaften von koexprimierten HCN Isoformen aufzukléren.

2. Werden HCN Kaniile glycosyliert und welche Rolle spielt diese fiir die Funktion?

Da es erst zur Auspragung der typischen HCN-Strome kommt, wenn die Kanalproteine in die
Plasmamembran integriert vorliegen, wurde die posttranslationale Glycosylierung als
moglicher Targetingmechanismus ndher untersucht. Durch Charakterisierung einer
glycosylierungsdefizienten Mutante des HCN2 Kanals sollte die Bedeutung einer
Glycosylierung herausgestellt werden.

3. Welche Kanalteile bestimmen die Geschwindigkeit und die Spannungsabhdiingigkeit der
Kanaloffnung?

Anhand des HCN2 Kanals und des HCN1 Kanals sollten die funktionellen Eigenschaften
einzelner cDNA-Bereiche ndher charakterisiert werden. Mittels Mutagenese wurden
rekombinante HCN2 Konstrukte entwickelt, um die cAMP-Abhéngigkeit des lonenkanals
bestimmten Aminosduren zuzuordnen. Durch Bildung von Chiméren zwischen HCN1 und
HCN?2 sollten des weiteren die Einfliisse von N- und C-Terminus sowie der Kernregion der
HCN Kandile auf die Spannungsabhingigkeit und die Aktivierungskinetik untersucht werden.

4. Konnen Defekte in HCN Genen zu ,,Channelopathien® fiihren?

Ein weiteres Ziel der Arbeit war es , die Moglichkeit einer Krankheitsmanifestation aufgrund
eines HCN Defekts anhand von zwei Patientenkollektiven mit zerebralen bzw. kardialen
Dysfunktionen zu untersuchen. Hierzu sollten Exons und Introns des HCN2 einer Gruppe von
Patienten, die an Cayman Ataxie leiden, bzw. Exons des HCN2 und des HCN4 von Sick
Sinus Syndrom Patienten durch Sequenzanalyse auf Punktmutationen bzw. durch Southern
Blot Analyse auf grossere Deletionen hin untersucht werden.



Material und Methoden 22

2 Material und Methoden

2.1 Plasmide

Die hier verwendeten Plasmide sind Abkommlinge des synthetisch hergestellten pBR322
(Bolivar et al.1977).

2.1.1 pcDNA3 und pcDNA3.1 Myc

Diese Plasmide (Invitrogen) dienten als Expressionsvektoren. Als solche kdnnen sie sowohl
in E.coli als auch in eukaryotischen Zellen zur heterologen Expression von rekombinanten
Proteinen verwendet werden. Die Transkription der einklonierten cDNA steht in beiden
Fillen unter der Kontrolle von starken viralen Promotoren, was eine sehr hohe
Expressionsrate ermdglicht. Desweiteren enthalten die Vektoren ein Polyadenylierungssignal,
welches die Synthese eines Poly-A-Schwanzes an das 3’-Ende der mRNA und damit die
Termination der Transkription steuert. Neben dem Ampicillinresistenzgen enthélt pcDNA3
ein Neomycinresistenzgen zur Selektion von stabilen Transformanten, welches fiir die
Phosphotransferase (Transposon Tn5) kodiert. Eukaryotische Zellen, die mit pcDNA3
tranfiziert wurden, kdnnen in Gegenwart hoher Konzentrationen Geneticin (G418) iiberleben
und so selektioniert werden.

Das pcDNA3.1 Myc Plasmid enthilt C-terminal zur MKS das Gen fiir ein Myc-Epitop. Es
wurde zur Klonierung von Fusionskonstrukten aus den HCN Kanélen und dem Myc-Epitop
verwendet. Nach heterologer Expression entanden so Fusionsproteine aus HCN Kanélen und
Myc (Glu-GIn-Lys-Leu-Ile-Ser-Glu-Glu-Asp-Leu), so dass mittels eines monoklonalen Anti-
Myc-Antikérpers Immunprizipitationen durchgefiihrt werden konnten. Die Klonierung ist in
2.1.4 beschrieben.

2.1.2 pIRES2-EGFP

Zur Lokalisierung von Kanalproteinen in HEK Zellen wurde mHCN2 ¢DNA in diesen Vektor
(Clontech) kloniert. Es werden dadurch nach Transfektion des Plasmids sowohl das HCN
Protein als auch EGFP in der gleichen Zelle exprimiert. Durch eine eigene
Ribosomenbindungsstelle (IRES: internal ribosome entry site) fiir das EGFP Gen entsteht
kein Fusionsprotein und somit bleiben die HCN Eigenschaften unangetastet, was eine
unbeeintrichtigte elektrophysiologische Charakterisierung erlaubt.

2.1.3 pCR®2.1-TOPO®

Dieser Vektor (Invitrogen) ist geeignet zum Subklonieren von PCR-Stiicken, die mit Tag-
Polymerase amplifiziert wurden. Durch eine Fragment-unabhédngige Transferase-Aktivitit der
Taq werden einzelne Deoxyadenosine (A) an die 3'-Enden der PCR-Produkte angefiigt. Der
linearisierte pCR®2.1-TOPO® hat einzelne iiberhiingende 3'-Deoxythymidin (T)-Enden, so
dass die Fragmente effektiv ligiert werden. An die T-Uberhiinge des Vektors ist kovalent
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Topoisomerase I gebunden. Diese Bindung wird bei Anwesenheit eines DNA-Fragments mit
A-Uberhiingen gespalten und das freigesetzte Enzym kann das PCR-Stiick und den Vektor
ligieren. Fiir diese Arbeit wurde der Vektor zum Sequenzieren von Bereichen aus dem
hHCN2 Gen verwendet.

2.1.4 pDsRed1-N1, pEGFP-N1-N3, pECFP-Mem

Diese als ,,Living colours fluorescent protein vectors® bezeichneten Plasmide (Clontech)
wurden zur Lokalisierung von HCN Kanélen und deren Mutanten in HEK Zellen benutzt. Die
Gene der vier HCN Kanédle (HCN1-4) wurden im Leserahmen mit den Genen fiir griin- bzw.
rot-fluoreszierende Proteine (EGFP modifiziert aus Aequorea victoria, RFP aus Discosoma
sp.) kloniert, was nach heterologer Expression in HEK Zellen zur Bildung von
fluoreszierenden Fusionsproteinen fiihrte. Anhand der Fluoreszenz in der Zelle nach UV-
Anregung konnte unter dem Mikroskop die zelluldre Verteilung von Wildtyp- und mutanten
Proteinen untersucht werden. Da die Markergene EGFP und RFP nach dem Einklonieren
eines Fremdgens unter dem gleichen Promotor wie dieses stehen, muss durch PCR das STOP-
Kodon des HCN Gens deletiert werden. Gleichzeitig wird an diese Stelle eine neue
Schnittstelle aus der multiplen Klonierungsstelle des neuen Vektors eingefiigt. Der grosste
Teil der zu klonierenden Gene wurde durch Restriktionsverdau (2.4.1) mit Enzyml und
Enzym2 (Abb. 3.1-1) gewonnen und zusammen mit dem mit Enzym2 und Enzym4
geschnittenen PCR- Fragment in die mit Enzyml und Enzym4 geschnittenen und
dephosphorylierten (2.4.2) Vektoren ligiert (2.4.3). Die Klonierung in pcDNA3.1 Myc
erfolgte analog. pPECFP-Mem kodiert ein Fusionsprotein aus einem N-terminalen Fragment
von Neuromodulin und ECFP, einer blau fluoreszierenden Variante von EGFP. Das
Neuromodulinfragment enthélt ein Signal fiir posttranslationale Palmitoylierung von Cystein,
wodurch das ECFP zur Zellmembran geleitet wird. Dieses Konstrukt wurde zur Markierung

von Zellmembranen in HEK Zellen bei mikroskopischen Experimenten verwendet.

2.2 Reinigung und Quantifizierung von Nukleinsiuren
2.2.1 Prazipitation von Nukleinsiuren

Zur Aufkonzentrierung und Reinigung wurden Plasmide und DNA-Fragmente mit Ethanol
gefillt (modifiziert nach Sambrook et al. 1989). Die wissrige Nukleinsdurelosung wurde
hierzu mit 1/10 Volumen NaOAc 5M und dem 2,5 fachen Volumen EtOH 99,9%, -20°C
versetzt und 10 min bei —80°C inkubiert. Die gefillte DNA wurde durch Abzentrifugieren
(12000 x g, 15min, 4°C) abgetrennt, der Uberstand dekantiert und das Pellet mit EtOH 70%
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet Smin in einer Vakuumzentrifuge

(Speedvac) getrocknet und in einer geringen Menge Wasser aufgenommen.

2.2.2 Phenol-Chloroform-Extraktion

Mit Hilfe einer Phenol-Chloroform Mischung kdnnen stdrende Proteine wie Enzyme aus

wiassrigen Nukleinsdurelosungen entfernt werden. Diese wurde 1:1 mit Phenol-Chloroform-
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Isoamylalkohol (25:24:1, Roth) versetzt, bis zur Emulsionsbildung geriittelt und bis zur
Phasentrennung abzentrifugiert (12000 x g, 5Smin). Die Nukleinsduren in der wéssrigen
Oberphase wurden in ein neues Reaktionsgefdss tiberfiihrt und mit Ethanol prazipitiert (2.2.1).

2.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiduren

Nukleinsduren absorbieren elektromagnetische Strahlung im Bereich von 250-270 nm, was
auf die aromatischen Ringsysteme der DNA-Basen zuriickzufiihren ist. Somit kann die
Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration durch Extinktionsmessung unter Anwendung des
Lambert-Beerschen Gesetzes erfolgen. Bei monochromatischem Licht der Wellenlange 260
nm und einer Schichtdicke von 1cm entspricht eine gemessene Extinktion von 1:

* einer DNA-Konzentration (doppelstrangig) von 50pug/ml
» einer Oligonukleotidkonzentration (einzelstrangig) von 33ug/ml

Die Reinheit bzw. Freiheit von Proteinen der DNA wurde aus dem Verhéltnis OD;g0/OD>go
abgeschétzt. Dieser Quotient sollte grosser als 1,7 sein.

2.3 Isolierung von Plasmid-DNA
2.3.1 Schnellisolierung von Plasmid-DNA (Alkalische Lyse)

Zur Schnellisolierung von Plasmid-DNA wurden die plasmidtragenden Bakterien (2.9) in
NaOH/SDS lysiert, wobei Proteine und DNA denaturiert werden. Die Methode (Birnboim
und Doly, 1979) basiert darauf, dass durch anschliessende Neutralisation mit Kaliumacetat
die relativ kleine Plasmid-DNA wieder renaturiert, wiahrend das wesentlich grossere
Bakterienchromosom denaturiert bleibt und mit den {ibrigen Zelltrimmern abgetrennt werden
kann. Die in Losung befindliche Plasmid-DNA wird mit Isopropanol geféllt und durch
Waschen mit EtOH 70% von in Isopropanol unléslichen Salzen befreit.

Ausgehend von einer E.coli Einzelkolonie wurde eine 7ml Ubernachtkultur bei 37°C und
225rpm in LB"-Medium gestartet. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation geerntet (3500
x g, 10min, RT) und in 250ul Resuspensionspuffer MP1 (Tris-HCL 50mM pHS,0, EDTA
10mM, RnaseA 100pg/ml) aufgenommen. Die Zellen wurden durch fiinfminiitige Inkubation
mit alkalischem Lysepuffer MP2 (NaOH 200mM, SDS 1%) aufgeschlossen, danach der
Ansatz durch Zugabe von MP3 (Kaliumacetat 3M pH5,5) 15 min auf Eis neutralisiert. Nach
Zentrifugation (12000 x g, 15min, 4°C) wurde der klare Uberstand mit Isopropanol gefillt,
das Pellet mit Ethanol gewaschen und nach Trocknung in 20ul H,O aufgenommen.

Dieses zeitsparende Verfahren ermdoglichte die Suche nach korrekten rekombinanten Klonen,
da mit der gewonnenen Plasmid-DNA Restriktions- (2.4.1) und Sequenzanalysen (2.8)
durchgefiihrt werden konnten.
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2.3.2 Plasmidisolierung und —reinigung durch Sidulenchromatographie

Zur Gewinnung grosserer Mengen hochreiner Plasmid-DNA wurde das Kit ,,Nucleobond
AX* (Macherey-Nagel) verwendet. Die Methode beruht auf dem Prinzip der alkalischen Lyse
(Birnboim und Doly, 1979; 2.3.1) in Verbindung mit einer chromatographischen Reinigung
iber eine Anionenaustauscher-Saule.

Mit einer 7ml Vorkultur ausgehend von einer E.coli Einzelkolonie wurde unter Antibiotikum-
Zusatz eine 100ml LB"-Kultur angeimpft und iiber Nacht bei 37°C mit 225rpm geschiittelt.
Am néchsten Morgen wurde die Kultur durch Zentrifugation geerntet (5000 x g, 10min, 4°C)
und das Bakterienpellet in 12ml Puffer S1 (Tris/HCI 50mM, EDTA 10mM, Rnase A
100pg/ml pH8,0, 4°C) resuspendiert. Nach Zugabe von 12ml Puffer S2 (NaOH 200mM, SDS
1%) wurde der Ansatz vorsichtig gemischt und bei RT 5min inkubiert. Durch Zugabe von
12ml Puffer S3 (Kaliumacetat 2,8mM pHS5,1) kam es zur Neutralisation der Prdparation und
nach fiinfminiitiger Inkubation auf Eis wurden die Zelltriimmer abzentrifugiert (75000 x g,
40min, 4°C). Der klare Uberstand, der die Plasmid-DNA enthilt, wurde auf die vorher mit
6ml Puffer N2 (Tris 100mM, EtOH 15%, KCI 900mM pH6,3, Triton X-100 0,15%)
dquilibrierte AX 500 Saule aufgebracht. Nach zweimaligem Waschen mit Puffer N3 (Tris
100mM, EtOH 15%, KC1 1150mM pH6,3) wurde die Plasmid-DNA mit 15ml Puffer N5 (Tris
100mM, EtOH 15%, KCI 1000mM pH6,3) eluiert, mit 10,5ml Isopropanol gefillt,
abzentrifugiert (10000 x g, 30min, 4°C), mit 5Sml Ethanol gewaschen und nach erneuter
Zentrifugation im Vakuum getrocknet. Die erhaltene hochreine DNA wurde in 500ul H,O
aufgenommen und zur Konzentrationsbestimmung bei 260nm photometrisch vermessen. Die

Qualitdt wurde durch Restriktionsanalysen und Sequenzierung tiberpriift.

Die auf diesem Weg gereinigte Plasmid-DNA wurde z.B. fiir PCR-Reaktionen, zur
Transfektion eukaryotischer Zellen oder zur Konstruktion neuer rekombinanter Plasmide
verwendet.

2.4 Enzymatische Modifikation von DNA

2.4.1 Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen (Synonym: Restriktionsenzyme) sind Endo-Desoxyribonukleasen,
die spezifische Basensequenzen innerhalb einer DNA-Doppelhelix erkennen und beide DNA-
Strange spalten (Sambrook et al., 1989). Die hier verwendeten Typ II-Restriktionsenzyme
spalten ihr Substrat innerhalb der meist palindromischen Erkennungssequenz, so dass
Fragmente mit definierten Enden entstehen. Je nach Enzym erfolgt die Spaltung an
gegeniiberliegenden Positionen des DNA-Doppelstranges oder versetzt, so dass glatte Enden
(blunt ends) oder iiberhdngende Enden (sticky ends) entstehen. Die bei einer Spaltung
entstchenden DNA-Enden besitzen eine 5’-Phoshat- und eine 3"-OH-Gruppe, was die spétere
enzymatische Neuverknlipfung (Ligation, 2.4.3) kompatibler Enden ermdglicht.
Restriktionsenzyme werden durch einen Buchstabencode nach dem Organismus benannt, aus

dem sie isoliert wurden. Fiir diese Arbeit wurden Restriktionsenzyme fiir die Praparation von
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DNA-Fragmenten zur Konstruktion rekombinanter Plasmide, fiir die Linearisierung von
Plasmiden zur Transfektion von eukaryotischen Zellen (2.12.4) und zur Restriktionsanalyse
rekombinanter Plasmide verwendet. Die verwendeten Enzyme der Fa.NEB, die

entsprechenden Puffer, die Erkennungssequenzen sowie die Inkubationstemperaturen sind im
Anhang (6.1) aufgefiihrt.

Der Restriktionsansatz wurde bei optimaler Temperatur 1,5h (analytischer Ansatz) bzw. 3-
15h (praparativer Ansatz) inkubiert und danach durch Gelelektrophorese (2.6) die Restriktion
iiberpriift bzw. Fragmente isoliert. Eine Einheit (1U) Restriktionsendonukleaseaktivitit
entspricht der Menge Enzym, die nétig ist, um 1pg DNA/h quantitativ zu schneiden.

2.4.2 Dephosphorylierung von DNA durch alkalische Phosphatase

Alkalische Phosphatase aus Kélberdarm (calf intestine phosphatase: CIP) spaltet endstdndige
5’-Phosphatgruppen von DNA-Molekiilen ab. Die Dephosphorylierung von DNA-Molekiilen
verhindert die durch DNA-Ligase katalysierte Zirkularisierung linearer, doppelstrangiger
DNA-Molekiile, da dieses Enzym einen endstindigen 5°-Phosphatrest benétigt. So wird die
Religierung eines linearisierten Vektors unterbunden, was die Klonierungseffizienz der
einzubauenden Fremd-DNA erhoht.

Nach Linearisierung eines Vektors im priparativen Massstab wurden direkt zum
Reaktionsansatz 10U CIP (NEB) und 0,1Vol 10xNEB3 zugegeben. Dieser Ansatz wurde 1h
bei 37°C inkubiert und danach das Enzym durch Hitze (75°C, 10min) inaktiviert. Derart
prapariert wurde die Vektor-DNA {iber ein Agarosegel gereinigt und eluiert (2.6.4) und fiir
Ligationsansitze (2.4.3) verwendet.

2.4.3 Verkniipfung von DNA-Fragmenten mit T4-DNA-Ligase

T4-DNA-Ligase (NEB) katalysiert unter ATP-Verbrauch die Bildung einer
Phosphodiesterbindung zwischen einem 3’-Hydroxyl- und einem 5’-Phosphatende von
doppelstrangigen DNA-Fragmenten (Weiss et al., 1968). Sie wurde eingesetzt, um Fremd-
DNA und Vektor-DNA kovalent zu rekombinanter Plasmid-DNA zu verkniipfen.

Ca. 50fMol linearisierter, dephosphorylierter Vektor und ca. 100fMol Fremd-DNA wurden
mit Ligasepuffer (NEB) und T4-DNA-Ligase (NEB) 3-16h bei 16°C inkubiert. Das
entstandene rekombinante Plasmid wurde anschliessend in E.coli transformiert (2.1.4).

2.5 Adapterligation

Um Gene N- oder C-terminal zu verkiirzen, wurden speziell konstruierte Adaptoren
eingesetzt. Dazu wurden von der Fa. MWG 5’-kinasierte Oligonukleotide synthetisiert, die
zueinander in der Kernregion komplementidr waren. Die Randstiicke entsprachen den
Uberhiingen ausgewihlter Restriktionsenzyme. Je nach Einsatzgebiet (N- oder C-terminal)
enthielten die Oligonukleotide die Kodons fiir einen Transkriptionsstart (ATG) oder ein
STOP-Kodon. Zur Uberpriifung der Ligation wurden ausserdem Erkennungssequenzen fiir
Restriktionssenzyme integriert.
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Je 100pMol Oligonukleotid wurden zusammenpipettiert und 2min im Wasserbad auf 75°C
erhitzt. Nach 30 miniitigem Abkiihlen in einem Becherglas, das mit dem vorher verwendeten
Wasser gefiillt war, wurden 2ul der Mischung zur Ligation in ein Plasmid, das mit dem den
Uberhiingen des Adapters entsprechenden Enzym geschnitten war, eingesetzt (2.4.3).

2.6 Auftrennung und Isolierung von DNA-Fragmenten

Nukleinsduren werden bei ihrer Wanderung im elektrischen Feld im Gel nach Masse und
Konformation (linear, offenzirkuldr bzw. superhelikal) aufgetrennt. Aufgrund ihres Zucker-
Phosphat-Riickgrats sind Nukleinsduren negativ geladen und wandern daher bei der
Elektrophorese zur Anode. Je grosser die Molekiile sind, desto geringer ist die
Laufgeschwindigkeit. Durch Interkalation des Fluoreszenzfarbstoffs Ethidiumbromid, mit
welchem die Gelmatrix versetzt wurde, konnen die aufgetrennten Fragmente im UV-Licht
(302nm) als diskrete Bande sichtbar gemacht werden. Ein DNA-Standard (1kb Ladder,
Gibco) ermoglicht die Grossen- und Konzentrationsabschitzung durch Vergleich der
Laufstrecken und Fluoreszenzintensititen. Um den Verlauf der Elektrophorese bei Tageslicht
zu kontrollieren, wurden dem Auftragspuffer farbige Marker zugegeben: Bromphenolblau,
das mit DNA-Fragmenten von 10-100bp wandert und Xylencyanol, das in Héhe von Skb-
Banden lauft.

2.6.1 Losungen

10xTBE Probenpuffer 6xdye

Tris (Roth) 0,9M Ficoll Typ 400 (Sigma) 18%
Borsdure (Roth) 0,9M EDTA pHS,0 0,12M
EDTA pHS,0 (Roth) 20mM 10xTBE 60ml

Bromphenolblau (Merck) 0,15%
Xylencyanol FF (Sigma) 0,15%

Lagerung: -20°C

Ethidiumbromidstammlosung Elektrophoresepuffer 1xXTBE
10mg/ml (Roth) 10xTBE 1T
H,0 9T

2.6.2 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten im Bereich von 15kb bis 1kb wurde die horizontale
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Fiir analytische und prédparative Zwecke kamen 0,7%ige
Gele zum Einsatz (8x8 cm). Zur Herstellung wurden 0,35g Agarose (Roth) in 50ml 1xTBE im
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Mikrowellenherd aufgekocht, bis sie vollstindig gelost waren. Nach Abkiithlung im
Wasserbad auf 50°C wurde Ethidiumbromid zu einer finalen Konzentration von 800ng/ml
zugegeben und die Mischung in eine Gelform gegossen (Sambrook et al.1989).

Den DNA-Proben wurde vor dem Auftragen 1/6 Vol 6xdye zugegeben. Die Elektrophorese
erfolgte fiir 1-3h bei 100V mit 1xTBE als Laufpuffer. Als Grossenvergleich wurden pro Gel
700ng 1kb Ladder aufgetragen. Zur Dokumentation der Gele wurde ein elektronisches
Bilderfassungsgerit der Fa. Biorad (Gel Doc 2000) verwendet.

2.6.3 Polyacrylamid-Gelelektrophorese
DNA-Fragmente der Grossen von 1000bp bis 50bp wurden durch vertikale Polyacrylamid-

Gelelektrophorese (PAGE) aufgetrennt. Die 5%igen Gele hatten eine Trennstrecke von 15 cm
und als Laufpuffer wurde auch hier IXTBE verwendet.

analytisches (0,75Smm Dicke) Polyacrylamidgel

Rothiphoresegel (Verhiltnis Acrylamid/NN'- 3,8ml
Bisacrylamid= 29:1, 40%, Roth)

10xTBE 3ml
TEMED (Sigma) 0,1%
APS (Sigma) 63ul
H,O ad 30ml

Die Mischung wurde sofort zwischen 2 Glasplatten gegossen.

Fiir praparative Gele (1,5mm Dicke) wurden die doppelten Mengen eingesetzt. Den DNA-
Proben wurden 1/6 Vol 6xdye zugegeben und die Elektrophorese erfolgte fiir 10min bei
100V, danach fiir 50min bei 260V. 700ng kb Ladder dienten als Grossenstandard. Nach der
Elektrophorese wurden die Gele Smin lang in Ethidiumbromidlosung (0,5pug/ml) gefarbt und
unter UV-Licht mittels Gel Doc 2000 dokumentiert und ausgewertet.

2.6.4 Isolierung von Nukleinsiurefragmenten durch Elektroelution

Um ein bestimmtes DNA-Fragment nach der Elektrophorese wieder aus dem Gel
zuriickzugewinnen, wurde es unter UV-Licht mit einem Skalpell ausgeschnitten und mit
300ul 1xTBE in einen ausgekochten Dialyseschlauch (Sigma) iiberfiihrt. In einer horizontalen
Elektrophoresekammer auf Eis wurde die DNA bei 145mA 1,5h aus dem Gel eluiert. Durch
Ethanolfallung konnte sie prazipitiert und anschliessend weiter untersucht werden.
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2.7 Polymerase-Kettenreaktion
2.7.1 Prinzip und Anwendung

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) (Saiki et al., 1988) ist ein
in vitro-Verfahren zur selektiven Anreicherung von definierten Nukleinsduresequenzen aus
einem Gemisch von Nukleinsduremolekiilen. Der zyklisch verlaufende Prozess beruht auf der
Eigenschaft von DNA-Polymerasen, einen Einzelstrang zum Doppelstrang aufpolymerisieren
zu konnen, sofern ihnen ein kurzer, doppelstrangiger Bereich als Primer zur Verfligung steht.
Es sind zwei Oligonukleotid-Primer erforderlich, die an den Réndern der zu amplifizierenden
Sequenz liegen, und spezifisch an den kodierenden bzw. den nicht-kodierenden Strang eines
DNA-Stiickes binden.

Die DNA-Matrize wird zundchst durch Hitzedenaturierung aufgeschmolzen. Dann kénnen die
Primer, die in grossem molarem Uberschuss vorliegen, an ihre entsprechende Zielsequenz
binden (Annealing). Ausgehend von diesem kurzen doppelstringigen Bereich wird der
fehlende, komplementire Einzelstrang in 5°->3’-Richtung synthetisiert (Elongation). Bei
Wiederholung dieser Reaktionsfolge kommt es nach jedem Zyklus zu einer Verdopplung der
DNA und damit zu einer exponentiellen, selektiven, etwa 10°-10-fachen Anreicherung der
durch die Oligonukleotide flankierten DNA-Sequenz. Theoretisch entstehen bei n Zyklen 2™
amplifizierte Molekdile.

Fiir diese Arbeit wurde die PCR zur gezielten Mutation von DNA eingesetzt (25 Zyklen).
Durch die Wahl von sequenzspezifischen Primern (MWG), in denen die gewiinschte Mutation
vorlag, konnten einzelne Basenpaare mutiert werden und so auch neue Schnittstellen fiir
Restriktionsenzyme eingefiihrt werden. Durch die Methode der {iiberlappenden Primer
(Overlap-PCR; 20 Zyklen) war es moglich, auch innerhalb eines DNA-Abschnitts bestimmte
Regionen auszutauschen. Dazu wurden zunédchst von der zu mutierenden Stelle aus in beide
Richtungen (5und 3") zwei Einzel-PCRs durchgefiihrt, wobei die Primer mit der Mutation an
der zu mutierenden Stelle komplementdr waren. Durch eine dritte PCR mit den &usseren
Primern, die auch fiir die Einzel-PCRs verwendet wurden, konnte das gesamte Fragment

amplifiziert werden.

Weiter wurden mittels PCR DNA-Bereiche aus humaner genomischer DNA amplifiziert (30
Zyklen), um diese auf Mutationen hin zu untersuchen. Fiir die Southern Blot Analyse dieser
DNA wurden per PCR Gensonden konstruiert (25 Zyklen).

2.7.2 Standardprotokoll

Die PCR wurde in einem Thermo Cycler (Biometra) durchgefiihrt. Als Ausgangsmaterial
dienten 10-20ng an Plasmid oder ca. 1pug wissriger genomischer DNA. Zwei thermostabile
DNA-Polymerasen wurden zur Amplifizierung von DNA verwendet:

* Die Tag-Polymerase aus Thermophilus aquaticus diente zur Amplifizierung von
Sequenzen aus genomischer DNA.
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e Die ,,cloned” Pfu-Polymerase aus Pyrococcus furiosus, deren Verwendung durch eine

»proof reading* Funktion zu einer geringeren Fehlerwahrscheinlichkeit fiihrt, wurde

fiir die Klonierung rekombinanter Plasmide verwendet.

Reaktionen und Losungen

10xcloned Pfu-Puffer (Stratagene)

Tris-HCL pHS,8
MgSO4

KCl1

(NH4)>S04
Triton X-100

200mM
20mM
100mM
100mM
1%

2XMasterAmpTM PCR PreMix (Epicentre)

nuklease-freies BSA

Reaktionsansatz Pfu
Primer 1 (10pmol/ul)
Primer 2 (10pmol/ul)

dNTP (je 1,25mM; Roth)

10xcloned Pfu-Puffer

Img/ml

2,5ul
2,5ul
8ul
Sul

cDNA

cloned Pfu (Stratagene) (2,5U/ul)

H,O

20ng
Tul
ad 50ul

Tris-HCL pHS8,3 200mM
KCl 100mM
each ANTP 400uM
MgCl, 3-7TmM
MasterAmp PCR Enhancer  0-8 x
Reaktionsansatz Taq

Primer 1 (10pmol/pl) 2,5ul
Primer 2 (10pmol/pl) 2,5ul
Premix J (Epicentre) 25ul
genomische DNA Tl

Taq (Promega) (5U/pl) Tl
H,O 18ul

Die beschriebenen Reaktionsansidtze wurden der in Tab. 1 aufgefiihrten Reaktionsfolge

unterzogen.

Tab. 1: Dauer und Temperatur der einzelnen Reaktionsschritte einer PCR

Phase

Initiale Denaturierung

ZyKlus (z.B. 1-25)

Verlingerung (Extension)

Denaturierung

94°C, 3min

94°C, 1min

Primer-Anlagerung

50-68°C, 1min

Polymerisation

72°C, 1-3min

72°C, S5min

Die Polymerisationszeit richtet sich nach Polymerase und Lénge des zu amplifizierenden

Stiickes.

Die Pfu-Polymerase

synthetisiert ca.

500bp/min, die Tag-Polymerase ca.
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1000bp/min. Die Temperaturen flir das Primer-Annealing wurden an die jeweiligen
Oligonukleotide angepasst.

2.8 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzanalyse von Plasmid-DNA und PCR-Fragmenten erfolgte nach der von Sanger et
al. (1977) entwickelten Didesoxymethode. Dabei synthetisiert eine DNA-Polymerase in vitro
an einer einzelstringigen DNA-Matrize den komplementédren Strang beginnend an der Stelle,
an die ein Oligonukleotid bindet. In Anwesenheit von 2°,3"-Didesoxynukleosidtriphosphaten
(ddNTPs) kommt es zu Kettenabbriichen, da eine OH-Gruppe in 3’-Position der Nukleotide
fiir eine Verlingerung der DNA notwendig ist. Bei sorgfiltiger Wahl des Verhéltnisses
zwischen dNTPs und ddNTPs entsteht eine Mischung aus DNA-Fragmenten jeder moglichen
Liange. Die unterschiedlich langen DNA-Fragmente werden durch den Einbau der mit
Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelten Didesoxynukleotide markiert. So kdnnen alle vier DNA-

Basen in einem Ansatz sequenziert werden, da jede einen anderen Farbstoff trigt.

2.8.1 Primer

Als Primer wurden Oligonukleotide (MWG) mit Kettenldngen zwischen 18 und 24bp
verwendet. Fiir die terminalen Bereiche der cDNA wurden Einheitsprimer, die komplementir
zur angrenzenden Vektorsequenz waren, verwendet. Fiir grossere Fragmente kamen
sequenzspezifische Primer zum Einsatz. Die Bindungspositionen lagen mindestens 20bp vor
dem zu identifizierenden Bereich.

2.8.2 Sequenzierreaktion

DNA (300-500ng) Tul Denaturierung  95°C, 2min

Primer (10pmol/ul) Tul Denaturierung  95°C, 30s

H,O 6,5ul Annealing 50°C, 40s 25x
DMSO Tl Elongation 60°C, 4min

Ready Reaction Mix (Perkin Elmer) 2,5ul

Die vier ddNTPs, die bei unterschiedlichen Wellenldngen fluoreszieren (ddGTP: 540nm,
ddATP: 570nm, ddTTP: 600nm, ddCTP: 630nm), dNTPs und 7ag-Polymerase sind in dem
Ready Reaction Mix enthalten. Die Amplifikation erfolgte in einem Thermocycler der Fa.
Biometra.

Da nur ein Primer zugegeben wird, findet hier nur eine lineare und nicht wie bei der PCR eine

exponentielle Vermehrung der DNA-Matrize statt.

Das Reaktionsprodukt wurde durch Ethanolfillung (2.2.1) prézipitiert, um nicht
fluoreszierende Nukleotide abzutrennen. Das Pellet wurde in 30ul TSR (Template

suppression reagent, Perkin Elmer) resuspendiert, 2min bei 95°C denaturiert und in einem
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ABI Prism™ 310 Sequenzierautomaten (Perkin Elmer) mittels Kapillarelektrophorese
analysiert. Die DNA-Fragmente wandern dabei durch eine polymergefiillte Kapillare unter
Spannung (12,2 kV) in 5">3'-Richtung durch einen Laserdetektor. Aus der Abfolge der
Farbsignale errechnet dann der Sequenzierautomat die Nukleotidabfolge.

2.9 Bakterienkultur und —transformation
2.9.1 Verwendeter Stamm

Zur Amplifikation von Plasmiden wurde als Wirtsorganismus der E.coli Stamm XL1-blue
MRF’ (Stratagene) verwendet, dessen Genotyp wie folgt beschrieben wird: A(mcrA)183
A(mrcCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac[F proABlacl?
ZAM15 Tnl0(Tet")].

2.9.2 Nihrmedium und Antibiotika

Die Aufzucht der Bakterien erfolgte in Luria-Bertani Medium mit Glucose (LB"). Vor der
Verwendung wurde das Medium fiir 10 min bei 121°C und 2 bar autoklaviert.

Luria-Bertani Medium
Peptone (Roth) 10g
Hefeextrakt (Roth)  5Sg

NacCl (Roth) S5¢g
Glucose (Roth) g
H,O ad 1000ml
pH7,2-7,5

Zur Selektion plasmidtragender Bakterien wurde dem LB"-Medium kurz vor der Anzucht das
dem verwendeten Vektor entsprechende Antibiotikum  zugegeben (Endkonzentration
Ampicillin:  100pg/ml;  Endkonzentration Kanamycin: 30ug/ml). Die wissrigen
Stammldsungen mit 50mg/ml Ampicillin-Natrium (Roth) bzw. 10mg/ml Kanamycin (Sigma)
wurden sterilfiltriert und in Aliquots bei —20°C gelagert.

Fiir die Plattenkultur wurden dem LB"-Medium vor dem Autoklavieren 15g/1 Agar (Roth)
zugefligt. Nach dem Abkiihlen auf 50°C wurde das Antibiotikum (Endkonzentration
Ampicillin: 50pg/ml; Endkonzentration Kanamycin: 30pg/ml) zugesetzt und das Medium in
sterile Petrischalen gegossen.

2.9.3 Kultivierung

Die Kultivierung von E.coli erfolgte unter aeroben Bedingungen bei 37°C. Fliissigkulturen
wurden in Glasrohrchen oder Erlenmeyerkolben unter Schiitteln mit 225rpm bei 37°C
herangezogen. Zur kurzfristigen Aufbewahrung und zur Separation von Einzelkulturen
wurden die Bakterienstimme auf antibiotikahaltige LB'-Platten ausgestrichen, bei 37°C
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inkubiert und bis zu 8 Wochen bei 4°C gelagert. Zum Zwecke der langfristigen
Aufbewahrung wurden logarithmisch wachsende Kulturen 1:1 mit autoklaviertem Glycerol
gemischt und bei —80°C autbewahrt.

2.9.4 Transformation von E.coli
2.9.4.1 Priparation kompetenter Bakterienzellen

Als kompetente Zellen bezeichnet man Bakterien, die in der Lage sind, exogene DNA
aufzunehmen. Fiir diese Arbeit wurden E.coli Bakterien durch Behandlung mit DMSO
kompetent gemacht. 100ml LB-Medium (wie LB" ohne Glucose) wurden mit Iml einer
Ubernachtkultur ausgehend von einer frischen Einzelkolonie von E.coli XL1-blue beimpft.
Sobald eine ODgyp von 0,35 bis 0,38 erreicht war, wurde die Kultur abgekiihlt und
abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 15ml 1xTSS resuspendiert, in Portionen von je
450ul aliquotiert, schockgefroren und bei —80°C gelagert.

1xTSS (Transformation and storage solution)

PEG (Polyethylenglycol) 3350 12,5ml

MgCl, IM 2,5ml
DMSO 2,5ml
LB ad 50ml

2.9.4.2 Transformation

Die Aufnahme freier DNA durch Bakterienzellen bezeichnet man als Transformation (Mandel
und Higa 1970). Ein so iibertragenes Plasmid wird bei geeignetem Selektionsdruck stabil auf
die Tochterzellen vererbt und kann durch die neu erworbene Antibiotikaresistenz

nachgewiesen werden.

400ul kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut, zu einem Plasmid oder Ligationsansatz
(2.4.3) pipettiert und zur DNA-Aufnahme auf Eis gestellt (30min). Nach 1h Schiitteln mit
2,6ml LB"-Medium bei 37°C wurde die Suspension auf Ampicillin- bzw. Kanamycinplatten
ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Zur Identifizierung positiver rekombinanter
Klone wurden Einzelkolonien einer alkalischen Lyse unterzogen (2.3.1).

2.10 Isolierung genomischer DNA aus Blut

Zur Gewinnung von genomischer DNA aus menschlichem Blut wurde das ,,High pure PCR
Template Preparation Kit“ (Roche) benutzt. Dabei werden die Zellen in Gegenwart von
Guanidin-HC] durch kurze Inkubation mit Proteinase K lysiert, wihrenddessen alle
Nukleasen inaktiviert werden. Die zelluldren Nukleinsduren binden selektiv an spezielle
Glasfasern eines Siulchens, von dem sie nach einigen Waschschritten hochrein wieder eluiert

werden konnen.
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200ml Citratblut wurde mit 200ul Bindepuffer (Guanidin-HCl 6M, Harnstoff 10mM, Tris-
HCL 10mM, Triton X-100 20% pH4,4) und 40ul Proteinase K (20ug/ul) 10min bei 72°C
inkubiert. Nach Zusatz von 100ul Isopropanol wurde der Ansatz auf eine Reinigungssiule
aufgebracht und 1min bei 4000 x g zentrifugiert. Im Folgenden wurde die Siule einmal mit
Inhibitor Removal Puffer (Guanidin-HCl 5M, Tris-HCL 20mM pH6,6, EtOH 40%) und
zweimal mit Waschpuffer (NaCl 20mM, Tris-HCL 2mM pH7,5, EtOH 80%) gespiilt.
Zwischen den Waschschritten erfolgte wie oben eine einminiitige Zentrifugation. Durch
Elution (Tris 10mM pHS8,5) wurde die genomische DNA aus der Sdule gewonnen.

2.11 Southern Blot Analyse

2.11.1 Herstellung P_markierter Gensonden

Um **P-markierte Gensonden zu erhalten, wurde das ,,random primed labelling® Verfahren
angewendet. Das als Matrize eingesetzte DNA-Fragment stammte aus einer PCR-Reaktion
(2.7). Ein Gemisch aus Zufalls-Hexanukleotiden (Roche) diente dabei als ,,random*-Primer
(Feinberg und Vogelstein 1983). Am 3’-Ende der DNA begann die Synthese des
komplementiren Strangs durch das Klenow-Enzym (Roche) und **P-markiertes dCTP wurde
in den Strang eingebaut. Uberschiissige Desoxyribonukleosidtriphosphate wurden iiber eine
Nick™ Column (Pharmazia) siulenchromatographisch abgetrennt. Die gereinigte Sonde
wurde mit TE-Puffer (Tris 1M pHS8,0, EDTA 0,5M pHS,0) eluiert und ihre spezifische
Aktivitit mittels eines Szintillationszéhlers bestimmt.

2.11.2 Southern Hybridisierung

Bei der Methode (Southern 1975) werden gelelektrophoretisch aufgetrennte DNA-Fragmente
auf eine Tragermembran iibertragen und dort immobilisiert. Dabei bleibt das Trennmuster der
Banden erhalten und es entsteht eine Kopie des urspriinglichen Gels. Dieser Blot wird mit
einer **P-markierten DNA-Sonde hybridisiert und durch Autoradiographie analysiert. Fiir
diese Arbeit wurde hiermit humane genomische DNA im Bereich des HCN2 Gens untersucht.

Nach Elektrophorese der mit Restriktionsenzymen verdauten DNA wurde das Agarosegel in
HCI 0,2N geschwenkt, wobei es durch partielle Depurinierung zu DNA-Strangbriichen kam
und somit der Transfer von langen Molekiilen erleichtert wurde. Um die DNA zu
denaturieren, wurde das Gel 30min in NaOH 0,5N, NaCl 1,5M inkubiert. Nach Neutralisation
in Tris 0,5M pHS8,0, NaCl 3M wurde das Gel in eine mit 10xSSC gefiillte Metallschale auf
einen mit 10xSSC getrinkten Schwamm gelegt und mit einer Nylonmembran (Hybond™-N,
Amersham) bedeckt. Ein Stapel Saugpapier {iber der Membran erwirkte die Kapillarkrifte, die
den Puffer durch das Gel nach oben saugten. Dabei wanderten die Nukleinsdure-Molekiile mit
und blieben an der Membran haften. Nach 18h wurde die Membran mit UV-Licht bestrahlt
und bei 80°C 2h gebacken, um die DNA kovalent an die Aminogruppen der Nylonmembran
zu binden.
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Hybridisierung

Die Nylonmembran wurde mit 1ml Churchpuffer pro 5em” in Hybridisierungsrollen 3h bei
60°C in einem Hybridisierungsofen inkubiert. Anschliessend wurde frischer Churchpuffer mit
5x10°cpm/ml **P-markierter DNA-Sonde in die Rolle mit der Membran gefiillt und der
Ansatz liber Nacht bei 60°C hybridisiert.

Nach 16h wurden unspezifisch- und nicht-gebundene Sonde durch Waschen entfernt:
* 15min in 2xSSC, 0,1%SDS, 60°C
e 30min in 0,4xSSC, 0,1%SDS, 65°C
*  40min in 0,4xSSC, 0,1%SDS, 68°C

Auf die Membran wurde fiir 4 Tage ein Hyperfilm® (Amersham) aufgelegt und zwischen
zwel signalverstirkenden Folien bei —80°C gelagert. Anhand der Schwirzung des
entwickelten Films konnten die DNA-Fragmente, die mit der Gendsonde hybridisiert hatten,
identifiziert werden.

2.11.3 Losungen

Churchpuffer 20xSSC

Natriumphosphatpuffer pH7,4 0,5M NaCl 175,3¢g
BSA (Roth) 1% NasCitrat*2H,0 (Merck) 88,2g
SDS (Roth) 7% H,O ad 1000ml
EDTA pHS8,0 ImM

Heringssperma-DNA (Sigma) 0,Img/ml

Natriumphosphatpuffer pH 7.4
IM NazHPO4 (ROth) 387ml
1M NaH,PO, (Roth) 113ml

2.12 Kultur eukaryotischer Zellen
2.12.1 Verwendete Zellinie

Fiir die Expression in eukaryotischen Zellen wurde die permanente Zellinie HEK 293 (HEK)
(ATCC®Nr.CRL 1573, Graham et al. 1977) verwendet. HEK Zellen sind humane
embryonale Nierenzellen (human embryonic Kidney cells), die stabil mit dem humanen
Adenovirus Typ 5 transfiziert sind.
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2.12.2 Niahrmedium

Minimum essential medium (MEM-Medium)

Das MEM-Medium (Gibco) ist sehr gut fiir das Wachstum von Sdugerzellen geeignet, da es
Aminosduren, Vitamine, Glucose und Mineralien (Eagle 1959) enthilt und so die in vitro
Kulturbedingungen den in vivo herrschenden so weit wie moglich angeglichen sind. Das
verwendete Medium enthélt L-Glutamin in einer stabilisierten Form als Dipeptid (L-Alanin-
L-Glutamin; Glutamax™; Gibco)

Kurz vor Gebrauch wurden dem Medium 50ml FBS (Biochrom) zugesetzt, um die
Versorgung mit bestimmten Wachstumsfaktoren, Hormonen, Anheftungsfaktoren u.d. zu
gewihrleisten, da die HEK Zellen in rein synthetischen Medien nicht iiberleben. Um das
Wachstum von Bakterien in der Zellkultur zu unterdriicken, wurde dem Medium ausserdem
eine Mischung von Penicillin G und Streptomycin (Biochrom) mit der Endkonzentration von
100U/ml Penicillin G und 100pg/ml Streptomycin zugesetzt.

Selektionsmittel

Zur Selektionierung und anschliessenden Kultur von Zellen, die durch das Gen fiir
Aminoglycosid-Phosphotransferase (APH-Gen vom Transposon Tn 5 aus E.coli, Southern et
al. 1982) eine entsprechende Resistenz tragen (Neo-Resistenzgen), wurde Geneticin (G418;
Roche) eingesetzt (Selektion: 400pg/ml; Kultur: 200pg/ml). Dieses Antibiotikum ist auch fiir
Eukaryoten toxisch, da es durch Bindung an die 80S-Ribosomen die Proteinbiosynthese
hemmt.

2.12.3 Kultur

HEK Zellen wachsen in adhédrenten Kulturen, sogenannten Monolayern, angeheftet an
Plastik-Kulturgefésse aus Polystyrol (Sarstedt). Die Zellen wurden in Brutschrinken bei 37°C
und einer CO,-Konzentration von 6% zur Konstanthaltung des pH-Werts im Medium
kultiviert. Alle verwendeten Losungen wurden vor Gebrauch auf 37°C vorgewarmt.

PBS pH7.,4 0,05%Trypsin/0,02%EDTA

NaCl (Roth) 40,0g Stammlosung (Biochrom): 0,5%Trypsin/0,2%
KCI (Roth) 1,0g EDTA mit PBS 1:10 verdiinnen; Lagerung: -20°C
Na,HPO4*12H,0 14,5g Einfriermedium

KH,PO4 (Roth) 1,2¢g MEM/FBS (ohne Antibiotikum) 90%

H,O ad 5000ml DMSO 10%
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Ausséen, Passagieren und Ernten von Zellen

Alle drei Wochen wurde ein frischer Gefrierstock von —196°C aufgetaut und in eine
Kulturflasche mit vorgelegtem Medium ausgesidt. Wenn die Gefédsse konfluent bewachsen
waren, wurden die Zellen passagiert und dabei im Verhiltnis 1:10 verdiinnt. Nach dem
Absaugen des Mediums wurden die Zellen mit PBS gewaschen und durch kurze Behandlung
mit Trypsin/EDTA voneinander und von der GefdBwand abgelost. Nach Trypsininaktivierung
durch Zugabe von Medium wurden die Zellen gut resuspendiert und auf folgende Weisen
weiterverarbeitet:

* Zentrifugation (1000 x g, 10min) und Aufbewahrung in Einfriermedium bei —-196°C
+ Uberfiihrung in ein neues Kulturgefiss und weitere Inkubation mit Medium

* nach Bestimmung der Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkammer Aussden fiir eine
spatere Transfektion

2.12.4 Transfektion von eukaryotischen Zellen

Beim Einbringen von fremden Genen in eukaryotische Zellen wird zwischen zwei
unterschiedlichen Strategien unterschieden, der transienten und der stabilen Transfektion. Bei
der transienten Transfektion (Calciumphosphat-Methode, Lipofektion) wird die zirkulédre
DNA unabhédngig vom Genom der Wirtszelle (episomal) transkribiert, die eingeschleusten
Gene sind allerdings nur voriibergehend aktiv und gehen im Verlauf weiterer Zellteilungen
wieder verloren. Nach stabiler Transfektion (Elektroporation) wird das Fremdgen zufillig ins
Genom der Wirtszelle integriert, dort mit diesem vermehrt und bei entsprechender Selektion
an die Tochterzellen weitergegeben.

Calciumphosphat-Methode

Zur Gewinnung grosserer Mengen rekombinanten Proteins fiir Membranprédparationen
wurden HEK Zellen mit der von Graham et al. (1973) beschriebenen Methode in einem nach
Ishiura et al. (1982) modifizierten Puffer transfiziert. Es kommt dabei zur Bildung eines
Calciumphosphat-DNA-Prézipitats. Der feinkornige Niederschlag setzt sich auf den Zellen ab

und wird von diesen endozytiert.

3 x 10° HEK 293 Zellen wurden in Petrischalen (152cm®) ausgesit und im Brutschrank
(37°C, 6% CO,) inkubiert. Nach 36h wurden die Zellen transfiziert. Der Transfektionsmix
wurde 20min bei RT inkubiert, danach tropfenweise auf die Zellen gegeben und die Schalen
18h bei 3% CO; und 35°C inkubiert. Am néchsten Tag erfolgten zwei Waschschritte mit PBS
und nach weiteren 48h im Brutschrank bei 37°C und 6%CO, wurden die Zellen durch
Zentrifugation (1000 x g, 10min) geerntet.
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Verwendete Losungen

BBS (2xBES-buffered solution) Transfektionsmix

BES (Sigma) 50mM CaCl, 2,5M 150pl
NaCl 280mM BBS 1500ul
Na,HPO, pH6,95 1,5mM Plasmid-DNA T2ug
H,O ad 800ml  H,O ad 3000ul

pH6,95 einstellen (NaOH)
H,O ad 1000ml

Sterilfiltrieren, Lagerung: -20°C

Lipofektion

Liposomen bilden mit Plasmid-DNA in serumfreier Losung Komplexe, die mit der
Zellmembran verschmelzen und durch Endozytose ins Zellinnere gelangen (Felgner et al.
1987). Die Transfektionseffizienz ist hier im Vergleich zur Calciumphosphat-Methode
wesentlich erhdht.

Die Transfektion fand in 6- bzw. 24-Lochplatten statt. Fiir die Elektrophysiologie und die
Mikroskopie waren die 24-Lochplatten mit sterilen Glascoverslips ausgelegt. Eine geeigntete
Zellzahl wurde in die Platten ausgesit (6-Loch: 500000, 24-Loch: 20000-30000) und 6h
spiter wurde der Transfektionsmix (pro Loch einer 24-Lochplatte [2cm®] wurden 24,25ul
serumfreies MEM mit 0,75ul Fugene®6 5min bei RT inkubiert, danach 025ug DNA
zupipettiert und der Ansatz 30min bei RT inkubiert) tropfenweise auf die Zellen gegeben.
Etwa 72h nach der Transfektion war geniigend Protein exprimiert, um weitere
Untersuchungen durchzufiihren.

Elektroporation von HEK Zellen mit hHCN4/pcDNA3 (stabile Zelllinie)

Die Elektroporation ist eine physikalische Methode, um DNA in Zellen einzubringen. Die
Zellmembran agiert als elektrischer Kondensator und ist somit unfahig, Stréme durchzulassen
(ausser durch Ionenkanile). Durch Anlegen eines pulsierenden elektrischen Feldes wurde die
Membran an einigen Stellen aufgebrochen und die entstechenden Poren im nm Bereich
erlaubten die Diffusion von DNA in das Zytoplasma und den Zellkern (Neumann et al. 1982).
Um die Integrationswahrscheinlichkeit ins Wirtsgenom zu erhéhen, wurde hHCN4/pcDNA3
vorher mit Sspl linearisiert. Nach der Elektroporation blieben die Zellen kurz auf Eis, damit
sich die Membran langsam wieder schliessen konnte. Dann erfolgte der Transfer zuriick in
das Kulturmedium. Als Selektionsmarker wurde G418 (Geneticin) verwendet.

HEK Zellen wurden trypsiniert und in einer Konzentration von 10’ Zellen/ml in PBS
aufgenommen. 0,8ml dieser Verdiinnung wurden in eine kalte Elektroporationskiivette

(Elektrodenabstand 0,4cm) gefiillt, Smin auf Eis abgekiihlt, das linearisierte Plasmid
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(hHCN4/pcDNA3) zugegeben und bei 1000V/25uF elektroporiert (Gene Pulser ™11, Biorad).
Nach 10min auf Eis wurde der Ansatz auf 8 Petrischalen (145cm”) verteilt und mit
Néhrmedium inkubiert. Nach 48h wurde die Kultur in Gegenwart von 400pug/ml G418
weitergefiihrt.

Um einheitliche Zellpopulationen zu erhalten, wurden nach 4 Wochen Kultur, wahrend derer
immer wieder vereinzelt wurde, Einzelkolonien mit einer Einweg-Pipettenspitze gepickt und
weiterkultiviert. Als Nachweis, dass hHCN4 stabil exprimiert wird, wurden die Klone
elektrophysiologisch (2.19) und durch Western Blot (2.15) untersucht.

2.13 Membranpraparation

HCN Kanidle werden funktionell in der Zellmembran exprimiert. Durch
Differentialzentrifugation ist es moglich, diese sog. Mikrosomenfraktion, die auch
Membranen intrazelluldirer Kompartimente mit einschliesst, von den restlichen
Zellbestandteilen zu trennen. Da Kanalproteine nach einer Zellzerstorung sehr schnell von
Proteasen gespalten werden, wurden alle Arbeitsschritte bei 4°C durchgefiihrt und den
verwendeten Losungen eine Mischung aus verschiedenen Proteaseinhibitoren zugesetzt.

2.13.1 Losungen

Proteaseinhibitoren Lysepuffer

Die Losungen wurden bei —20°C gelagert und MOPS (Roth) 20mM
kurz vor Gebrauch dem Lysepuffer im Sucrose (Merck)  0,3M
Verhiltnis 1:1000 zugesetzt (Jodacetamid 1:300) EDTA pH7.4 1mM

* 1mg/ml Leupeptin (Calbiochem) in EtOH 50% Lagerung: 4°C
* 1mM Pepstatin A (Sigma) in EtOH 50%

* 1mg/ml Antipain (Calbiochem) in EtOH 50%

* 100mM PMSF (Fluka) in EtOH 100%

* 1M 1,10-Phenanthrolin (Fluka) in EtOH 100%

* 1M Benzamidin (Sigma) in H,O

e  300mM Jodacetamid (Sigma) in H,O

2.13.2 Durchfiihrung

Die bei —80°C gelagerten HEK Zellpellets (nach Calciumphosphat-Transfektion) wurden auf
Eis in Lysepuffer aufgenommen und in einem Glas-Teflonhomogenisator (,,Potter, Fa.
Braun) mit 10 Hiiben homogenisiert. Nach 10 miniitiger Zentrifugation (16000 x g, 4°C)

wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet nochmals analog behandelt. Die Uberstinde
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wurden vereinigt und die Mikrosomenfraktion durch Ultrazentrifugation abgetrennt (45min,
100000 x g, 4°C), in 100ul Lysepuffer aufgenommen, resuspendiert und aliquotiert bei —80°C
gelagert. Die Pridparation von Membranen aus Mausgehirn (C57black6) erfolgte analog,
nachdem die Gehirne mechanisch auf Eis zerkleinert worden waren.

2.14 Quantifizierung von Proteinen

Der Proteingehalt von Membranpriparationen wie auch von Komplettlysaten zur
Immunprézipitation wurde mittels der Bradford-Methode bestimmt. Hierzu wurde eine BSA-
Standardreihe von 1-30pg Protein ad 100ul NaCl 0,15M nach Zugabe von je Iml Coomassie
Brilliantblau G250 Losung erstellt. Nach 2min bet RT wurde die Absorption bei 595 nm
vermessen. Die Proteinproben wurden analog vermessen und vom Photometer (Eppendorf
Bio Photometer) anhand der Standardreihe quantifiziert.

Coomassie Brilliantblau G250 Losung

Coomassie brillant blue G250 (Merck) 50mg
EtOH 95% 25ml
H;3PO4 50ml
H,O ad 500ml  nach Filtrieren Lagerung bei 4°C

2.15 Western Blot Analyse
2.15.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen durch denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) wurde nach Lammli (1970) durchgefiihrt. Die Anlagerung von SDS an Proteine
filhrt zur Auflosung tibergeordneter Raumstrukturen und zur Solubilisierung unldslicher
Proteinaggregate (z.B. Einschlusskorper). Durch den Zusatz von SDS héngt die
Wanderungsgeschwindigkeit der Molekiile weitgehend nur noch von ihrer Grosse ab, da die
starke negative Ladung des gebundenen Anions die proteineigenen liberdeckt. Durch Zugabe
von reduzierenden Agentien wie DTT werden zusétzlich alle Disulfid-Briicken getrennt. Ein
Grossenstandard (Benchmark Protein Ladder, Gibco) diente als Vergleichsmassstab. Die
Prozentigkeit der Gele richtete sich nach den zu analysierenden Proteinen. Fiir HCN1 und
HCN2 wurden 6%ige Gele, fiir HCN4 5%ige Gele verwendet.

Zur Elektrophorese wurde eine Mini-Gel Apparatur der Fa. Biorad (Protean 3) verwendet und

anschliessend wurden die getrennten Proteine spezifisch durch Immunoblot nachgewiesen.
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Losungen
SxElektrophoresepuffer

Tris 15,1g
Glycin (Roth) 72g
SDS (Roth) S5¢g

H,O ad 1000ml

Lagerung: 4°C

4xTrenngelpuffer

Tris 1.5M
SDS 0,4%
pH 8,8

5% Trenngel

Acrylamid fiir SDS-PAGE
4xTrenngelpuffer

H,O

TEMED

APS 20%

Sammelgel

Acrylamid fiir SDS-PAGE
4xSammelgelpuffer

H,O

TEMED

APS 20%

2,5ml
3,75ml
8,75ml
10ul
30ul

0,65ml
1,25ml
3,05ml
Sul
25ul

6xProbenpuffer
Tris-Cl/SDS pH6,8
Glycerol (Merck)
SDS

Bromphenolblau

7ml
3ml
lg
1,2mg

DTT (Zusatz nur bei Ko-IP) (Roth) 0,93g

H,O

Lagerung: -20°C

4xSammelgelpuffer

Tris 0,5M
SDS 0,4%
pH 6,8

6% Trenngel

Acrylamid fiir SDS-PAGE
4xTrenngelpuffer

H,O

TEMED

APS 20%

ad 10ml

3ml
3,75ml
8,25ml
10ul
30ul

Acrylamid fiir SDS-PAGE (Roth)

Acrylamid

N,N’'Methylen-bisacrylamid

30%
0,8%

Zur Herstellung der Gele wurden Glasplatten mit 1,5mm Spacer in die Giessvorrichtung

gesetzt, das Trenngel bis 2cm unter den oberen Rand gegossen und mit Isopropanol
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tiberschichtet. Nach 1h wurde das Isopropanol entfernt und das Sammelgel eingefiillt, in das
ein Kamm mit 10 Taschen gesteckt wurde.

Die Proteinproben wurden mit 6xProbenpuffer versetzt, Smin bei 98°C denaturiert und in die
Taschen des Gels eingebracht. Die Elektrophorese in 1xElektrophoresepuffer dauerte bei
100V ca. 2h.

2.15.2 Immunologische Detektion durch Western Blot

Die Anwesenheit von HCNI, HCN2 und HCN4 in den Membranpriparationen und
Proteinlysaten sollte spezifisch durch Western Blot nachgewiesen werden. Dazu wurden die
aufgetrennten Proben vom SDS-Gel auf eine Nitrocellulosemembran iibertragen. Unter
Verwendung spezifischer Antikorper und einer sensitiven Chemolumineszenzmethode (ECL,
Amersham) konnten nativ und heterolog exprimierte HCN Kanalproteine auf der Membran
detektiert werden. Dabei bindet ein sekundérer Antikdrper (Amersham), der an Meerrettich-
Peroxidase gekoppelt ist, an den membrangebundenen priméren Antikorper. Diese Peroxidase
oxidiert Luminol, wodurch ein lichtemittierender, angeregter Ubergangszustand eintritt. Die
Chemolumineszenz ldsst sich mit einem speziellen Film (Hyperfilm ECL, Amersham)

dokumentieren.

Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurden das SDS-Gel, Filterpapiere (Schleicher
und Schiill) und die Nitrocellulosemembran (Hybond ECL, Amersham) mit Transferpuffer
getrinkt und der Blot folgendermassen in die Blottingapparatur (Mini Trans Blot”, Biorad)
eingebaut: Schwamm, Filter, Gel, Membran, Filter, Schwamm. Dieser ,,Sandwich* wurde
senkrecht in eine mit Transferpuffer gefiillte Elektrophoresekammer gestellt und 1h bei
300mA geblottet. Zur Visualisierung des Markers und zur ersten Abschitzung des
Laufverhaltens der Proben wurde die Membran 5min in Ponceau-S-Losung gebadet und nach
teilweiser Entfarbung mit H,O der Marker mit Bleistift nachgezogen. Nach Waschen des
Blots in IxTBST folgte {iber Nacht eine Blockierung bei 4°C (in 1xXTBST mit 5% BSA), um

freie Protein-Bindungsstellen zu besetzen.

Nach 17h wurde der Blot 10min mit 1xTBST gewaschen und anschliessend 2h mit
Antikorperverdiinnung (Anti-HCN1, Anti-HCN4: 1:500 und Anti-HCN2: 1:250 in 1xTBST +
0,1%BSA) inkubiert. Nach weiteren 3 Waschschritten mit IxXTBST wurde der Blot 1h mit
sekunddrem Antikorper (Amersham ECL rabbit 1:2000 in 1xTBST + 0,1% BSA) hybridisiert
und danach fiinf Mal gewaschen. Zur Visualisierung der Banden wurde die Membran Imin
mit ECL Reagens (Amersham) behandelt und danach das Ergebnis durch Auflegen eines
Films (Hyperfilm, Amersham) in der Dunkelkammer sichtbar gemacht.
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Losungen

Transferpuffer 10xTBS

Tris 3,03¢g Tris 12,1g
Glycin 14,4¢ NaCl 80,23¢g
Methanol (Roth)  200ml H,O ad 1000ml
H,O ad 1000ml

IxXTBST Ponceau-S-Losung

1xTBS Ponceau S (Sigma) 0,5g
Tween20 (Roth)  0,1% Eisessig (Roth) Iml

H,O ad 100ml

2.16 Deglycosylierung von Proteinen

N-Glycosidase F ist ein Enzym, das alle Typen Asparagin-gebundener N-Glycanketten
spaltet. Da Glycosylierungen als posttranslationale Modifikationen beim Targeting zur
Zellmembran eine wichtige Rolle spielen, gibt ein Verdau mit dem Enzym Aufschliisse iiber

Transportmechanismen von speziellen Proteinen.

50-200png Membranprotein aus transfizierten HEK Zellen oder Mausgehirn wurden durch
Kochen in B-Mercaptoethanol 0,1M und SDS 0,5% denaturiert. Die Reaktion wurde auf Tris
15mM, Orthophenanthrolin 20mM und Triton X-100 1% gebracht und iiber Nacht mit SU N-
Glycosidase F (Roche) bei 37°C verdaut. Die Proteinmischung wurde durch SDS-PAGE und
Immunoblot (0) weiter untersucht.

2.17 Ko-Immunprazipitation

Durch Féllung eines Proteinkomplexes aus zwei Proteinen mit einem spezifischen Antikdrper
gegen das erste Protein, und Nachweis durch Western Blot mit einem Antikdrper gegen das
zweite, konnen Protein-Interaktionen nachgewiesen werden. Zum Isolieren des Gemisches
verwendet man Protein A Sepharose-Kiigelchen als feste, abzentrifugierbare Matrix. Es
handelt sich hier um ein stabile, quervernetzte Form der Agarose, an die kovalent Protein A
aus Staphylococcus aureus gebunden ist, das die Fahigkeit besitzt, Immunglobuline zu binden
(Chenais et al. 1977).
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2.17.1 Zellkultur und —lyse

Je zwei HCN Isoformen, deren Interaktion untersucht werden sollte, wurden nach Ko-
Transfektion der entsprechenden cDNAs in HEK Zellen exprimiert. In 6-Lochplatten wurden
je 500000 Zellen ausgesit und mit Fugene™6 wurden pro Loch 0,6pug cDNA jedes Plasmids
transfiziert. Dabei war immer ein HCN Kanal mit einem Myc-tag versehen, um diesen mittels
eines monoklonalen Antikorpers spater zu isolieren. Nach 72h wurden die Zellen zweimal mit
PBS gewaschen, da ansonsten FBS unspezifisch an die Protein A Sepharose-Kiigelchen
binden kann. Mit einem Plastikschaber wurden die Zellen von der Oberfliche abgeldst und
10min in 500pl Triton-Lysepuffer (2.17.2) bei 4°C inkubiert. Das Detergens Triton X-100
lysiert die Zellmembran, wihrend der Zellkern und andere intrazellulire Kompartimente
intakt bleiben. Danach wurden die Zelltriimmer durch Zentrifugation (12000 x g, 4°C)
abgetrennt und das {iiberstehende Lysat fiir die Ko-Immunprézipitation eingesetzt. Die
Zelllyse aus Mausgehirn (C57black6) erfolgte unmittelbar nach der Organentnahme. Das
komplette Gehirn wurde in einem Glas-Teflonhomogenisator (,,Potter*, Braun) mit 10 Hiiben
in Triton-Lysepuffer homogenisiert und wie oben zentrifugiert.

2.17.2 Ko-Immunprizipitation

Im Falle der HEK Zelllysate wurden 30ul Protein A Sepharose-Kiigelchen in PBS mit 1ul
Anti-Myc-Antikorper (Cell signalling) und je 500ul Zelllysat und HNTG-Puffer in einem
Eppendorf-Reaktionsgefiss vereinigt und bei 4°C 16h in einem Rollhybridisierer inkubiert.
Nach Abzentrifugieren (12000 x g, 4°C) wurden die Kiigelchen drei Mal mit HNTG-Puffer
gewaschen und dazwischen wieder zentrifugiert (12000 x g, 4°C). Die Detektion mit einem
Antikorper gegen das zweite Protein erfolgte durch SDS-Gelelektrophorese und Immunoblot.
Die Ko-Immunprizipitation aus Mausgehirnlysat erfolgte mit je 2mg (Bestimmung nach
Bradford, 2.14) Gesamtproteinlysat unter Verwendung von 2ul Anti-HCN2-Antiserum statt
Anti-Myc-Antikorper. Als Negativkontrolle wurde statt des ersten Antikorpers ein Antikdrper

gegen CNG6 verwendet.

Triton-Lysepuffer HNTG-Puffer

HEPES pH7,5 (Sigma) 50mM HEPES pH7,5 50mM
NaCl 150mM NaCl 150mM
Glycerol 10% Glycerol 10%
EDTA pHS,0 5SmM EDTA pHS,0 SmM
Triton X-100 (Roth) 1% Triton X-100 0,1%

Beiden Puffern wurde kurz vor Gebrauch eine Proteasehemmermischung (2.12.1)

zugesetzt.
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2.18 Konfokale Mikroskopie

Mit dieser Methode sollte die Lokalisierung von fluoreszenzmarkierten HCN Kanalproteinen
und eine eventuelle Kolokalisation unterschiedlicher Konstrukte in HEK Zellen untersucht
werden. Dabei regt ein Laser des LSM 510 META (Zeiss) in nur einer genau definierten
Ebene die Fluorochrome der Probe an, das emittierte Licht gelangt auf einen Detektor und es
wird iiber einen Computer ein ,,optischer Schnitt* des Praparats dargestellt. Die Besonderheit
gegeniiber herkdmmlichen Fluoreszenzmikroskopen ist die exakte Erfassung einer diinnen
Ebene durch Einsatz einer Lochblende, wodurch kein Streulicht aus dariiber- oder
darunterliegenden Ebenen erfasst wird. Es konnen in einem Arbeitsgang mehrere
Fluorochrome kurz hintereinander mit den entsprechenden Wellenléngen angeregt werden,
was die Untersuchung unterschiedlicher fluoreszenzmarkierter Proteine in einer Zelle
ermdglicht. Zur Transfektion der HEK Zellen wurden Fusionskonstrukte aus HCN Kanilen
mit Genen fiir fluoreszierende Proteine verwendet (2.1.4).

2.18.1 Zellkultur

Je 30000 HEK Zellen wurden in mit Glasdeckelchen ausgelegte 24-Lochplatten ausgesit.
Damit die Zellen besser hafteten, wurden die Glasflichen vorher mit 0,1mg/ml Poly-L-lysine
(Sigma) 30min bei 37°C beschichtet und danach mit PBS gewaschen. Pro Loch wurden mit
Fugene“6 (2.12.4) 02ug DNA je Konstrukt transfiziert. Nach 90h wurden die
Glasdeckelchen mit PBS gewaschen und 10min bei RT mit Paraformaldehyd 4% in PBS
fixiert. Es folgten zwei weitere Waschschritte mit PBS, dann wurden die Glidschen mit der
Zellseite nach oben auf Objekttrager (Marienfeld) gelegt und mit einem diinnen
Glasplattchen, das mit einem Tropfen Permafluor ,,mounting medium*“ (Immunotech)
versehen war, bedeckt. Bei 4°C hértete dieses Einbettmedium aus und die so priparierten
Zellen konnten konfokal mikroskopiert oder zunéchst fiir mehrere Tage gelagert werden. Um
die Zellmembran zu visualisieren, wurden jedem Tranfektionsansatz ausserdem 0,2ug/well
pECFP-Mem (2.1.4) zugesetzt.

2.18.2 Mikroskopie

Die Untersuchungen am LSM 510 META wurden mit einem 63x Olimmersionsobjektiv
durchgefiihrt. Je nach fluoreszierendem Protein wurden unterschiedliche Laser und
Wellenlédngen zur Anregung benutzt (Tab. 2).

Tab. 2 Anregungswellenlingen der verwendeten fluoreszierenden Proteine

Protein Laser | Anregungswellenlinge

EGFP Argon/2 488nm

RFP HeNel 543nm

ECFP Argon/2 458nm
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Die Auswertung der Aufnahmen erfolgte mit der von der Fa. Zeiss bereitgestellen Software

(Confocal Microscopy Software Release 3.0).

2.19 Elektrophysiologische Untersuchungen
2.19.1 Grundlagen und Durchfiithrung

Die elektrophysiologischen Untersuchungen wurden mit der Ganzzell-Konfiguration der
Patch-Clamp-Technik (Hamill et al. 1981) bei RT durchgefiihrt. HEK Zellen wurden zwei bis
drei Tage nach Transfektion auf Deckgldschen ausgesét (2.12) und in einer Kammer unter
mikroskopischer Beobachtung gemessen. Testsubstanzen wie zyklische Nukleotide wurden
iiber die Pipette zugesetzt. Die Ableitung erfolgte mit Hilfe von Glaselektroden (Patch
Pipetten), die an einen Axopatch 200 B Verstirker (Axon Instruments) gekoppelt waren. Die
Patchpipette wurde auf die Zelloberfliche gebracht und durch Sog der unter der
Pipettendffnung befindliche Membranausschnitt in die Pipette eingesaugt. Hierdurch erhdhte
sich der Pipettenwiderstand bis in den Gigaohmbereich (Gigaseal). Das Membranstiick wurde
durch kurzzeitigen starken Unterdruck durchbrochen und als Flache lag hierdurch die gesamte
Zelloberfliche der Messung zugrunde. Nach dem Durchriss hatte das Zellinnere direkte
Verbindung zur Pipettenlosung und wurde von dieser dialysiert. Die Daten wurden bei 10kHz
unter Verwendung der pCLAMP 8 Software (Axon Instruments) aufgenommen und

analysiert.

Badlosung (extrazellulir) Pipettenlosung (intrazellulir)
NaCl (Merck) 110mM KCl 130mM
MgCl, (Merck) 0,5mM NaCl 10mM
CaCl, (Merck) 1,8mM MgCl, 0,5mM
HEPES SmM EGTA (Sigma) ImM
KCl (Merck) 30mM HEPES 5mM
pH7,4 (NaOH) Mg-ATP (Sigma) 3mM

pH7,4 (KOH)

2.19.2 Messprotokolle

Ausgehend von einem Haltepotential von —40mV wurde fiir 3,25s das Membranpotential auf
Werte zwischen —140mV und —30mV geklemmt (Vorpulse). Anschliessend wurde ein 500ms
langer Testpuls von —140mV appliziert. Die Tail-Strome, die unmittelbar nach dem letzten
Schritt zu —140mV aufgenommen wurden, sind als Stromdichte (pA/pF) dargestellt. Die
Daten wurden nach Normalisierung mittels der Boltzmann Funktion gefittet: (I-Ipin)/(Imax-
Imin) = [1-exp([ V-V 5])/k)].
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Die Zeitkonstanten der Kanalaktivierung (T,.¢) von HCN Kanélen und deren Mutanten wurden
nach hyperpolarisierenden Pulsen (4,25s) auf —-140mV durch | fitten* mittels einer
Exponentialfunktion ermittelt.

Die Neuraminidase-Behandlung erfolgte wie durch Tyrell et al. (2001) beschrieben.
Transfizierte HEK Zellen wurden vor der Messung fiir sechs Stunden mit 0,3U/ml
Neuraminidase Typ X (Sigma) inkubiert. Vor der Aufnahme wurde das Enzym durch die
extrazellulire Losung ausgewaschen. Als Kontrolle dienten unbehandelte, transfizierte HEK
Zellen.

Die Messungen zur Bestimmung der cAMP-Abhingigkeit von mHCN2 und Mutanten 1-3
wurden mit einer cAMP-Konzentration von 1mM durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Heteromerisierung von HCN Kanilen

Die in der Literatur beschriebenen I;, Studien zeigen eine grosse Variabilitdt in Bezug auf die
Aktivierungskinetik, die Spannungsabhingigkeit der Aktivierung und die Modulation durch
cAMP. Diese Unterschiede sind zum Teil durch die Eigenschaften von HCN1-4 zu erkliren.
Fiir spannungsabhingige Kaliumkanéle wurde gezeigt, dass sie in Form von Heterotetrameren
in der Zellmembran vorliegen (Yellen 2002) und es so in vivo zur Ausbildung eines
charakteristischen Stroms kommt. Basierend auf der grossen strukturellen Ahnlichkeit mit
spannungsabhingigen Kaliumkanélen ist es denkbar, dass auch HCN Kanile diese Struktur
ausbilden. In heterologen Expressionssystemen wurden bisher erste Hinweise auf die Bildung
von Heteromultimeren zwischen HCN1 und HCN2 gefunden (Chen et al. 2001, Ulens und
Tygat, 2000, Xue et al. 2002). In neonatalen Kardiomyozyten deuten Versuche auf eine
Interaktion zwischen HCN2 und HCN4 hin (Er et al. 2003). Im Rahmen dieser Arbeit wurde
erstmals systematisch die Heteromerisierung zwischen HCN Isoformen untersucht.

3.1.1 Klonierung von Fusionsproteinen

Zur Visualisierung der HCN Kanéle per Mikroskopie und zum Prézipitieren mit spezifischen
Antikorpern (3.1.4) wurden die Gene fiir mHCN1, mHCN2 und mHCN3 (Ludwig et al. 1998)
und fiir h(HCN4 (Ludwig et al. 1999) aus dem Expressionsvektor pcDNA3 im Leserahmen an
den N-Terminus von Genen fiir fluoreszierende Proteine bzw. fiir das Myc-Epitop in die
Vektoren pDsRed1-N1, pEGFP-N1-N3 und pcDNA3.1 Myc kloniert (2.1.4) (Abb. 3.1-1).

A
ATG Enzym?2 STOP
Enzyml ‘ Enzym3
[ ]
> I< Enzym4 >
P1 P2
B
ATG STOP
‘ EGFP/RFP
[ I
ATG STOP
[ ‘ ||
Myc

Abb. 3.1-1 Klonierung der HCN Gene in die ,Living colours fluorescent protein
vectors“ pDsRed1-N1, pEGFP-N1, pEGFP-N3 und in pcDNA3.1 Myc.
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A: Gezeigt ist schematisch ein HCN Gen, das iiber Enzym1 und Enzym3 in pcDNA3 kloniert
ist. Durch PCR mit Primerpaar P1/P2 wird anstelle des STOP-Kodons eine Schnittstelle der
MKS des neuen Vektors eingefiigt (< Enzym 4 >), wobei P2 die entsprechende Mutation tragt
(Zur genauen Klonierung siehe 2.1.4.). Die fiir die einzelnen Konstrukte verwendeten
Enzyme und Primerpaare sind in Tab. 3, die Sequenzen der Primer in 6.2 aufgelistet. B:
Dargestellt ist die schematische Abbildung der aus der Klonierung in A resultierenden
Fusionskonstrukte von HCN Kanédlen mit EGFP bzw. RFP (720bp bzw. 681bp) und Myc-tag
(29bp). Die dunkelgrauen Bereiche stellen die HCN Gene dar, die hellgrauen Bereiche die
Gene fiir EGFP bzw. RFP und fiir Myc-tag. Die Genexpression erfolgt vom ATG der HCN
Sequenz bis zum STOP-Kodon des Markerproteins.

Tab. 3 Enzyme und Primerpaare zur Klonierung der Fusionsproteine.

Konstrukt Enzyml |Enzym2 |Enzym4 |P1 P2 Vektor
mHCN1-EGFP HindIII ApalLl BamHI BM132F | BM135R | pEGFP-N3
mHCN1-Myc HindIII Apall BamHI BM132F | BM135R | pcDNA3.1 Myc
mHCN2-EGFP EcoRI Xhol Kpnl BM39F |BM35R | pEGFP-N1
mHCN2-RFP EcoRI Xhol Kpnl BM39F |BM35R | pDsRedI-N1
mHCN2-Myc EcoRI Xhol Xbal BM39F |BM42R | pcDNA3.1 Myc
mHCN3-EGFP HindIII Xmal Accl BM40F |BM34R | pEGFP-NI
mHCN3-RFP HindIII Xmal Accl BM40F |BM34R |pDsRedl-N1
mHCN3-Myc HindIII Xmal BamHI BM40F |BM43R | pcDNA3.1 Myc
hHCN4-EGFP EcoRI BamHI Kpnl BM41F |BMS51R | pEGFP-NI
hHCN4-RFP EcoRI BamHI Kpnl BM41F |BMS51R | pDsRedl-N1
hHCN4-Myc EcoRI BamHI Xhol BM41F |BM50R | pcDNA3.1 Myc
Mut.Gly2-EGFP | EcoRI Xhol Kpnl BM39F |BM35R | pEGFP-NI

3.1.2 Elektrophysiologische Untersuchung von mHCN2-EGFP und hHCN4-RFP

Zur funktionellen Charakterisierung der Fusionsproteine wurden HEK Zellen exemplarisch
mit mHCN2-EGFP und hHCN4-RFP transfiziert und im Ganzzellmodus Stromkurven
aufgezeichnet. EGFP und RFP sind im Gegensatz zum Myc-Epitop sehr grosse Proteine
(EGFP: 27kDa, RFP: 26kDa) und so sollte der Nachweis erbracht werden, dass die
Kanaleigenschaften grundsitzlich nicht verdandert werden. Es ergaben sich bei den Messungen
(Abb. 3.1-2) keine auffdlligen Unterschiede im Vergleich zu nicht-fusionierten Kanilen.
Sowohl nach Transfektion von mHCN2-EGFP als auch von hHCN4-RFP wurden nach
Hyperpolarisation Einwértsstrome beobachtet, wobei mHCN2 charakteristisch schneller
aktivierte.
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mHCN2-EGFP hHCN4-RFP
-40 = -40 H
I E
-140 -140

—_l0.5nA |0.2 nA

0.5 sec 1 sec

Abb. 3.1-2 Elektrophysiologische Untersuchung von mHCN2-EGFP und hHCN4-RFP

Dargestellt sind Ganzzellstrome von HEK Zellen, die transient mit mHCN2-EGFP (links)
bzw. mit hHCN4-RFP (rechts) transfiziert wurden.

3.1.3 Untersuchung der Ko-Lokalisation durch konfokale Mikroskopie

Die Ko-Lokalisation von jeweils zwei HCN Kanilen wurde 90h nach transienter Transfektion
der beschriebenen fluoreszierenden Fusionskonstrukte in HEK Zellen durch konfokale
Mikroskopie untersucht (2.18). In Abb. 3.1-3 sind die Ergebnisse nach Transfektion von
mHCNI1-EGFP, mHCN2-RFP und pECFP-Mem zur Visualisierung der Plasmamembran
gezeigt. Sowohl mHCNI (A) als auch mHCN2 (B) befinden sich in der Plasmamembran (C),
wie die exemplarische Uberlagerung der Einzelbilder von mHCNI-EGFP und der
Plasmamembran zeigt (E). D zeigt die Kolokalisation der beiden Proteine in der Zellmembran
durch die fast durchgéngige Gelbfarbung.
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Abb. 3.1-3 Konfokale Mikroskopie von HEK Zellen nach Transfektion von HCN1-
EGFP, HCN2-RFP und pECFP-Mem

Zu sehen ist eine Gruppe von 4 intakten Zellen. Der zentrale, gefdrbte Bereich stellt eine
fiinfte, zugrundegegangene Zelle dar. A: mHCNI1-EGFP; B: mHCN2-RFP; C: pECFP-Mem

(Marker zur Visualisierung der Zellmembran); D: Uberlagerung von A und B; E:
Uberlagerung von A und C; F: Uberlagerung von A, B und C. Der Balken zeigt 10um an.

Auch alle anderen Zweierkombinationen von HCN  Untereinheiten  wurden
konfokalmikroskopisch untersucht. In Abb. 3.1-4 (siche nidchste Seite) sind die
Kombinationen mHCN1-EGFP/mHCN3-RFP (A-C) , mHCNI1-EGFP/hHCN4-RFP (D-E),
mHCN2-EGFP/mHCN3-RFP (G-H), mHCN2-EGFP/hHCN4-RFP (K-M) und mHCN3-
EGFP/hHCN4-RFP (N-P) zu sehen. Alle Ionenkanile sind im Bereich der Plasmamembran
lokalisiert und ausser mHCN2-EGFP und mHCN3-RFP ldsst sich fiir alle Kombinationen
eine Kolokalisation beobachten (Gelbfirbung im iiberlagerten Bild). Bei mHCN2-
EGFP/mHCN3-RFP erscheint das iiberlagerte Bild (I) diffus. Die punktuelle Gelbfarbung
kommt eventuell durch benachbarte, aber nicht kolokalisierte Kanéle zustande.
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Abb. 3.1-4 Konfokale Mikroskopie von HEK Zellen nach Transfektion von
fluoreszierenden HCN Untereinheiten
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A-C: mHCNI-EGFP/mHCN3-RFP, D-E: mHCNI1-EGFP/hHCN4-RFP, G-H: mHCN2-
EGFP/mHCN3-RFP, K-M: mHCN2-EGFP/hHCN4-RFP, N-P: mHCN3-EGFP/hHCN4-RFP.
Die Aufnahmen C, F, I, M und P zeigen jeweils die iiberlagerten Bilder der ensprechenden
Reihe. Die Balken zeigen 10pm an.

3.1.4 Ko-Immunprizipitation von HCN Kanilen

Der Nachweis einer direkten Interaktion von HCN Kanidlen sollte mittels Ko-
Immunprézipitationen (2.17) erbracht werden. /n vivo wurde die Ko-IP aus totalem
Mausgehirnlysat mit einem Antikdrper gegen mHCN2 durchgefiihrt. mHCNI und mHCN2
bilden im Gehirn Heteromere (Abb. 3.1-5), da der Komplex mit Anti- HCN2 gefillt werden
und mit Anti-HCN1 detektiert werden konnte. HCNI liegt hier ausschliesslich in einer ca.
125kDa schweren glycosylierten Form vor (3.2.1).

IP AS2 ¢
125kDa — - .
110kDa — '- WB: Anti-HCN1
MG MG

Abb. 3.1-5 Ko-Immunprizipitation aus Mausgehirn

Western Blot visualisiert mit Anti-HCN1. MG: Mausgehirnlysat; AS2: Anti-HCN2; c¢: Anti-
CNG6; Zum Grossenvergleich sind 75pug totales Mausgehirnlysat (MG) und 10ug
Membranpriparation aus mHCN 1 -transtizierten HEK Zellen (ganz links) aufgetragen.

Zum Nachweis einer Interaktion der tibrigen HCN Kanidle wurden jeweils zwei cDNAs in
HEK Zellen transfiziert, wobei immer eine HCN Isoform mit einem Myc-tag (3.1.1) versehen
war. Nach Prézipitation der Komplexe aus dem Zellysat mit einem Anti-Myc-Antikorper
wurden die Proteine durch SDS PAGE aufgetrennt und mit spezifischen Antikdrpern gegen
die zweite Untereinheit nachgewiesen. Nur im Falle einer Interaktion zwischen zwei HCN
Kanilen lésst sich so im Western Blot ein Signal detektieren. Der verwendete Lysepuffer soll
nur Membranen lysieren und andere intrazelluldre Kompartimente sowie den Zellkern intakt
belassen. Nach den Western Blots aus Abb. 3.1-6 besteht eine Interaktion zwischen mHCN1
und mHCN2, mHCN1 und mHCN3, mHCNI1 und hHCN4, mHCN2 und hHCN4 sowie
mHCN3 und hHCN4. Fiir mHCN2 und mHCN3 lésst sich auch mit dieser Methode keine
Interaktion nachweisen.
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A
IP m ¢ m ¢ m ¢
3333 — . — - e WB: Anti-HCN1
2m/1 3m/1 4m/1
B
IP m ¢ m ¢
120kDa — :
100kDa — | WB: Anti-HCN2
4m/2 3m/2
C
IP m ¢ m ¢

160kDa —
140kDa — | e 4 | WB: Anti-HCN4

3m/4 2m/4

Abb. 3.1-6 Ko-Immunprizipitation von HCN Untereinheiten

Gezeigt sind Western Blots mit den Ergebnissen der Ko-Immunprazipitationen aus HEK
Zellen. 2m: mHCN2-Myc; 3m: mHCN3-Myc; 4m: hHCN4-Myc; 1: mHCNI1/pcDNA3; 2:
mHCN2/ pcDNA3; 3: mHCN3/pcDNA3; 4: hHCN4/pcDNA3; m: Anti-Myc (Cell signalling);
c: Anti-CNG®6. Antikorper fiir den Immunoblot: A: Anti-HCN1 (Alomone); B: Anti-HCNZ2;
C: Anti-HCN4 (Alomone). Zum Grossenvergleich ist auf der linken Bahn jeweils eine
Membranpréiparation aus mit mHCN1/pcDNA3 (A; 10pg), mHCN2/pcDNA3 (B; 10ug) bzw.
hHCN4/pcDNA3 (C; 30ug) transtizierten HEK Zellen aufgetragen.

3.1.5 Elektrophysiologische Charakterisierung von HCN Interaktionen

Die einzigen HCN Kandle, fiir die mit den beschriebenen Methoden keine Interaktion gezeigt
werden konnte, sind mHCN2 und mHCN3. Diese Beobachtung sollte durch
elektrophysiologische Messungen in HEK Zellen bestitigt werden. Zur erleichterten
Lokalisierung wurden dafiir Fusionskonstrukte aus HCN Kanidlen und fluoreszierenden
Proteinen verwendet. mHCN2-EGFP bzw. mHCN2-EGFP und mHCN3-RFP wurden
transient in HEK Zellen transfiziert und nach Messung im Ganzzellmodus wurden die
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Stromdichten, Vj s und die Zeitkonstanten i bestimmt. Tab. 4 zeigt die ermittelten Werte. In
Abb. 3.1-7 sind zwei charakteristische Stromspuren fiir mHCN2-EGFP bzw. fiir die
Kombination mHCN2-EGFP und mHCN3-RFP gezeigt. Die Stromdichte wurde nach
Kotransfektion von mHCN2-EGFP und mHCN3-RFP um 43% reduziert, was auf einen
inhibitorischen Effekt hindeutet. Bei Vergleich von Vs und 7. ergeben sich jedoch keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Ansitzen. Die ermittelte Vs entspricht in
beiden Féllen der von Wildtyp mHCN2, so dass mHCN3-RFP hier nicht zum gemessenen
Strom beitragen kann. Die Geschwindigkeit der Aktivierung ist in beiden Fillen im Vergleich
zu Wildtyp mHCN2 (ca.200ms) signifikant erniedrigt, was durch die Fusion mit EGFP
verursacht wird. Da sich aber kein Unterschied zwischen mHCN2-EGFP und mHCN2-EGFP
+ mHCN3-RFP feststellen ldsst, liefern diese Untersuchungen keinen Hinweis auf eine
Interaktion zwischen mHCN2 und mHCN3.

Tab. 4 Stromdichten, Vs und 1, ~Werte fiir mHCN2-EGFP und mHCN2-EGFP mit
mHCN3-RFP

mHCN2-EGFP n mHCN2-EGFP + mHCN3-RFP n

Stromdichte (pA/pF) 184 +23 34 105 + 29 18
Vos(mV) -103.0 £ 0.92 16 -99.24 +2.26 5

Takt (MS) 406.4 +21.28 | 20 498.3 £ 68.15 8

Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SEM angegeben

mHCN2-EGFP mHCN2-EGFP + mHCN3-RFP

40+ i) -40+ =30

-140

Abb. 3.1-7 Stromspuren von mHCN2-EGFP und mHCN2-EGFP mit mHCN3-RFP
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Dargestellt sind Stromkurven, die durch Ganzzellmessungen von transient mit mHCN2-EGFP
(links) bzw. mHCN2-EGFP und mHCN3-RFP (rechts) transfizierten HEK Zellen nach
hyperpolarisierenden Pulsen abgeleitet wurden.

3.2 Glycosylierung von HCN Kanilen

Die posttranslationale Glycosylierung von Plasmamembran- und Sekretproteinen spielt eine
entscheidende Rolle beim Transport innerhalb der Zelle. Frithere Studien gaben Hinweise
darauf, dass auch HCN1 durch N-Glycosylierung modifiziert wird (Santorro et al. 1997).
Deren Bedeutung blieb allerdings unbeantwortet und sollte in dieser Arbeit durch
biochemische und funktionelle Studien am Beispiel des global exprimierten HCN2 erarbeitet
werden.

3.2.1 Enzymatische Deglycosylierung von HCN Kanilen

N-Glycosidase F ist ein Enzym aus Flavobacterium meningosepticum (Elder et al. 1982,
Plummer et al. 1984), das alle Typen Asparagin-gebundener N-Glycanketten spaltet und zum
Nachweis glycosylierter HCN Untereinheiten verwendet wurde (Abb. 3.2-1). Die
unbehandelten HCN Proteine aus transfizierten HEK Zellen zeigen im Western Blot zwei
Banden. Die untere entspricht jeweils der theoretisch berechneten von ca. 105kDa (mHCN1),
ca. 95kDa (mHCN2) und ca. 130kDa (hHCN4), wobei die Proteine hier stets ca. SkDa hoher
laufen, was z.B. durch gehduftes Vorkommen bestimmter Aminosduren erkldrt werden kann
(z.B. HCN2: Prolin). Die oberen Banden sind je nach Untereinheit 15-25 kDa grosser. Nach
Inkubation mit N-Glycosidase F werden die grosseren Banden abgebaut und die kleineren
werden entsprechend intensiver. Im Mausgehirn lassen sich fast ausschliesslich die grosseren,
glycosylierten Banden detektieren, die nach Enzymbehandlung zum Grossteil abgebaut
vorliegen.
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A
N-Glycosidase F - + - +
120kDa — - . Antd
100kDa — H— : WB: Anti-HCN?2
HEK?2 Mausgehirn
B
N-Glycosidase F - + - +
125kDa — e - » - — . .
110kDa —— |"=— c— ~| WB: Anti-HCN1
HEK1 Mausgehirn
C
N-Glycosidase F - +
165kDa — - . .
140kDa — — WB: Anti-HCN4
HEK4

Abb. 3.2-1 Enzymatische Deglycosylierung von HCN Untereinheiten

Western Blots visualisiert mit Anti-HCN-Antikdrpern; Membranpréparationen aus stabil
transfizierten (mHCN1/pcDNA3: HEK1 und hHCN4/pcDNA3: HEK4; siehe auch 2.12.4)
bzw. transient transfizierten (mHCN2/pcDNA3: HEK2) HEK Zellen (40pg mHCN2, 30ug
mHCNI1, 50ug hHCN4) bzw. 100pg Membranprédparationen aus Mausgehirn wurden iiber
Nacht mit N-Glycosidase F verdaut (+) bzw. nur mit Puffer inkubiert (-). Verwendete
Antikorper fiir den Immunoblot: A: Anti-HCN2; B: Anti-HCN1; C: Anti-HCNA4.

3.2.2 Deglycosylierung von mHCN2 durch Mutagenese

Um den fiir die Glycosylierung verantwortlichen Aminosdurerest zu bestimmen, wurde
mittels des Programms ,,Prosite des DKFZ Heidelberg exemplarisch die Sequenz des
mHCN2 auf Asparagin-Glycosylierungserkennungssequenzen hin durchsucht. Grundsétzlich
kann diese Modifizierung an Asparaginresten nur bei Vorliegen der Sequenz N-(P)-[ST]-(P)
erfolgen ((P): jede Aminosdure ausser Prolin, [ST]: Serin oder Threonin). An den
Aminoséurepositionen 380-383 befindet sich im mHCN2 eine solche Erkennungssequenz
(NHSW), die nach der vermuteten Struktur fiir HCN Kanéle in einem fiir Glycosylierungen
notwendigerweise extrazelluldren Bereich liegt (Schleife zwischen Segment S5 und der Pore).
Durch PCR wurde dieser Asparaginrest zu Glutamin (Q) mutiert, um die Effekte einer
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fehlenden Glycosylierung zu untersuchen (Abb. 3.2-3). Zur Lage des Asparagin 380 siehe
Abb. 3.2-2.

N380Q

Aussen -.‘-‘-:
i
+
4
4=
-+
Innen %
H,N

Abb. 3.2-2 Lage der Glycosylierungsstelle im mHCN2

Schematische Abbildung des mHCN2 Kanals. An Position 380 in der Schleife zwischen S5
und der Kanalpore befindet sich der in dieser Arbeit mutierte Asparaginrest.

ATG Nhel Accl Agel STOP

—5» BMII6F ¢—
BM114F —>‘ BM117R

BM115R

Abb. 3.2-3 Konstruktion einer glycosylierungsdefizienten Mutante von mHCN2
(Mut.Gly2)

Durch iiberlappende PCR ausgehend von mHCN2/pcDNA3 mit den Primern BM114F —
BM117R wurde N380 (ntAAC) zu Q380 (ntCAG) mutiert. Das PCR-Fragment wurde mit
Accl und Agel geschnitten. Durch Verdau von mHCN2/pcDNA3 mit Nhel und Accl wurde

ein zweites Stiick prépariert, da Accl in pcDNA3 schneidet. Diese beiden Teile wurden in mit
Nhel und Agel geschnittenen und dephosphorylierten mHCN2/pcDNA3 ligiert.

Das mutante Konstrukt Mut.Gly2 wurde wie auch Wildtyp mHCN2 nach Calciumphosphat-
Transfektion in HEK Zellen exprimiert und die préparierten Membranen durch Western Blot
untersucht (Abb. 3.2-4). Die mit mHCN2/pcDNA3 transfizierten Zellen zeigen eine
glycosylierte und eine unglycosylierte Fraktion, wobei die glycosylierte nach Verdau mit N-
Glycosidase F abgebaut wird (3.2.1). Durch die Mutation N=>Q in Mut.Gly 2 wurde die
Glycosylierungssequenz zerstort, was durch die Abwesenheit der ca. 120kDa grossen Bande
bestitigt wird.
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N-Glycosidase F - + - +
120kDa — .
100kDa — |"—— WB: Anti-HCN2
Mut.Gly2 HEK2

Abb. 3.2-4 N-Glycosidase F-Behandlung von mHCN?2 und Mut.Gly2

Western Blot nach N-Glycosidase F-Verdau (+) bzw. Inkubation mit Puffer (-) von
Membranpréiparationen aus HEK Zellen. Primdrer Antikorper: Anti-HCN2. Pro Gelspur
wurden 40ug HEK Mut.Gly2 bzw. 40ug HEK mHCN2 (HEK2) geladen.

3.2.3 Zelluliire Verteilung von glycosylierungsdefizientem mHCN2

Mut.Gly2 wurde wie in 3.1.1 beschrieben in pEGFP-N1 kloniert (Mut.Gly2-EGFP), um die
zelluldre Lokalisation des mutierten Kanals zu kliren (Abb. 3.2-5). Die Expression von
mHCN2-EGFP in HEK Zellen zeigt, wie schon beschrieben, die plasmamembranire
Verteilung des Ionenkanals (A-C). Mut.Gly2 hat die Fahigkeit, zur Zellmembran zu gelangen
durch Deletion der Glycosylierungsstelle verloren, was durch die gesamtzelluldre Verteilung
des Konstruktes und die fehlende Uberlagerung mit dem Zellmembranmarker ECFP-Mem
deutlich wird (D-E). Wird Mut.Gly2 jedoch mit hHCN4-RFP (H) kotransfiziert, so ist die
Membranstindigkeit wieder gegeben (G) und fiir beide Proteine ist aufgrund der Gelbfarbung
im tiiberlagerten Bild eine Kolokalisation nachweisbar (I). Die Interaktion zwischen mHCN2
und hHCN4 muss also bereits vor dem Eintritt in die Plasmamembran stattfinden. Nach
Kotransfektion von Mut.Gly2 (K) mit mHCN3-RFP (L) wird die Mutante nicht zur
Zellmembran transportiert, wohingegen mHCN3-RFP in der Plasmamembran detektiert
werden kann. Das iiberlagerte Bild zeigt nur eine diffuse Gelbfarbung (M).
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Abb. 3.2-5 Lokalisierungsstudien von mHCN2, Mut.Gly2 und mHCN3 in HEK Zellen

Konfokalmikroskopische Aufnahmen nach transienter Transfektion von HEK Zellen mit
mHCN2-EGFP (A), pECFP-Mem (B,E) und Mut.Gly2-EGFP (D, G). In C und F sind zur
Beurteilung der Membranstindigkeit Uberlagerungen von A und B bzw. D und E gezeigt. G-
[: HEK Zellen wurden mit Mut.Gly2-EGFP (G) und hHCN4-RFP (H) kotransfiziert; I stellt
das tiberlagerte Bild dar. K-L: HEK Zellen transfiziert mit Mut.Gly2-EGFP (K) und mHCN3-
RFP (L). M zeigt die Uberlagerung von K und L. Die Balken zeigen 10um an.
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Durch Ko-Immunprézipitation von Mut.Gly2 und hHCN4 wurde die in Abb. 3.2-5
beobachtete Kolokalisation bestétigt. Das entsprechende Signal im Western Blot ist etwas
schwicher als bei einer Prazipitation von mHCN2 und hHCN4 (Abb.3.2-6).

120kDa — '
100kDa — |9 WB: Anti-HCN2
4m/2 4m/
Mut.Gly2

Abb.3.2-6 Ko-Immunprazipitation von Mut.Gly2 und hHCN4

Western Blot mit Anti-HCN2 als primdrem Antikorper. 4m: hHCN4-Myc; 2:
mHCN2/pcDNA3; Mut.Gly2: Mut.Gly2/pcDNA3; m: Anti-Myc (Cell signalling); c: Anti-
CNG6. Auf der linken Bahn sind zum Grossenvergleich 10ug Membranpréiparation aus mit
mHCN2/pcDNA3 transfizierten HEK Zellen aufgetragen.

3.2.4 Elektrophysiologische Charakterisierung von Mut.Gly2 und mHCN2

Abschliessend sollte der Effekt einer fehlenden Glycosylierung auf die Formation
funktioneller Kanile elektrophysiologisch in HEK Zellen untersucht werden (Abb. 3.2-7). Es
wurden sowohl die Ganzzellstrome von transient transfizierten mHCN2 Kanédlen und
Mut.Gly2 wie auch der Effekt von Neuraminidase auf den stabil transfizierten mHCN2 Kanal
gemessen. Abb. 3.2-7 A zeigt charakteristische Stromspuren von mHCN2, die durch
hyperpolarisierende Pulse hervorgerufen werden. Im Gegensatz dazu lassen sich mit den fiir
HCN Kanile gebrauchlichen hyperpolarisierenden Pulsen bei Mut.Gly2 keine Ionenstrome
beobachten (B). In Abb. 3.1-6 C ist eine Strom-Spannungsbeziehung von mHCN2 und
Mut.Gly2 gezeigt. Neuraminidase entfernt enzymatisch Sialinsdurereste von der
Zelloberfliche. Die Behandlung von stabil mit mHCN2 transfizierten HEK Zellen mit
Neuraminidase (E) zeigt keinen signifikanten Einfluss (F) im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrollzellen (D).
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Abb. 3.2-7 Elektrophysiologische Charakterisierung von mHCN2 und Mut.Gly2

A-B: Ganzzellstrome von HEK Zellen, die transient mit mHCN2/pcDNA3 (A) bzw.
Mut.Gly2/pcDNA3 transfiziert wurden. C: Strom-Spannungskurven von mHCN2 und
Mut.Gly2. Die Gleichgewichtsstrome aus A und B wurden an den mit einem Pfeil
gekennzeichneten Stellen aufgenommen. D-E: Stromspuren von stabil transfizierten HEK
mHCN2 Zellen mit (E) oder ohne (D) Vorbehandlung mit Neuraminidase. F:
Aktivierungskurven von mHCN2 nach (Neuraminidase) und ohne (Kontrolle)
Neuraminidase-Behandlung. Die  Tail-Strome  wurden  unmittelbar nach  dem
Spannungswechsel auf —140mV (Pfeile in D und E) gemessen; die Balken kennzeichnen eine
Anpassung der Daten nach der Boltzmann Gleichung. Vm: Membranspannung. Die Vs-

Werte und k-Werte sind fiir mHCN2 —-97,.8mV und 6,7mV (n=15) sowie fiir Mut.Gly2 —
96.3mV und 7,8mV (n=17).
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3.3 Funktionelle Eigenschaften von HCN Kaniilen
3.3.1 cAMP Abhingigkeit

Um den Einfluss von zyklischen Nukleotiden auf die Aktivierung der HCN Kanile niher zu
charakterisieren, sollten im mHCN2 Kanal die fiir die Ligandenbindung potentiell
bedeutenden Aminosduren mutiert werden. Das Ziel war es, einen kleinstmoglichen Eingriff
in der Bindungstasche vorzunehmen, um so einen Kanal zu erhalten, der nur noch
spannungsabhingig aktiviert wird. Von CNG Kandlen wie auch von anderen
zyklonukleotidgesteuerten Proteinen wie CAP oder PKA ist bekannt, dass ein zwischen den
verschiedenen Proteinen hochkonservierter Arginin-Rest im B7-Faltblatt der CNBD essentiell
fiir die Ligandenbindung ist (Tibbs et al. 1998) (siche Sequenzvergleich in Abb. 3.3-1). Die
auf das Arginin folgende Aminosdure (HCN Kanile und CNG Kanile: Threonin, PKA:
Alanin) wurde in zyklonukleotid-abhdngigen Proteinkinasen fiir die cGMP bzw. cAMP-
Spezifitit der Proteine verantwortlich gemacht (Shabb et al. 1990). Da sowohl die cAMP-
sensitiven HCN Kanile, wie auch die ¢cGMP-sensitiven CNG Kanile an dieser Stelle ein
Threonin besitzen, scheidet diese Moglichkeit fiir diese beiden Kanalfamilien aus. In CNG
Kanidlen wird dieser Threonin Rest inzwischen eher als bedeutend fiir die initiale
Ligandenbindung und weniger fiir die Selektivitit angesehen (Alterhofen et al. 1991). Zur
Lage dieser Aminosduren siche Abb. 3.3-3.

mHCN1 L L T K G R RT A S V R A DTYC
mHCN2 L L T R G R RT A S V R A DT Y C
mHCN3 L L T R G R RT A S V R A DT Y C
hHCN4 L L T R G R RT A S V R A DTYC
SpHCN L L T R E R RV A S VvV K CE T Y C
CNGA3 I L NI K G S K S G NRIRT AN T RS I G Y S
PKA L L MN R P R A AT V V A R G P L
CAP L F E E G Q E RS A W V R A K T A C

3;-Faltblatt

Abb. 3.3-1 Sequenzvergleich von HCN Kanilen mit CNGA3, PKA und CAP

Dargestellt ist ein Vergleich der Sequenzen von mHCN1-3, hHCN4, SpHCN (HCN Kanal aus
Seeigelsperma), CNGA3, PKA (Proteinkinase A) und CAP (catabolite activator protein aus
E.coli) im Bereich um das B;-Faltblatt der CNBD. Die Lage des B;-Faltblatts wurde aus den
Kristallstrukturanalysen des CAP abgeleitet (Weber und Steitz 1987). Fett gedruckt ist der
konservierte Argininrest R (mHCN2: Position 591), der im Rahmen dieser Arbeit mutiert
wurde.
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3.3.1.1 Konstruktion von Punktmutanten des mHCN2 Kanals

Zur Lokalisierung und zur Charakterisierung der cAMP-Abhéngigkeit wurden ausgehend von
mHCN2/pcDNA3 Punktmutanten konstruiert, um den beschriebenen Arginin-Rest an
Position 591 bzw. den Threonin-Rest an Position 592 auszutauschen (Abb. 3.3-2 und Abb.
3.3-3). Dabei kam es zu folgenden Aminosdureverschiebungen:

e Mutante 1: R591> E591 (nt CGT>GAG)
e Mutante 2: R591> D591 (nt CGT->GAC)
e Mutante 3: R591 T592-> E591 A592 (nt CGTACG>GAAGCG)

Zum Ersatz des basischen Arginins wurden bewusst saure Aminosduren gewihlt, um einen
grosstmoglichen Effekt zu erzielen.

ATG Pﬂ‘MI PAMI STOP
[ ]
—> P1 <+
BM204F <_PT’ BM7R

Abb. 3.3-2 Konstruktion der Mutanten 1-3 des mHCN2/pcDNA3

Durch iiberlappende PCR wurden mittels der Primer P1 und P2 zwischen den beiden PfIMI-
Erkennungsstellen die Mutationen eingefiihrt. Mutanten 1 und 2: P1= BM2F, P2= BM1R
(degenerierte Primer); Mutante 3: P1= BM4F, P2= BM3R. Die PCR-Fragmente wurden mit
PfIMI geschnitten und in den mit PfIMI geschnittenen und dephosphorylierten
mHCN2/pcDNA3 ligiert.

B7-Faltblatt

R591/1592

CNBD

COOH

Abb. 3.3-3 Lage der mutierten Positionen bei den Mutanten 1-3

Schematische Abbildung der CNBD und des absoluten C-Terminus des mHCN2 Kanals.
R591/T592 befinden sich im B;-Faltblatt der CNBD.

3.3.1.2 Elektrophysiologische Charakterisierung der Mutanten 1-3

Der Wildtyp mHCN2 Kanal und die Mutanten 1-3 wurden im Ganzzellmodus mit und ohne
cAMP gemessen. Es wurde jeweils die halbmaximale Aktivierung ermittelt (Tab. 5). Es
zeigte sich, dass bei den Mutanten 1-3 die fiir den Wildtyp charakteristische Verschiebung
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der Aktivierungskurve in Gegenwart von cAMP zu positiveren Potentialen nicht mehr
erreicht wird (Abb. 3.3-4).

Tab. S halbmaximale Aktivierung (Vo s) von mHCN2 und den Mutanten 1-3

ohne cAMP mit cAMP
Vo5 (mV) n Vo5 (mV) n AVos (mV) | P (AV,5)
Wildtyp mHCN2 | -89,7+0,8 19 -71,1£0,9 8 18,6 <0,05
Mutante 1 -90,9+1 6 -92,0+0,9 10 -1,1 >0,05
Mutante 2 keine Daten -92,1%1,1 11 keine Daten
Mutante 3 -88,4+1,0 3 -93,1+1,3 11 -4,7 >0,05

Aufgefiihrt sind die Werte fiir die halbmaximalen Aktivierungen von Wildtyp mHCN2 und
den Mutanten 1-3 nach Messung ohne bzw. mit cAMP. Die Ergebnisse sind als Mittelwert +
SEM angegeben. AV, s gibt die Differenz der Vo5 Werte zwischen den Messungen mit bzw.
ohne cAMP an. Bei P (AV(s5) <0,05 wurde die Differenz als statistisch signifikant
angenommen. n gibt die jeweilige Anzahl der gemessenen Zellen an.

1.0+

1.0

Mutante 1 Mutante 2

0,8 < 0,84

0,6 4 0,6+

l['mal
lmax

0,44 0,44

02d © WT-cAMP (n=19)

® WT +cAMP (n=8)
Mut1 -cAMP (n=5)

004 ® Mut1 +cAMP (n=10)

0,24

WT -cAMP (n=19)
® WT +cAMP (n=8)
004 ® Mut2 +cAMP (n=11)

10 42 00 ) & B 140 420 4100 &0 £0 40
Vim (mV) Vm (mV)

Mutante 3

08 4

/lmax

04 -

024 O WT -cAMP (n=19)
® WT +cAMP (n=8)
) Mut3 -cAMP (n=3)
004 = Mut3 +cAMP (n=11)

440 420 400 80 50 <40
Vin (MV)

Abb. 3.3-4 Aktivierungskurven der Mutanten 1-3 mit und ohne cAMP
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Im Ganzzellmodus wurde I, unter Kontrollbedingungen (ohne cAMP) und in Gegenwart von
ImM cAMP an transient mit mHCN2/pcDNA3 bzw. den Mutanten 1-3 transfizierten HEK
Zellen gemessen. Die Aktivierungskurven wurden mit Hilfe der normalisierten
Leitfahigkeiten ermittelt. I: Strom, In.: maximaler Strom, V,,: Membranspannung. Mutl:
Mutante 1, Mut2: Mutante 2, Mut3: Mutante 3.

3.3.2 Aktivierungskinetik und Spannungsabhingigkeit

Die HCN Kandle unterscheiden sich hauptsichlich in Bezug auf ihre Spannungsabhéingigkeit
und ihre Aktivierungskinetik. So liegt die im Rahmen dieser Arbeit ermittelte halbmaximale
Aktivierung Vs des mHCN2 Kanals bei ca. -91mV, die des mHCN1 Kanals bei ca. -81mV.
Die Zeitkonstante der Aktivierung fiir den mHCN2 Kanal betrigt ca. 250ms, die des mHCN1
Kanals ca.40ms. Um die dafiir verantwortlichen Bereiche in den HCN Genen zu
identifizieren, wurden verkiirzte mHCN2 Kanidle und Chiméren aus mHCN1 und mHCN2
konstruiert (3.3.2.1).

3.3.2.1 Konstruktion von verkiirzten mHCN2 Kanilen und chimiren Kanilen aus
mHCN1 und mHCN2

Die Mutanten 5-7 stellen Minimalkandle des mHCN2 ohne C-Terminus (Mutante 5), ohne N-
und C-Terminus (Mutante 6) bzw. ohne N-Terminus (Mutante 7) dar (Abb. 3.3-7). Die
Konstruktion ist in Abb. 3.3-5 dargestellt.

ValS26
Nhel ATG Nhel Agel

[
> >
BM20SF  BMSSR \%,
,

Abb. 3.3-5 Konstruktion der Mutanten 5-7

Mutante 5 : Mit BM205F und BM85R (mit nicht bindendem BamHI-Uberhang) wurde ein
PCR-Fragment amplifiziert, mit Agel und BamHI geschnitten und in den mit Agel und
BamHI geschnittenen und dephosphorylierten mHCN2/pIRES-EGFP ligiert. BM85R trégt
unmittelbar nach der Aminoséure Valin 526 ein STOP Kodon.

Mutante 6: Mit den Primern BM89F und BM84R wurde ein Linker mit Nhel-Uberhingen
konstruiert (2.5) und in die mit Nhel geschnittene und dephosphorylierte Mutante 5 ligiert.

Mutante 7: die Konstruktion erfolgte wie bei Mutante 6, nur mit mHCN2/pIRES-EGFP als
Ausgangsplasmid.

STOP BamHI

L

Die Mutanten 8-12 sind Chimédren aus mHCN1 und mHCN2 (Abb. 3.3-7). Da sich die
Sequenzen an den Ubergiingen nicht genau entsprechen, wurden Primer benutzt, die die
Erkennungssequenzen fiir Nhel und PfIMI enthielten. PfIMI kommt bei beiden Kanidlen genau
am Ende von S6 vor, jedoch sind die Uberhiinge nicht kompatibel, da das Enzym in mHCN1
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und mHCN?2 unterschiedliche Sequenzen erkennt. Die Konstruktion der Mutanten 8-12 ist in
Abb. 3.3-6 dargestellt.

Hinarr ATC PAMI o STOP Nyt
s1 S6
e
mHCN1/pcDNA3 | e '
> g Nhel> <PAIMI>
BMI26F  BMI25R BMI29F BMI30R
<Nhel>
BM141F
Hindi ATG Nhel . SIMI Kpnr - PAMI STOP Notl
N e ™1/
mHCN2/pcDNA3 ! '
<PIM

BM144F BM117R

Abb. 3.3-6 Konstruktion der Mutanten 8-12

Mutante 8: Durch PCR wurde ausgehend von mHCN1/pcDNA3 ein Stiick zwischen BM126F
und BMI125R amplifiziert und mit HindIIl und Nhel geschnitten. BM125R trigt die
Erkennungssequenz fiir Nhel. Das Stiick wurde in mit HindIII und Nhel geschnittenen und
dephosphorylierten mHCN2/pcDNA3 ligiert.

Mutante 9: Zwischen BM129F und BM130R wurde ausgehend von mHCN1/pcDNA3 ein
PCR-Stiick amplifiziert und mit PfIMI und Sspl geschnitten. BMI129F trigt die
Erkennungssequenz fiir PfIMI, wie sie in mHCN2 vorliegt. Aus mHCN1/pcDNA3 wurde
durch Verdau ein Stiick zwischen Sspl und Notl gewonnen. Beide Stiicke wurden in mit
PfIMI und Notl geschnittenen und dephosphorylierten mHCN2/pcDNA3 ligiert.

Mutante 10: Mit BM141F und BM130R wurde ausgehend von mHCN1/pcDNA3 ein PCR-
Stiick amplifiziert und mit Nhel und PfIMI verdaut. BMI141R trigt eine Nhel-
Erkennungssequenz. Ein zweites Fragment wurde durch mHCN2/pcDNA3 Verdau mit
HindIIl und Nhel gewonnen. Beide Teile wurden in mit HindIII und PfIMI geschnittenen und
dephosphorylierten mHCN1/pcDNA3 ligiert.

Mutantel1: Per PCR wurde von mHCN2/pcDNA3 mit BM144F und BM117R ein Stiick
amplifiziert und mit PfIMI und Kpnl geschnitten. BMI144F triagt die PfIMI-
Erkennungssequenz aus mHCN1. Aus mHCN2/pcDNA3 wurde ein zweites Stiick durch
Verdau mit Kpnl und Notl gewonnen. Beide Fragmente wurden in mit PfIMI und Notl
geschnittenen mHCN1/pcDNA3 ligiert.

Mutante 12: Aus Mutante 8 wurde ein Fragment durch Verdau mit Hind IIT und Nhel und aus
mHCN2/pcDNA3 ein zweites durch Schneiden mit Nhel und PfIMI prépariert. Beide Stiicke
wurden in mit HindIII und PfIMI geschnittene Mutante 9 ligiert.
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| S1-S6 |

mHCN2

| S1-S6 |
mHCNI1

Mutante 5

Mutante 6

Mutante 7

Mutante 8

Mutante 9

Mutante 10

Mutante 11

Mutante 12

Abb. 3.3-7 Struktur der Mutanten 5-12

Gezeigt ist schematisch die Struktur der Mutanten 5-12. Rote Bereiche stellen cDNA
Sequenzen aus mHCN2 dar, blaue Bereiche stammen urspriinglich aus mHCN1. S1-Sé6:
transmembranire Segmente einschliesslich der Pore. N: N-Terminus, C: C-Terminus.

3.3.2.2 Elektrophysiologische Charakterisierung der Mutanten 5-12

Die Eigenschaften der Mutanten 5-12 wurden nach transienter Transfektion der cDNAs in
HEK Zellen im Ganzzellmodus bestimmt. Tab. 6 gibt eine Ubersicht iiber die ermittelten
Werte fiir die halbmaximalen Aktivierungen und die Zeitkonstanten.
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Tab. 6 Halbmaximale Aktivierungen Vs und Zeitkonstanten T, der Mutanten 5-12

Vi,5s(mV) n Take (MS) n
mHCNI1 -81,2 7 36,8+4,5 8
mHCN2 -90,9 7 269+46 8
Mutante 5 keine Expression keine Expression
Mutante 6 keine Expression keine Expression
Mutante 7 -93,1 7 334+20 7
Mutante 8 -94,2 9 24713 10
Mutante 9 -79,7 10 131£10 9
Mutante 10 -69,3 7 53,2493 6
Mutante 11 -83,7 10 81,5+6,1 15
Mutante 12 -80,7 10 272429 9

Nach Transfektion von Mutante 5 und Mutante 6 konnte nach hyperpolarisierenden Pulsen
kein Einwirtsstrom gemessen werden, was darauf schliessen ldsst, dass keine Expression
stattfand. Die iibrigen Mutanten exprimierten gut und es konnten die in Tab. 6 aufgefiihrten
Werte fiir die halbmaximale Aktivierung und die Zeitkonstanten ermittelt werden.

Durch Vergleich der Werte mit der Struktur der Mutanten (Abb. 3.3-7) konnte der fiir die
Aktivierungskinetik verantwortliche Bereich auf die Kernregion zwischen S1 und S6 der
Kanile eingeengt werden. Die Mutanten 7, 8 und 12 verhalten sich in Bezug auf die
Geschwindigkeit der Kanal6ffnung fast wie Wildtyp mHCN2, wogegen Mutante 10 und
Mutante 11, die in diesem Bereich mHCNI1 Sequenzen tragen, sehr schnell aktivieren.
Mutante 9 aktiviert mit einer Zeitkonstante, die intermedidr zwischen mHCN1 und mHCN?2
liegt.

Fiir die Spannungsabhéngigkeit der Kanéle scheint dagegen der C-Terminus der Proteine
verantwortlich zu sein. Die Mutanten 7, 8 und 11, die hier aus mHCN2 Sequenzen bestehen,
aktivieren bei negativeren Potentialen als die Mutanten 9, 10 und 12, deren C-Terminus dem
mHCNI1 entspricht.
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3.4 Genomische Analyse des hHCN2 und des hHCN4
3.4.1 Cayman Ataxie

3.4.1.1 Hintergrund

Die autosomal rezessive zerebellare Cayman Ataxie ist charakterisiert durch
psychomotorische Retardierung und auffallende Dysfunktionen im Bereich des Kleinhirns
wie z.B. Tremor und ataktischen Gang (Johnson et al.1978) und kommt unter isolierten
Bevolkerungsgruppen auf Grand Cayman Island vor. Durch ,linkage“-Analyse wurde der
mogliche Genlocus der Erkrankung auf Chromosom 19p13.3 gefunden (Nystuen et al. 1996),
wo auch das humane HCN2 Gen lokalisiert ist. Der Phianotyp der Betroffenen zeigt einige
Parallelen zu dem von HCN2—Knockout Méusen (Ludwig et al. 2003), v.a in Hinblick auf die
Ataxie. Diese beiden Tatsachen legten die Vermutung nahe, dass ein Defekt im HCN2 Gen
ursdchlich fiir die Krankheit sein konnte.

3.4.1.2 Sequenzierung der Exons 1-8 von hHCN2

Ausgehend von genomischen DNA-Proben zweier Patienten (zur Verfiigung gestellt von Dr.
P. Benke, Miami), sollten die 8 Exons des humanen HCN2 Gens (hHCN2, AC005559,
Lamerdin et al. 1998, Ludwig et al. 1999) auf eventuelle Mutationen hin untersucht werden.
Abb. 3.4-1 zeigt die Exon-Intron Struktur des hHCN2.

ATG TGA
El E2 E3 E4 ES5 E6E7 E8
NH, sif Is2f Is3]s4] Iss] | P | |s¢| | cNBD COOH

Abb. 3.4-1: Exon-Intron Struktur des hHCN?2

Gezeigt sind schematisch die Segmente S1-S6, die Pore und die CNBD und die Bereiche auf
dem Gen, die die Proteinabschnitte kodieren (Exons 1-8; E1-E8). Die Bereiche zwischen den
Exons (Introns) sind als schwarze Striche dargestellt. ATG: Transkriptionsstart; TGA: STOP-
Kodon.

Um die einzelnen Exons sequenzieren zu konnen, wurden zunichst fiir jedes Exon
Primerpaare konstruiert, die eine PCR-Amplifikation mit Ausnahme der Exon-Intron-
Ubergiinge erlauben sollten (Abb. 3.4-3). Die Tag-Polymerase konnte die gewiinschten
Bereiche gut amplifizieren, die Fragmente wurden durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese
aufgetrennt, elektroeluiert und prézipitiert. Die Sequenzierung der Fragmente ergab zunéchst
diverse Punktmutationen und Deletionen in den Exons 6 und 7. Bei dem Versuch,
genomische Bereiche zu amplifizieren, die sich iiber mehrere Exons und Introns erstreckten,
erschienen auf den analytischen Gelen mit Ausnahme einer PCR von Exon3 bis Exon4 immer
Banden mit Langen der entsprechenden cDNA hHCN2. Es schien, als wiirde genomische
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DNA erfasst, deren Introns deletiert wurden. Durch Sequenzierung dieser Produkte bestétigte
sich diese Vermutung. Es handelte sich hier um eine korrekt gespleisste, jedoch an
verschiedenen Stellen mutierte ¢cDNA von hHCN2. Eine BLAST Recherche mit den
gefundenen ,,mutierten* Bereichen aus Exon 6 fiihrte zu einem ,,working draft* Klon mit der
Bezeichnung RP11-215H14 auf Chromosom1 (Birren et al., 2000). Das Resultat bei Eingabe
der vergebenen Zugangsnummer AC026830 bei NCBI ergab allerdings eine Sequenz auf
Chromosom 15 (NT _022021), die durch Vergleich mit h(HCN2 cDNA (Ludwig et al. 1999)
eine Homologie von 91% hervorbrachte (Abb. 3.4-2). Es handelt sich hier vermutlich um ein
Pseudogen des hHCN2, das durch reverse Transkription von mRNA des hHCN2 entstanden
ist und als cDNA wieder ins Genom integriert wurde. Dem Pseudogen ldsst sich kein
eindeutiger Transkriptionsstart zuordnen und es fehlt ihm im Vergleich zu hHCN2 die 5'-
“untranslated” Region und somit auch der entsprechende Promoter. Pseudogene sind v.a.
unter Sdugetieren weit verbreitet, so z.B. unter Globin—Genen (Leder et al. 1980), und da sie
funktionslos bleiben, konnen sie aufgrund des fehlenden Selektionsdrucks im Laufe der Zeit

mutieren.

hHCN2 GECCEECEECEECEECEECEECT CCECT CCECACT GCCCEECECCECCT CECCATGGACG 60
Pseudogen_hHCN2 --gtcat-tactta-ga--a----aaa-atat-t-t-t.--tttg-gag-t-tca---g- 59
hHCN2 CGCECEEEEECEECEEECEECCCEEEEAGAGCCCEEECECEACCCCCECECEEEEECEC 120
Pseudogen_hHCN2 -ttca--ca-at-tct-g--taac--ccat-taaa-a-tt--a-tggt--g---ct---- 119
hHCN2 CGCCGECCECCECCECCCECECCCCCCCAACAGCAGCCECCGECCECCGECCGCCECCCEoEl 180
Pseudogen_hHCN2 tc-gca-tg-cgg--g-cgc-t-g--atgg-cgc--gcgg-ggeggecgg--g-n---g-g 179
hHCN2 CCCCCCCEEECCCCEEECCCECECCCCCCCAGCACCCGECCCCEEECCGAGECGT TGCCCC 240
Pseudogen_hHCN2 agag---c-c-a---tcg-tc-c----aa----- Q----mmmm - 239
hHCN2 CGGAGGCGGECGEGEAT GAGGEECEECCCECEEEECCEECT CCECAGCCECGACAGCTCGTGCG 300
Pseudogen_hHCN2 ------------- g-------mmmmm e a--Qg----------------- a----- 299
hHCN2 GCCGCCCCEECACCCCEEECECEECGAGCACGECCAAGGGECAGCCCGAACGE. CGAGTGL 359
Pseudogen_hHCN2 --a--------- t------- e e g------ C------- 359
hHCN2 GGEGECGECEECGAGCCGECAGT GCAGCCCCGECEEEECCCGAGEECCCEECECEEEEECCCAAG 419
Pseudogen_hHCN2 --------- [ e 419
hHCN2 GTGTCGTTCTCGT GCCECEEEECEECCTCEEEECCCEL. . . . . . GCCEEEECCEEEECCE 473
Pseudogen_hHCN2 ----a----- t----- Crmmmmmmm e - gccggg---------------- 479
hHCN2 GCGGAGGAGGECGEEECAGCGAGGAGGECEEECCCEECEEEEEAGCCGECGCGECAGCCA. GG 532
Pseudogen_hHCN2 ----------- C---------- [ C---------- C----- ttg--- 538
hHCN2 CAGCTTCATGCAGCGCCAGT TCEECGECECT CCTGCAGCCGEGEECGT CAACAAGT TCTCECT 592
Pseudogen_hHCN2 ------------------ Commmmmm e [ 598
hHCN2 GCGGATGT TCGGECAGCCAGAAGGCCGT GGAGCGCGAGCAGGAGCGCGT CAAGT CEECEEG 652
Pseudogen_hHCON2 - - - - - - - mmm o e oo C----a----- 658
hHCN2 GGCCTGGATCATCCACCCGTACAGCGACT TCAGGT TCTACTGGGACT TCACCATGCTGCT 712
Pseudogen_hHCON2 -t ------mmmm oo oo 718
hHCN2 GTTCATGGTGCGAAACCT CATCATCATCCCAGT GGGCATCACCT TCTTCAAGGATGAGAC 772
Pseudogen_hHCON2 - - - - - - - mmmm oo o oo C----- 778
hHCN2 CACTGCCCCGTGGATCGTGT TCAACGT GGTCTCGGACACCTTCT TCCTCATGGACCTGGT 832
Pseudogen_hHCN2 -------- [ R g--------------- 838
hHCN2 GTTGAACT TCCGCACCGGCAT TGT GATCGAGGACAACACGGAGAT CATCCTGGACCCCGA 892
Pseudogen_hHCON2 - - - - - oo mmmm o oo aa- - 898
hHCN2 GAAGATCAAGAAGAAGTATCTGCGCACGT GGT TCGTGGTGGACT TCGTGTCCTCCATCCC 952
Pseudogen_hHCN2 ------- R CQg-------------- e R 955
hHCN2 CGTGGACTACATCTTCCTTATTGT GGAGAAGGGCATTGACTCCGAGGTCTACAAGACGEC 1012
Pseudogen_hHCN2 ------------------ C--C-----mmmmmmm - (o 1015
hHCN2 ACGCGCCCTGCGCATCGT GCGCT TCACCAAGATCCTCAGCCTCCTGCGGCTGCTGCGCCT 1072
Pseudogen_hHCN2 gt---------- [ R T R R 1075
hHCN2 CTCACGCCTGATCCGCTACATCCATCAGT GGGAGGAGATCTTCCACATGACCTATGACCT 1132

Pseudogen_hHCN2 ---g-------------------- (o e T 1135



Ergebnisse 72

hHCN2 GGCCAGCGCGGT GATGAGGATCTGCAATCTCATCAGCATGATGCTGCTCCTCTGCCACTG . 1192
Pseudogen_hHCN2 ---------------- C--t------- C-------- [ LT 1195
hHCN2 GGACGGCTGCCTGCAGT TCCTGGTGCCTATGCTGCAGGACT TCCCGCGCAACTGCTGEGT 1252
Pseudogen_hHCN2 ---t--------------------- g-C---------mme - - [ L 1255
hHCN2 GTCCATCAATGGCATGGTGAACCACTCGTGGAGTGAACTGTACTCCTTCGCACTCTTCAA 1312
Pseudogen_hHCN2 ---------------mmmmoomnon g------ C-------- I T 1315
hHCN2 GGCCATGAGCCACATGCTGT GCATCGGGTACGGCCGECAGCCGCCCGAGAGCATGACGGA 1372
Pseudogen_hHCN2 ---------ommmommmoon t----- [ T T 1375
hHCN2 CATCTGGCTGACCATGCTCAGCATGATTGTGGGTGCCACCTGCTACGCCATGTTCATCGG - 1432
Pseudogen_hHCN2 -----------mmmmmmmmaei oo O e TR T 1435
hHCN2 CCACGCCACTGCCCTCATCCAGT CGCTGGACT CCTCGCGGECGECCAGTACCAGGAGAAGTA 1492
Pseudogen hHCON2 - - - - - oo mmmmmm e a----...------- 1492
hHCN2 CAAGCAGGTGGAGCAGTACATGT CCTTCCACAAGCTGCCAGCTGACTTCCGCCAGAAGAT 1552
Pseudogen_hHCN2 - ------mmmmm i g--C------mmmmm - 1552
hHCN2 CCACGACTACTATGAGCACCGT TACCAGGGCAAGATGT TTGACGAGGACAGCATCCTGEG 1612
Pseudogen_hHCN2 ------------ (o e (R R P 1612
hHCN2 CGAGCT CAACGGEGECCCCT GCGEGAGGAGATCGTCAACT TCAACTGCCGGAAGCTGGTGEC . 1672
Pseudogen_hHCN2 --------mmmmmmm i [ e R a- 1672
hHCN2 CTCCATGCCGCTGT TCGCCAACGCCGACCCCAACT TCGTCACGGCCATGCTGACCAAGCT 1732
Pseudogen_hHCN2 ----------mmommmmnon [ B e 1732
hHCN2 CAAGT TCGAGGT CT TCCAGCCGGGTGACTACATCATCCGCGAAGGCACCATCGGGAAGAA 1792
Pseudogen_hHCN2 ---------mmmmmm oo [ R - 1789
hHCN2 GATGTACTTCATCCAGCACGGCGT GGTCAGCGTGCTCACTAAGGGCAACAAGGAGATGAA 1852
Pseudogen_hHCN2 ------------ [ e (R T 1849
hHCN2 GCTGTCCGATGGCTCCTACT TCGEGGAGAT CTGCCTGCTCACCCGEGEECCECCECACGEC T 1912
Pseudogen_hHCN2 ----- [ L R R P a----- t--- 1909
hHCN2 GAGCGT GCGGECCGACACCTACTGCCGCCTCTATTCGCTGAGCGTGGACAACTTCAACGA 1972
Pseudogen_hHCN2 ------------- a------- [ (o 1969
hHCN2 GGTGCTGGAGGAGT ACCCCAT GATGCGGECGECGCCT TCGAGACGGTGECCATCGACCGCCT - 2032
Pseudogen_hHCON2 - - - - - - - mmmmm oo e e 2029
hHCN2 GGACCGCATCGGCAAGAAGAATTCCATCCTCCTGCACAAGGTGCAGCATGACCTCAACTC 2092
Pseudogen_hHCON2 - - -----mmmmm oo oo t----- 2089
hHCN2 GGGCGTATTCAACAACCAGGAGAACGCCATCATCCAGGAGATCGTCAAGTACGACCGCGA 2152
Pseudogen_ hHCN2 --------------mmnn [ e g---- 2149
hHCN2 GATGGT GCAGCAGGCCGAGCT GEGT CAGCGCGT GEECCTCT TCCCECCECCECCECCECC 2212
Pseudogen_hHCN2 -----------mmmmmmma e C----------- B R 2206
hHCN2 GCCGCAGGTCACCTCGGCCATCGCCACGCTGCAGCAGGECGECGECCATGAGCTTCTGCCC . 2272
Pseudogen hHCN2 - ------cmmmmm e C-t--t-mmmmm i oo - 2266
hHCN2 GCAGGT GECGECGEGECCECT CGT GEEGECCECT GECGECTCEECTCEGCCECECCTCGTGCECCG . 2332
Pseudogen_hHCONZ2 - - - ----mmmmmm oo oo 2326
hHCN2 CCCGCCCCCEEEECCCECACCT GCCECCECCT CACCCEEECCCCCECCCCCCECCAGCCC 2392
Pseudogen_hHCONZ2 - - - - - - - o mm i m oo 2386
hHCN2 CCCGGEECECECCCECCAGCCCCCEEECACCGCGGACCTCECCCTACGECGEECCTGCCCEC . 2452
Pseudogen_hHCN2 - -t------mmmm e e e a--t------- 2446
hHCN2 CGCCCCCCT TECT GEECCCECCCT GCCCECECECCECCT GAGCCECECGTCECECCCACT . 2512
Pseudogen_hHCN2 ---------------- a----------- [ P [ 2506
hHCN2 GTCCGCCTCGECAGCCCT CGCTGCCT CACGECGECCCCCEECCCCECEGECCTCCACACGCCC . 2572
Pseudogen_hHCN2 ----------mmmmmmomnon C----- aa-Qg----t---a----------------- 2566
hHCN2 GGCCAGCAGCTCCACACCGCGCT TGAGGECCCACGCCCGECTGCCCEEECCECCECECCCAG . 2632
Pseudogen_hHCN2 ----------moommmno-- ttC--Qg-@------ - - 2626
hHCN2 CCCGGACCGCAGGGACT CGECCT CACCCGECGECCECCEECEECCTGGACCCCCAGGACTC . 2692
Pseudogen_hHCN2 ------ [ R LR R R 2686
hHCN2 CGCGCGCTCGECGECCTCTCGTCCAACTTGTGA

Pseudogen_hHCN2 -----------------"--"--"----------

Abb. 3.4-2 Sequenzvergleich der hHCN2 ¢DNA und des Pseudogens auf Chromosom 15

Die gestrichelten Stellen in der Sequenz des Pseudogens kennzeichnen Basen, die mit der
cDNA hHCN2 identisch sind. Kleine Buchstaben kennzeichnen unterschiedliche Basen.
Punkte geben Deletionen im Vergleich zum anderen Gen an.
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Um die Exons des hHCN2 amplifizieren zu koénnen, wurden neue Primerpaare gesucht, die
ausschliesslich in Intronbereichen liegen, um so die Amplifizierung des Pseudogens zu
vermeiden, dem die Introns fehlen und folglich der Primer nicht binden kann (Abb. 3.4-3).

. Intr0n| Exon | Intron
Amplifizierung des Pseudogens
A p g g = —
Pl P2
B Amplifizierung des hHCN2 Intron| Exon |_Intron
P3 | | P4

Abb. 3.4-3 Primerauswahl zur Amplifizierung der Exons des hHCN2.

A: Durch Wahl von Primerpaaren P1/P2, die in Exonbereichen liegen, wurde vorrangig das
Pseudogen des hHCN2 amplifiziert. Verwendet wurden fiir die Exons 1-8 die Primer BM53R
bis BM71R. B: Durch Wahl von Oligonukleotiden P3/P4 innerhalb der Introns kurz vor den
Exon- Intron-Grenzen wurde hHCN2 amplifiziert. Die benutzten Primer und die entstandenen
PCR-Fragmente waren: Exonl: BM96F/BM95R (999bp), Exon2: BM90F/BM91R (620bp),
Exon3: BM94F/BM138R (418bp), Exon4: BM139F/BM110R (392bp), Exon5: BM72F/
BM73R (374bp), Exon6: BM86F/BMS87R (274bp), Exon7: BM78F/BM8IR (383bp), Exong:
BMO97F/BM98R (938bp).

Mit dieser zweiten Strategie konnten alle Exons des hHCN2 durch PCR amplifiziert werden.
Aufgrund des hohen GC-Gehalts von Exon 1 und Exon 8 wurden diese in pCR*2.1-TOPO®
kloniert und davon ausgehend sequenziert. Dabei konnten bei keinem der beiden untersuchten
Patienten Anomalien in der hHHCN2-Sequenz festgestellt werden.

3.4.1.3 Untersuchung der Introns von hHCN2

Auch fehlerhafte Introns konnen zu einer gestorten Genexpression fithren. So wurden z.B.
Fille beschrieben, in denen Deletionen in diesen Bereichen zur Uberexpression eines Gens
und so zur Manifestation einer Krankheit gefiihrt haben (Wilson et al. 2001). Aus diesem
Grund sollte die Organisation des 13kb grossen und léngsten der Introns (Intron 1-2 zwischen
Exon 1 und 2) des hHCN2 durch Southern Blot Analyse ndher betrachtet werden, da hier die
Wabhrscheinlichkeit fiir das Auftreten einer Anomalie am grdssten ist. Hierfiir wurde
genomische DNA eines Cayman-Ataxie-Patienten und zum Vergleich Kontroll-DNA eines
gesunden Probanden mit mehreren Enzymen verdaut. Als Gensonde wurde per PCR ein Stiick
aus dem Exonl amplifiziert (Primer BM54F und BM101R), um Kreuzreaktionen mit anderen
HCN Kanilen zu vermeiden, da die Homologie zwischen den verschiedenen Genen im
Bereich des ersten Exons am geringsten ist. Abb.3.1.4 zeigt das erhaltene Bandenmuster.
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G PGPG PG PG P

PfIMI EcoRI EcoRI/ Bsu361 EcoRI/
Sspl Xbal

Abb. 3.4-4 Southern Blot Analyse genomischer DNA eines Cayman Ataxie-Patienten.

Jeweils ca. 2,5ug genomische DNA eines gesunden Probanden (G) und eines Cayman Ataxie-
Patienten (P) wurden 4h mit den unter den Banden aufgefiihrten Enzymen verdaut, {iber ein
Agarosegel aufgetrennt und geblottet. Als Sonde wurde der 215bp lange Bereich (nt83-nt297)
aus Exon 1 des hHCN2 eingesetzt.

Drei der Ansidtze (PfIMI, EcoRI und EcoRI/Xbal) sind nicht zu interpretieren, da die
Cayman-DNA Proben hier nicht geniigend im Gel gelaufen sind (siehe oberer Rand). Bei den
Verdaus mit Bsu36I und EcoRI/Sspl (hier sind die Signale bei dem Cayman Patienten sehr
schwach) lassen sich keine Unterschiede zwischen krank und gesund feststellen. Die Grossen
der Fragmente stimmen in keinem der Fille mit den nach der verdffentlichten Sequenz
berechneten {iiberein. Als Massstab wurde daher die jeweilige Bande der Kontroll-DNA
verwendet. Das Intron 1-2 des Cayman-Ataxie Patienten ist somit vermutlich identisch mit
dem des gesunden Probanden. Die Organisation der iibrigen Introns des hHCN2 wurde nicht
untersucht, so dass keine Aussage iiber mogliche Unregelméssigkeiten getroffen werden

konnen.

3.4.2 Sick Sinus Syndrom
3.4.2.1 Hintergrund

Das Sick Sinus Syndrom stellt eine Gruppe komplizierter, nicht-ventrikulérer
Herzrhythmusstorungen infolge gestdrter Sinusknotenfunktion dar und tritt in der Regel als
sekundédres Phdanomen nach unterschiedlichen auslosenden Faktoren wie Herz-Operationen,
Myokarditis oder koronarer Herzkrankheit auf. Da HCN2 und HCN4 im Sinusknoten die
vorherrschenden HCN Isoformen darstellen (Moosmang et al. 2001), sollte genomische DNA
von Personen, bei denen das Syndrom familidr bedingt gehduft vorkommt, auf Mutationen im
Bereich des HCN2 Kanals und des HCN4 Kanals hin untersucht werden.
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3.4.2.2 Sequenzierung der Exons 1-8 des hHCN2

Wie in 3.4.1.2 beschrieben wurden die 8 Exons des hHCN2 zweier Patienten aus 2 Familien
per PCR mit intronstdndigen Primern amplifiziert und sequenziert, um eine Erfassung des
Pseudogens des hHCN2 auszuschliessen (3.4.1.2). Das untersuchte Mitglied der Familie 1
wies dabei keine Mutationen auf. Ein zweiter Patient aus Familie 2 besitzt eine Mutation im
Exonl (nt280), was zu einer Aminosdureverschiebung von Arginin zu Histidin fiihrt (Abb.
3.4-5). Die genomische DNA dessen Bruders, der auch erkrankt ist, zeigte diese
Verschiebung nicht (Abb. 3.4-5).

A | |—> CGC P CAC

[GT CGC GGCT GT G'GA Arg = His
) 130

B ‘ ‘ » CGC

66C T'6CGGAGC CG Arg
134

Abb. 3.4-5 Sequenzausschnitte des HCN2 zweier Sick Sinus Syndrom Patienten.

Die Positionen im Exon 1 wurden mit dem Primer BM100R (Riickwartsprimer) sequenziert.
Patient A zeigt an der Stelle nt280 einen Basenaustausch G=>A, wodurch sich die
Aminosduresequenz von Arginin zu Histidin dndert. Patient B (Bruder von Patient A) zeigt
diese Mutation nicht, hier ist das Triplet CGC (Arg) erhalten.

3.4.2.3 Sequenzierung der Exons 1-8 des hHCN4

Die folgenden Untersuchungen wurden von Herrn PD. Dr. Andreas Ludwig durchgefiihrt. Der
HCN4 Kanal stellt die am hochsten exprimierte HCN Isoform im Sinusknoten dar. Aus
diesem Grund sollte auch dieses Gen bei dem geschilderten Patientenkollektiv sequenziert
werden. Die PCR-Amplifikation erfolgte wie bei hHCN2 mit intronspezifischen Primern. Bei
Familie 2 konnten keine Unregelmaissigkeiten in der hHCN4 Sequenz festgestellt werden. Ein
Mitglied der Familie 1 zeigte nach Sequenzierung einen Polymorphismus G/A im Exon 1 an
Position nt107, wobei G der verdffentlichten Sequenz entspricht (Abb. 3.4-6). Es kommt
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dadurch beim Patienten zu einer Verschiebung der Aminosiduresequenz von Glycin zu
Glutaminsdure (GGG—>GAQG).

GAGGAGIGAGGGHGECC
‘ —» Polymorphismus GGG - GAG

Abb. 3.4-6 Sequenzausschnitt des HCN4 eines Sick Sinus Syndrom Patienten.

Gezeigt ist ein Sequenzausschnitt aus Exon 1 des HCN4 Gens eines Mitglieds der Familie 1.
Der Patient zeigt an der Stelle nt107 einen Polymorphismus G/A, wodurch in 50% der Fille
Glycin, in 50% Glutaminséure entsteht.
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4 Diskussion

4.1 Heteromerisierung von HCN Kanilen

In dieser Arbeit wurde erstmals systematisch das Heteromerisierungspotential der vier HCN
Untereinheiten untersucht. Nach heterologer Expression von Zweierkombinationen der
einzelnen Isoformen konnten durch konfokale Mikroskopie Riickschliisse auf eine
Heteromerisierung der HCN Kanéle gezogen werden. Sowohl in HEK Zellen als auch im
Mausgehirn wurden diese Erkenntnisse durch Ko-Immunprézipitationen und in HEK Zellen
durch elektrophysiologische Messungen bestitigt.

Alle vier bekannten HCN Isoformen konnen funktionell als Homomere exprimiert werden
(Ludwig et al. 1998, 1999). Dabei zeigen sich in Patch-Clamp-Experimenten die typischen
Charakteristika, wie sie auch fiir den nativen I, beobachtet werden konnen (Aktivierung durch
Hyperpolarisation, Modulation durch zyklische Nukleotide, Leitung von Kalium- und
Natriumionen, Blockade durch extrazelluldre Casiumionen). Die in vivo ermittelten Daten fiir
I, in verschiedenen Geweben lassen aber nicht immer die Zuordnung zu einem bestimmten
HCN Kanal zu, da sich fiir die Spannungsabhingigkeit, die Kinetik und das Mass der
Modulation durch cAMP Werte ergeben, die sich nicht durch die Kombination mehrerer
homomerer Kanile erkldren lassen. Im Herz und im Gehirn iiberlappen die Expressionsmuster
der HCN Kandle teilweise und so scheint eine mogliche Erklarung fiir die Vielschichtigkeit
des nativen I, die Ausbildung von Heteromeren zwischen HCN Isoformen zu sein.
Ausgehend von der strukturellen Ahnlichkeit zu spannungsabhingigen Kaliumkanilen
(Yellen 2002) kann zudem davon ausgegangen werden, dass sich die HCN Kanile in der
Plasmamembran zu Tetrameren zusammenfinden. Neben der Bildung von heteromeren HCN
Kanidlen konnten die Eigenschaften des nativen I, zudem durch andere modulatorische
Untereinheiten wie das ,,min-K related protein“ (MiRP1 oder KCNE2; Yu et al. 2001)
bestimmt werden.

In dieser Arbeit wurde die Heteromerenbildung der HCN Kanéle durch Kotransfektion von
jeweils zwei HCN Isoformen, die mit dem griin fluoreszierenden EGFP bzw. dem rot
fluoreszierenden RFP fusioniert waren, durch konfokale Mikroskopie in HEK Zellen
untersucht. Fiir alle vier HCN Kanile konnte zundchst gezeigt werden, dass sie sich in der
Plasmamembran befinden, was fiir die Funktion der Ionenkanidle essenticll ist.
Elektrophysiologische Studien an heterolog exprimiertem mHCN3 Kanal brachten in der
Vergangenheit keine befriedigenden Ergebnisse. Die gemessenen Stromdichten waren immer
sehr gering und es wurde spekuliert, dass die Expressionsraten z.B. in HEK Zellen vielleicht
ungeniigend sind. Durch die hier erlangten Erkenntnisse kann dies aber als Ursache
ausgeschlossen werden, da mHCN3 in vergleichbarem Ausmass in der Zellmembran
nachzuweisen ist wie mHCN1, mHCN2 und hHCN4.
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Die mikroskopischen Studien sprechen dafiir, dass die HCN Kanile als Heteromere in die
Zellmembran integriert werden kdnnen. mHCNI1 lokalisiert nach Ko-Expression sowohl mit
mHCN2, mHCN3 als auch mit hHCN4, was durch Uberlagerung der konfokalen Bilder von
mHCN1-EGFP mit den von der gleichen HEK Zelle aufgenommenen Bildern von mHCN2-
RFP, mHCN3-RFP und hHCN4-RFP durch die Gelbfirbung der Plasmamembran deutlich
wurde. Auf die gleiche Weise wurde die Kolokalisation fiir mHCN2 und hHCN4 sowie fiir
mHCN3 und hHCN4 gezeigt. Eine Ausnahme ergab sich jedoch bei diesen
Lokalisierungsstudien. mHCN2 und mHCN3 werden zwar beide in die Plasmamembran
integriert, es tritt allerdings keine Kolokalisation auf. Das iiberlagerte Bild von mHCN2-
EGFP und mHCN3-RFP erscheint im Bereich der Plasmamembran diffus und es kommt
allenfalls durch zufillige enge Nachbarschaft der beiden Proteine zu einer minimalen,
punktuellen Gelbfarbung.

Die Bestitigung der Interaktionen zwischen den HCN Kanidlen erfolgte durch Ko-
Immunprézipitationen. Im Mausgehirn ldsst sich zeigen, dass mHCN1 und mHCN2
Heteromere bilden konnen. Die Expressionsmuster der beiden Kanéle iiberlappen z.B. in den
CAl und CA3 Pyramidenneuronen des Hippocampus. Diese Ergebnisse liefern die
Begriindung, warum z.B. nach Ko-Injektion von mHCN1 und mHCN2 cRNA in Xenopus
Oozyten oder Expression eines mHCN1-mHCN2 Tandemdimers I, Kanile entstehen, deren
Eigenschaften nicht durch Summierung der Eigenschaften von homomeren HCN1 und HCN2
Populationen erklédrbar sind (Chen et al. 2001, Ulens et al. 2001). In diesen Arbeiten wurde
auch gezeigt, dass heteromere Kandle aus mHCN1 und mHCN2 dem nativen I, in CAl
Neuronen wesentlich &hnlicher sind als homomere HCNI und HCN2 Kanidle. Die
Interaktionen zwischen den librigen HCN Kanélen wurden durch Ko-Immunprizipitationen in
HEK Zellen bestitigt. Auch mit diesem Ansatz gelang es, die Interaktion von mHCN1 und
mHCN2, mHCN3 und hHCN4, mHCN2 und hHCN4, wie auch von mHCN3 und hHCN4 zu
zeigen. Bei der Analyse der Kombination mHCN2 und mHCN3 zeigte sich keinerlei Signal
auf den nach der Prizipitation durchgefiihrten Western Blots, wodurch belegt wurde, dass
diese Kanile keine Bindung eingehen konnen.

Durch elektrophysiologische Untersuchungen sollte die fehlende Interaktion zwischen
mHCN2 und mHCN3 bestitigt werden. Die Koexpression von mHCN2-EGFP und mHCN3-
RFP fiihrte zu einer Reduktion der Stromdichte um 43% im Vergleich zu mHCN2-EGFP.
Sowohl in Bezug auf Vs als auch auf die Zeitkonstante T, liess sich jedoch kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen feststellen. Der fiir Vo5 ermittelte
Wert entsprach sowohl fiir mHCN2-EGFP als auch fiir die Kombination mHCN2-EGFP mit
mHCN3-RFP dem fiir mHCN2, wodurch ein Einfluss von mHCN3 auf die Eigenschaften des
mHCN2 in der Plasmamembran ausgeschlossen werden konnte. Die Kinetik der
charakterisierten Konstrukte war deutlich langsamer als die von nicht-fusioniertem mHCN?2.
Da sich die Werte in den beiden Messgruppen aber nicht signifikant unterschieden, ist nicht
eine Interaktion von mHCN2 und mHCN3 dafiir verantwortlich, sondern die Fusion mit dem
sehr grossen EGFP. Die beobachtete Reduktion der Stromdichte durch die Koexpression muss
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demnach von einer Inhibition von mHCN2 durch mHCN3 auf einer anderen Ebene als der
Zellmembran herriihren. Denkbar ist eine Kompetition bei der Proteinsynthese oder eine
Verminderung des Membrantransports von mHCN2. Da mHCN3-RFP zu den gemessenen
Stromen offenbar nicht beitrug, ist anzunehmen, dass es weiterer, in dem verwendeten

Messystem nicht anwesender, Faktoren bedarf, um einen HCN3 Strom zu generieren.

Tab. 7 gibt zusammenfassend eine Ubersicht, welche HCN Isoformen sich zu Heteromeren
assoziieren kdnnen.

Tab. 7 Assoziation von HCN Untereinheiten zu funktionellen Kanélen

mHCN1 | mHCN2 | mHCN3 | hHCN4
mHCN1 + + + +
mHCN2 + + - +
mHCN3 + - + +
hHCN4 + + + +

Die HCN Kombinationen, fiir die eine Heteromerisierung festgestellt werden konnte, sind mit
+ gekennzeichnet. Keine Interaktion ist bei der mit — gekennzeichneten Kombination (HCN2
mit HCN3) moglich.

Bisher ist nicht bekannt, welche Dominen fiir die Assoziation von HCN Kanilen
verantwortlich sind. In zwei Studien wurde vorgeschlagen, dass eine konservierte Region im
N-Terminus der HCN Kanéle die Interaktion vermitteln konnte (Proenza et al. 2002, Tran et
al. 2002). Zur Aufkldrung dieser Fragestellung konnte die Charakterisierung von Chiméren
aus HCN2 und HCN3 niitzlich sein.

4.2 Glycosylierung von HCN Kanilen

Die meisten Plasmamembran- und Sekretproteine tragen mindestens eine Kohlenhydratkette.
Die Glycosylierung, das heisst die Anheftung und anschliessende Prozessierung von
Kohlenhydraten, stellt die wichtigste posttranslationale Modifikation der meisten dieser
Proteine dar. Ein Teil der Glycosylierungsreaktionen findet im ER-Lumen statt, die weiteren
in den Lumina der cis-, medialen und trans-Golgi-Zisternen. Die Oligosaccharidketten spielen
eine wichtige Rolle beim Protein-Targeting und haben Einfluss auf die Stabilitdt und die
Faltung von Glycoproteinen.

Fiir verschiedene Kaliumkanédle wurde bereits gezeigt, dass durch N-Glycosylierung die
Zelloberflachenexpression und —stabilitdt entscheidend beeinflusst wird. So wird eine mutante
Form des Shaker Kaliumkanals, die nicht glycosyliert wird, sehr schnell abgebaut und zeigt
nur eine marginale Expression an der Zelloberflache (Khanna et al. 2001). Auch die Mutation
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von zwei Asparaginresten im HERG Kaliumkanal fiihrt zu einer perinukledren Verteilung des
Ionenkanals in HEK Zellen und es kann kein HERG Strom mehr gemessen werden (Petrecca
et al. 1999).

Frithere Arbeiten gaben Hinweise darauf, dass auch HCN Proteine durch N-Glycosylierung
modifiziert werden (Santorro et al. 1997), ohne jedoch die Bedeutung dieser Modifikation
herauszustellen. Durch biochemische und funktionelle Studien sollte diese im Rahmen dieser
Arbeit aufgeklért werden.

Aus HEK Zellen, die mit mHCN1, mHCN2 und hHCN4 transfiziert waren, wurden die
Membranen prépariert und mit N-Glycosidase F verdaut, um zu untersuchen, ob die Proteine
Asparagin-gebundene N-Glycanketten tragen. Die unbehandelten Wildtypkanéle zeigten im
Western Blot dabei immer zwei Banden. Eine bei der berechneten Grosse und eine zweite, die
je nach Protein ca. 15-25kDa hoher verlief. Diese schwereren Banden wurden bei allen drei
HCN Kanilen durch die Enzyminkubation abgebaut, wodurch der Nachweis erbracht war,
dass es sich dabei um durch N-Glycosylierung modifizierte Formen handelte. Im Mausgehirn
liegen die HCN Kanéle fast nur in der glycosylierten Form vor und auch hier konnte bei
HCNI und HCN2 durch Verdau mit N-Glycosidase F die grossere Bande als
Glycosylierungsprodukt ausgewiesen werden.

Desweiteren sollte die Frage geklart werden, welche Sequenz im mHCN?2 fiir eine solche
Modifikation verantwortlich ist. Durch Sequenzanalyse wurde ein Asparaginrest an der
Aminosédureposition 380 ermittelt, der zwischen den vier HCN Kanélen konserviert ist und als
potentielle Glycosylierungsstelle in Frage kommt. Dieses Asparagin liegt im Linker zwischen
S5 und der Kanalpore und somit an einer nach der postulierten Kanalstruktur extrazelluldren
Kanalstelle, was notwendig fiir eine Glycosylierung ist. Durch gerichtete Mutagenese wurde
dieser zu Glutamin mutiert und das daraus in HEK Zellen entstehende Protein mit N-
Gycosidase F verdaut. Der mutierte Kanal zeigte lediglich die kleinere HCN Bande, deren
Grosse sich nach der Enzyminkubation nicht mehr verdnderte. Dieses Ergebnis zeigt klar,
dass eine Glycosylierung des mHCN? stattfindet.

Die zelluldre Verteilung von Wildtyp mHCN2-EGFP und der unglycosylierten Mutante des
mHCN2, die ebenfalls mit EGFP fusioniert wurde, konnte durch konfokale Mikroskopie
aufgeklart werden. Dabei zeigte sich, dass mHCN2 durch die Mutation des Asparagins 380
nicht mehr wie der Wildtyp zur Plasmamembran gelangen konnte. Ganzzellmessungen an
transfizierten HEK Zellen ergaben dariiber hinaus keinen HCN Strom mehr. Der mutante
mHCN2 kann also tatsdchlich keine funktionellen Kandle mehr ausbilden. Die
Glycosylierung ist somit essentiell fiir den Membrantransport der HCN Kanédle. Wurde der
mHCN2 Kanal aber bereits zur Plasmamembran transportiert, spielen die Zuckerketten
anscheinend keine Rolle mehr fiir die Stromeigenschaften. Das Enzym Neuraminidase spaltet
extrazelluldre Oligosaccharide nach dem Targeting zur Zellmembran ab. Die Behandlung von
mit Wildtyp mHCN2 transfizierten HEK Zellen mit Neuraminidase ergab keinen Unterschied
in der Stromdichte und den Stromeigenschaften im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Dies
steht im Gegensatz zu anderen Kanélen, z.B. dem Natriumkanal rSkM1, wo durch die
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Behandlung mit Neuraminidase die Spannungsabhéngigkeit verdndert wird (Bennett et al.
1997).

Nach Kotransfektion der unglycosylierten Mutante des mHCN2-EGFP mit hHCN4-RFP kam
es zu einem ,,Membranrescue®. Der mutante mHCN?2 konnte gemeinsam mit dem hHCN4 zur
Zellmembran transportiert werden, wo die beiden Kanéle wieder kolokalisierten. Die ist ein
weiterer Hinweis auf die Interaktion der beiden Kanile und es scheint in einem Heteromer
auszureichen, wenn nur einer der Interaktionspartner die fiir den Transport notige
Glycosylierung aufweist. Im Gegensatz hierzu konnte mHCN3-RFP die Mutante nicht in die
Membran leiten, da mHCN2 und mHCN3 keine Bindungen eingehen konnen.

Die unglycosylierte Mutante des mHCN2 ldsst sich wie auch der Wildtyp mit hHCN4 ko-
immunpréazipitieren. Die Interaktion zwischen den beiden Kanilen steht somit nicht in
Zusammenhang mit der Glycosylierung, wodurch der oben beschriebene ,,Membranrescue*
bestitigt wird.

Durch das Wissen um die Glycosylierung der HCN Kanile und die hierfiir ndtige Aminoséure
wird es vielleicht mdglich, Erberkrankungen aufgrund eines HCN Defektes zu erkennen. Die
Mutation des fiir die Glycosylierung wichtigen Asparaginrests konnte beim Menschen z.B. zu
Arrhythmien oder zu Formen der Epilepsie fithren. Im HERG Kanal wurde die Mutation einer
extrazelluliren Asparagin-Glycosylierungsstelle bereits mit der Entwicklung des Long QT
Syndroms assoziiert (Satler et al. 1998).

4.3 Funktionelle Analyse

Die vier HCN Kanile unterscheiden sich in Bezug auf ihre Spannungsabhingigkeit
(ausgedriickt durch die halbmaximale Aktivierung V,s), die Zeitabhdngigkeit ihrer
Aktivierung (Aktivierungskinetik) und das Ausmass der Modulation durch cAMP. Um diesen
Eigenschaften die verantwortlichen Sequenzen in den Kanélen zuzuordnen, wurden
Punktmutanten des mHCN2 und Chiméren aus mHCN1 und mHCN2 konstruiert und diese
durch die Patch-Clamp-Methode elektrophysiologisch charakterisiert.

4.3.1 Modulation von mHCN2 durch cAMP

Sowohl fiir native wie auch fiir klonierte HCN Kanidle wurde gezeigt, dass cAMP die
Aktivitit auf direktem Weg, das heisst unabhéngig von einer Phosphorylierung moduliert
(DiFrancesco und Tortora 1991, Ludwig et al. 1998). Bei den Sdugetier-HCN Kanélen
verschiebt cAMP die Aktivierungskurve zu depolarisierten Potentialen, wodurch die
halbmaximale Aktivierung Vs positivere Werte annimmt. Die HCN Kanéle konnen deshalb
schon bei weniger hyperpolarisiertem Potential aktiviert werden. cAMP vergrossert den Iy
Strom und beschleunigt die Aktivierungskinetik des Kanals. Die Verschiebung durch cAMP
ist am geringsten bei HCN1 (2-5,8mV). HCN2 (12-14mV) und HCN4 (11-23mV) reagieren
mit einer grosseren Verschiebung. Vermittelt wird dieser Effekt durch die direkte Interaktion
von cAMP mit der CNBD der HCN Kanile, die homolog zu denen in anderen
zyklonukleotidbindenden Proteinen wie CAP, PKA und CNG Kanilen ist.
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Durch Mutation eines unter diesen Proteinen konservierten Arginins im [;-Faltblatt der
CNBD des mHCN2 (Position 591), der z.B. in CNG Kanilen fiir die cAMP-Bindung
verantwortlich ist, sollte dessen Bedeutung fiir die Modulation der HCN Kanile herausgestellt
werden. Als Ersatz fiir das basische Arginin wurden saure Aminosiuren gewéhlt (Mutante 1:
Glutaminséure, Mutante 2: Asparaginsdure), um einen grosstmoglichen Unterschied der
Aktivierungskurven zu erzielen. Bei beiden Mutanten induzierte die Anwesenheit von cAMP
keine Verschiebung der Aktivierungskurve mehr in Richtung positiverer Potentiale.
Abgesehen davon waren die grundlegenden Stromeigenschaften nicht verdndert. Es wurde
durch die Mutationen offensichtlich die Bindung von cAMP unterbunden und die Mutanten 1
und 2 verhielten sich in Gegenwart von cAMP wie Wildtyp mHCN2 ohne cAMP-Zusatz. In
Mutante 3 wurde =zusdtzlich zur Mutation Arginin=>Glutaminsdure der benachbarte
Threoninrest (Position 592) zu Alanin mutiert. Auch die Aktivierungskurve bzw. die
halbmaximale Aktivierung dieser Mutante in Gegenwart von cAMP war nicht von Wildtyp
mHCN2 ohne cAMP zu unterscheiden. Hier fehlte ebenfalls die durch cAMP Einfluss fiir den
Wildtyp mHCN2 charakteristische Anderung von Vos um bis zu 18mV. Mutante 3
unterschied sich dabei nicht signifikant von Mutante 1 und Mutante 2.

Diese Ergebnisse vertiefen die Beobachtungen von Wainger et al. (2001), die die Bedeutung
des gesamten C-Terminus inclusive der CNBD des mHCN2 in Bezug auf die cAMP
Abhéngigkeit untersucht haben. Dort wurde nach Untersuchung von C-terminal verkiirzten
mHCN2 Kanélen postuliert, dass die CNBD als Inhibitor der Kanal6ffnung fungiert und dass
cAMP diese autheben kann. Die vorliegende Studie zeigt, dass das Arginin 591 von
essentieller Bedeutung fiir die cAMP-Wirkung auf mHCN?2 ist.

4.3.2 Aktivierungskinetik und Spannungsabhingigkeit

Die Stromspuren der HCN Kanéle lassen sich durch eine sigmoidale Funktion beschreiben.
Bei Vernachldssigung der initialen Verzogerung kann die Aktivierung mit einer
Exponentialfunktion bestehend aus einer oder zwei Komponenten angendhert werden. Die
Kinetik der Kanaloffnung wird mit zunehmender Hyperpolarisation beschleunigt. Der
Zeitverlauf und die Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung unterscheiden sich allerdings bei
den verschiedenen HCN Kanélen. mHCNI1 besitzt nach den hier durchgefiihrten Messungen
eine Zeitkonstante T, von 36,8+4,5ms und aktiviert somit sehr viel schneller als mHCN2 mit
Take VOn 269+46ms. Die halbmaximale Aktivierung liegt fiir mHCNI1 bei —81,2 mV und fiir
mHCN2 bei —90,9 mV. Um diese Unterschiede bestimmten Bereichen innerhalb der beiden
Kanile zuzuordnen, wurden die mit Mutante 5-7 bezeichneten verkiirzten HCN Kanéle und
die mit Mutante 8-12 bezeichneten Chiméren aus mHCN1 und mHCN?2 konstruiert.

Fiir die Mutanten 5 und 6 konnten nach Expression in HEK Zellen keine Strome gemessen
werden. Bei beiden Konstrukten wurde der C-Terminus des mHCN?2 extrem verkiirzt und die
Mutanten konnten so keine funktionellen Kanile mehr kodieren. Dies war ein erster Hinweis
darauf, dass der C-Terminus essentiell fiir die Aktivierung oder auch fiir die Expression der
HCN Kandle ist.
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Durch Vergleich der Werte fiir die Aktivierungskinetik (Zeitkonstante t,) mit der Struktur
der Mutanten 7-12 wurde der fiir die Geschwindigkeit der Aktivierung verantwortliche
Bereich auf die Kernregion zwischen S1 und S6 der Kanile unter Einschluss eines kleinen
Teils in Richtung des C-Terminus eingeengt. Die Mutanten 8 und 12 verhalten sich in Bezug
auf die Geschwindigkeit der Kanal6ffnung fast wie Wildtyp mHCN2, wodurch ein Einfluss
von N- und C-Terminus ausgeschlossen werden konnte, da beide den N-Terminus des
mHCNI1 tragen und Mutante 12 zudem den C-Terminus des mHCN1 enthélt. Auch Mutante 7
wurde durch die Entfernung des N-Terminus nicht schneller aktiviert. Bei den Mutanten 10
und 11 besteht die Kernregion aus mHCN1-Sequenzen und sie aktivieren beide sehr schnell.
Mutante 10, bei der auch der C-Terminus von mHCN1 stammt, aktiviert dabei noch schneller,
was einen Einfluss eines kleinen Teils in Richtung des C-Terminus vermuten ldsst. Bestitigt
wird dies durch Mutante 9, die mit einer Zeitkonstante aktiviert, die intermedidr zwischen
HCNI und HCN2 liegt. Sie trigt die Kernregion von mHCN2 und sollte somit entsprechend
langsam aktivieren. Durch den mHCNI1-C-Terminus kommt es allerdings zu einer
Zeitkonstante, die ndher zu der des Wildtyp mHCN1 Kanals hin verschoben ist.

Fiir die Spannungsabhingigkeit der Kanéle ist dagegen der C-Terminus der HCN Kanile
verantwortlich. Die Mutanten 7 und 8, die hier aus mHCN2 Sequenzen bestehen, aktivieren
bei etwas negativeren Potentialen als mHCN2. Die Mutanten 9, 10 und 12, deren C-Terminus
dem HCNI entspricht, aktivieren sogar bei negativeren Potentialen als mHCN1. Mutante 11
mit threm mHCN2 C-Terminus sollte nach dieser Theorie wie mHCN2 aktivieren. Thr Wert
fiir Vo5 liegt ndher an mHCNI1 als an mHCN2, allerdings intermedidr zwischen den anderen
beschriebenen Mutanten. Da Mutante 10 bei den mit Abstand positivsten Potentialen aktiviert
und hier zusétzlich zum C-Terminus auch noch die Kernregion aus mHCNI Sequenzen
besteht, ist davon auszugehen, dass zusétzlich zum C-Terminus noch ein Teil der Kernregion
zu den gemessenen Effekten beitragt.

Diese Ergebnisse werden bestitigt durch Untersuchungen an Chiméiren aus mHCNI1 und
rbHCN4, nach denen S1, der Linker zwischen S1 und S2 (S1-S2) und S6-CNBD die
Aktivierungskinetik bestimmen (Ishii et al. 2001). In einer weiteren Studie wurden Hinweise
auf den Einfluss des C-Terminus der HCN Kanile auf die Spannungsabhédngigkeit gegeben.
Hier konnte an Chimédren aus mHCN1 und rbHCN4 gezeigt werden, dass der C-Terminus des
mHCNI die Aktivierung des tbHCN4 stark beschleunigen kann (Viscomi et al. 2001). Die
verwendeten Konstrukte entsprachen allerdings, was die Position der Umschaltung von
HCNI1 auf HCN4 betrifft, nicht den hier verwendeten Chiméiren. Wéhrend im Rahmen dieser
Arbeit unmittelbar nach S6 von einem Gen auf das andere umgeschaltet wurde, beginnt bei
Viscomi et al. der Bereich des mHCNI1 erst nach 24 Aminoséduren in Richtung C-Terminus
(innerhalb des sogenannten C-Linkers).
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4.4 Genomische Analyse des hHCN2 und des hHCN4

Bei Betrachtung der essentiellen Funktion der HCN Kanile im Rahmen der Entstehung
rhythmischer Erregungen in Herz und Gehirn liegt es nahe zu vermuten, dass erworbene oder
auch vererbte Defekte in diesen Ionenkandlen zu kardialen Arrhythmien, Epilepsie oder
anderen neurologischen Dysfunktionen fiihren kdnnen.

So wuden bereits mehrere Félle beschrieben, in denen ein erhdhter I, oder Verschiebungen
der Spannungsabhingigkeit im Herzventrikel der Ratte und des Menschen zur Manifestation
verschiedener kardiovaskuldrer Erkrankungen beigetragen haben (Cerbai et al. 1994, 1997,
2001). Die genauen Mechanismen, die zu den Erkrankungen fiihren, sind noch nicht
vollstindig aufgekldrt, es wurden allerdings in Studien zur hormonellen Regulation
Expressionsstorungen postuliert. Méuse, die den B,-Adrenorezeptor iiberexprimieren und so
im Alter zu Herzhypertrophien neigen, zeigen einen flinffach erhdhten ventrikuldren I, im
Vergleich zu Kontrollméusen und eine erhohte Expression von HCN4 im Vergleich zu HCN2
(Graf et al. 2001). Die erniedrigten Expressionsraten von HCN2 und HCN4 im Herz von
hypothyreotischen Ratten und Maéusen wurden mit der entstehenden Bradykardie in
Verbindung gebracht, wéhrend durch Hochregulation der beiden Kanidle der positiv
chronotrope Effekt des Schilddriisenhormons zustande kommen soll (Gloss et al. 2001,
Pachucki et al. 1999). Miuse, die defizient an HCN2 sind, zeigen ausgeprigte kardiale
Arrhythmien aufgrund einer gestorten Sinusknotenfunktion (Ludwig et al. 2003).

Neben erworbenen Erkrankungen wurde eine Mutation im humanen HCN4 Gen bei einem
Patienten mit Sinusbradykardie und Vorhof- sowie Kammerflimmern beschrieben, die zu
einer C-terminalen Verkiirzung des Kanals inklusive der CNBD fiihrt und so die Grosse des I
reduziert (Schulze-Bahr et al. 2001).

4.4.1 Cayman Ataxie

Auch auf neurologischer Ebene wurden Anderungen des I, mit Krankheiten assoziiert. So
zeigen die oben erwidhnten HCN2 defizienten Miduse spontane Absence Epilepsie und
Bewegungsstorungen (Ludwig et al. 2003). Der Phénotyp dieser Miuse dhnelt dem von
Patienten, die an der sogenannten Cayman Ataxie leiden. Diese Erkrankung ist genetisch
bedingt und der Bereich im Genom, wo die Ursache anzusiedeln ist, wurde auf Chromosom
19p13.3 gefunden (Nystuen et al. 1996), wo beim Menschen auch das HCN2 Gen lokalisiert
ist. Ausgehend von diesen Erkenntnissen sollte in dieser Arbeit genomische DNA von
betroffenen Patienten durch PCR und nachfolgendes Sequenzieren sowie durch Southern Blot
Analyse auf Mutationen und Deletionen im Bereich des HCN2 Gens untersucht werden.

Durch die Wahl von exonspezifischen Primern wurden zunichst Sequenzen amplifiziert, die
wie cDNA ohne Introns aufgebaut waren. Eine BLAST Recherche mit den gefundenen
intronfreien Sequenzen fiihrte zu einem DNA Abschnitt auf Chromosom 15, der zu 91%
homolog zur cDNA des humanen HCN2 war. Da die Sequenz aus genomischer DNA isoliert
wurde, ihr aber die Introns fehlten, musste es sich um ein Pseudogen des HCN2 handeln, das
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im Laufe der Evolution durch reverse Transkription aus HCN2 entstanden ist. Innerhalb
dieses Pseudogens finden sich zahlreiche Mutationen und Deletionen, die dazu fiihren, dass
bei einer eventuellen Transkription sehr bald STOP-Kodons den Prozess beenden wiirden.
Abgesehen davon ldsst sich dem Pseudogen kein eindeutiger Transkriptionsstart zuordnen, so
dass es dusserst unwahrscheinlich ist, dass es durch das Abschreiben dieses Gens zu einer
defekten Variante des HCN2 kommt. Auch in genomischer DNA von gesunden Menschen
lasst sich das Pseudogen nachweisen. Daher kann davon ausgegangen werden, dass die HCN2

Funktion durch die Anwesenheit des Pseudogens nicht gestort wird.

Durch die Wahl von intronstdndigen Primern konnten die einzelnen Exons des HCN2 Gens
der Cayman-Patienten spezifisch amplifiziert und in der Folge sequenziert werden. Im
Vergleich mit der verdffentlichten Sequenz ergaben sich dabei keinerlei Unterschiede. Auf
Ebene der Exons des HCN2 kann die Ursache fiir die Cayman Ataxie somit nicht angesiedelt

werden.

Um zu erfahren, ob vielleicht eine Deletion im Bereich des grdssten der Introns (Intron 1;
Grosse ca. 13kb) die Krankheit verursacht, wurden die genomische DNA eines Cayman-
Patienten und eines gesunden Probanden mit verschiedenen Enzymen verdaut und unter
Verwendung einer Exon 1-spezifischen Sonde durch Southern Blot Analyse verglichen. Auch
hier konnten keine Unterschiede zwischen Cayman-Patienten und einer gesunden Person
festgestellt werden. Daraus und aus den Sequenzvergleichen kann deshalb geschlossen
werden, dass die Ursache der Cayman Ataxie nicht im Bereich des HCN2 Gens lokalisiert
sein kann. Moglich wire allerdings eine gestorte Proteinexpression oder das Fehlen wichtiger
posttranslationaler Modifikationen, wie z.B. Glycosylierungen, so dass trotz der korrekten
genetischen Information kein funktionsfahiger HCN2 entstehen kann.

4.4.2 Sick Sinus Syndrom

Das Sick Sinus Syndrom stellt eine Gruppe nicht-ventrikuldrer Herzrhythmusstérungen dar,
die ihre Ursache in Dysfunktionen im Bereich des Sinusknotens haben. Damit ist es eine
weitere Erkrankung, die durch eine gestorte Funktion von HCN Kanélen zustande kommen
konnte. Da HCN2 und HCN4 im Sinusknoten die vorherrschenden HCN Isoformen darstellen
(Moosmang et al. 2001), wurde genomische DNA von Personen, bei denen das Syndrom
familidr bedingt gehduft vorkommt, auf Mutationen im Bereich des HCN2 Kanals und des
HCN4 Kanals untersucht.

Die Amplifizierung der Exons des HCN2 erfolgte wieder mit intronspezifischen Primern, um
eine Erschliessung des Pseudogens des HCN2 auszuschliessen. Die Sequenzierung der Exons
1-8 gab keine Aufschliisse iiber einer Krankheitsmanifestation durch einen HCN2 Defekt.
Eine bei einem Patienten an der Position nt280 im Exon 1 gefundene Mutation, die zu einer
Aminosdureverschiebung von Arginin zu Histidin fiihrt, liess sich bei dem ebenfalls
erkrankten Bruder des Patienten nicht bestétigen, so dass sie nicht die Ursache fiir diese

familidre Form des Sick Sinus Syndroms sein kann.
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Die Untersuchung des HCN4 eines Sick Sinus Syndrom Patienten ergab dagegen einen
eindeutigen Polymorphismus an Position ntl07 im Exon 1. Dadurch ensteht auf
Aminosdureebene an dieser Stelle in 50% der Falle Glycin, in 50% der Fille Glutaminséure.
Es ist allerdings unwahrscheinlich, dass dieser Austausch einen Effekt auf die Eigenschaften
des HCN4 dieses Patienten ausiibt. Dieser Teil des HCN4 liegt im N-terminalen
intrazelluldiren Bereich des Kanals. Die Funktionen des N-Terminus sind noch nicht
vollstindig aufgeklért, es gibt aber Hinweise darauf, dass er fiir die Expression und die
Anordnung der HCN Kandle in der Plasmamembran von Bedeutung ist (Tran et al. 2002). Der
gefundene Polymorphismus liegt allerdings nicht in der beschriebenen konservierten Region,
die fiir diese Effekte verantwortlich gemacht wurde. HCN Kanile, bei denen der N-Terminus
bis zu dem konservierten Bereich deletiert wurde, zeigen bei elektrophysiologischer
Untersuchung keine auffilligen Unterschiede im Vergleich zu Wildtyp Kanédlen (siche
3.3.2.2: Mutante 7). Eine Moglichkeit, die Relevanz des beobachteten Polymorphismus
aufzuklédren, wire die gerichtete Mutation auf cDNA-Ebene und eine elektrophysiologische
Charakterisierung des entstehenden mutanten Proteins.
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5 Zusammenfassung

Die HCN Kanile spielen als molekulare Basis des I, Stroms eine bedeutende Rolle bei der
Entstehung rhythmischer Erregungen. Die HCN Familie der Siugetiere besteht aus vier
Mitgliedern (HCN1-HCN4), die in unterschiedlichem Ausmass in verschiedenen Regionen
von Herz und Gehirn exprimiert werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die
Bildung von Heteromeren zwischen den einzelnen Isoformen, die Glycosylierung der Kanile
und deren Funktion, die Modulation durch cAMP, die Aktivierung in Bezug auf Kinetik und
Spannungsabhéngigkeit, sowie die Rolle von HCN Kanal-Genen im Rahmen von genetischen
Erkrankungen untersucht.

Sowohl im Mausgehirn wie auch in HEK Zellen konnen die HCN Kanal-Untereinheiten
miteinander interagieren. Im Mausgehirn wurde die Heteromerisierung von HCN1 und HCN2
durch Ko-Immunprézipitation nachgewiesen. Durch konfokalmikroskopische Studien an
EGFP- bzw. RFP-markierten HCN Isoformen in HEK Zellen konnte fiir alle HCN-
Zweierkombinationen ausser mHCN2 mit mHCN3 eine Kolokalisation im Bereich der
Plasmamembran beobachtet werden. Bestitigt wurden diese Ergebnisse durch Ko-
Immunprézipitation. Mit Hilfe von elektrophysiologischen Untersuchungen konnte verifiziert
werden, dass mHCN2 und mHCN3 nicht interagieren.

Die HCN Kanéle werden in vivo (Mausgehirn) und in vitro (HEK Zellen) N-glycosyliert. Am
Beispiel des mHCN2 wurde die physiologische Relevanz dieser posttranslationalen
Modifikation untersucht. Ein mutanter, unglycosylierter mHCN2 Kanal wird nicht mehr zur
Plasmamembran transportiert und generiert keinen charakteristischen Einwértsstrom mehr.
Nach Koexpression mit hHCN4 ist die Membranstindigkeit dieser Mutante wieder gegeben,
sowie auch die Kolokalisation der beiden Kanile. Im Gegensatz hierzu konnte mHCN3 den
unglycosylierten mHCN2 nicht zur Zellmembran transportieren, da zwischen den beiden

Kanélen ganz offensichtlich keine Bindung bestehen kann.

Die fiir die Bindung von cAMP an den mHCN2 Kanal essentielle Aminosdure Arginin 591
wurde durch gerichtete Mutagenese und Patch-Clamp-Untersuchungen identifiziert. Der
Ersatz des Arginin 591 fithrt z7u mHCN2 Kanélen, die bei Anwesenheit von cAMP nicht mehr
wie der Wildtyp Kanal eine Verschiebung der halbmaximalen Aktivierung zu positiveren
Potentialen zeigen. Durch elektrophysiologische Charakterisierung von verkiirzten mHCN2
Kanidlen und Chimiren aus mHCNI und mHCN2 konnten den Unterschieden in
Aktivierungskinetik und Spannungsabhingigkeit der HCN Isoformen konkrete Kanalteile
zugeordnet werden. Fiir die Geschwindigkeit der Aktivierung sind die Kernregion und ein
Stiick des C-Terminus verantwortlich, wahrend der C-Terminus die Spannungsabhéngigkeit

bestimmt.

Die genomische Analyse des HCN2 von Cayman Ataxie-Patienten, die zerebrale
Dysfunktionen dhnlich denen von HCN2-knockout Méusen zeigen, ergab keine Unterschiede

im Vergleich zu einem gesunden Probanden. Eine Mutation im HCN2 Gen als Ursache der
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Cayman Ataxie kann somit ausgeschlossen werden, es besteht jedoch die Mdglichkeit einer
Storung der Proteinsynthese oder posttranslationaler Modifikationen. Auch bei zwei
Patienten, die an familidr bedingtem Sick Sinus Syndrom leiden, konnte die Ursache der
Erkrankung nach genomischer Sequenzanalyse nicht durch einen Defekt des HCN2 Gens
oder des HCN4 Gens erklért werden.
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6 Anhang

6.1 Restriktionsenzyme

Tab. 8 Verwendete Restriktionsenzyme

Enzym Erkennungssequenz (5°-3") NEB-Puffer | Zusatz von BSA Inkubationstemperatur
Accl GT/(AC)YTG)AC 4 37°C
Agel A/CCGGT 1 37°C
ApaLl G/TGCAC 4 + 37°C

BamHI G/GATCC U + 37°C

Bsu361 CC/TNAGG 3 + 37°C
EcoRI G/AATTC U 37°C

HindIII A/AGCTT 2 37°C
Kpnl GGTAC/C 1 + 37°C
Nhel G/CTAGC 2 + 37°C
PfIMI CCANNNN/NTGG 3 + 37°C
Sspl AAT/ATT 6] 37°C
Xbal T/CTAGA 2 + 37°C
Xhol C/TCGAG 2 + 37°C

N steht fiir beliebiges Nukleotid, Pu und Py fiir Purin bzw. Pyrimidin. Die Schnittstellen sind
mit / gekennzeichnet. Puffer U sind fiir das jeweilige Enzym spezifisch. In Klammern

geschriebene Basen kennzeichnen solche, die gegeneinander ausgetauscht werden konnen.

6.2 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide binden an die jeweils aufgefiihrten Gene bzw. Vektoren.

Die kodierenden Bereiche der HCN Gene wurden folgendermassen nummeriert (ATG-

STOP):

mHCNI1 (AJ225123): nt225-2957

hHCN2 cDNA (AJ012582): nt54-2723

hHCN2 genomisch (AC005559): nt29748-56276

mHCN2 (AJ225122): nt36-2627

mHCN3 (AJ225124): nt99-2438

hHCN4 (AJ132429): nt567-4178
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Tab. 9 Verwendete Oligonukleotide der Fa. MWG

Name Gen Sequenz

Bindungsstelle

BMIR mHCN2 ACGCTGGCCGT(CG)TCCCGGCCCCTC

nt 1797-1819

BM2F mHCN2 AGGGGCCGGGA(CG)ACGGCCAGCGT

nt 1797-1819

BM3R mHCN2 ACGCTGGCCGCTTCCCGGCCCCTC

nt 1797-1819

BMA4F mHCN2 AGGGGCCGGGAAGCGGCCAGCGT

nt 1797-1819

BM7R mHCN2 CATGGCCACAGCCTGCTGTA

nt 2140-2159

BM34R mHCN3 TAACCTAGGAGTCGACATGTTGGC

nt 2427-2450

BM35R mHCN2 GCTCAAGGGTACCAAGTTGGAAGA

nt 2613-2636

BM39F mHCN2 AGGGCCTCTGCCTCCTGCAGC

nt 2240-2260

BMA40F mHCN3 TGATTCTCCAGCCACCCTCCT

nt 2000-2020

BM41F hHCN4 TACTCCCCGAGGAGGTCTCAG

nt 3623-3644

BM42R mHCN2 GCTCAAGGGTCTAGAGTTGGAAGA

nt 2613-2636

BM43R mHCN3 TAACCTAGGATCCCACATGTTGGC

nt 2427-2450

BMS50R hHCN4 GGCCCAGCCTCGAGATTGGATGGC

nt 4163-4186

BMS5IR hHCN4 GGCCCAGGTACCAGATTGGATGGC

nt 4163-4186

BMS53R hHCN2 TACGGGTGGATGATCCAGGCC nt 653-673
BMS54F hHCN2 CGGGGAGAGCCCGGGCGCGA nt 83-102

BMS55F hHCN2 CACGGCCAAGGGCAGCCCGAA nt 329-349
BMS56F hHCN2 GGGACTTCACCATGCTGCTGT nt 694-714
BMS57F hHCN2 CGGATGTTCGGCAGCCAGAAG nt 594-614

BMS58R hHCN2 TGGATGTAGCGGATCAGGCGT

nt 1076-1096

BMS59F hHCN2 CAGCGCGGTGATGAGGATCTG

nt 1136-1156

BMO60R hHCN2 ATGGACACCCAGCAGTTGCGC

nt 1238-1258

BM61F hHCN2 CGTGGAGTGAACTGTACTCCTT

nt 1279-1300

BM62R hHCN2 TGGCGCCGCGAGGAGTCCAGC

nt 1457-1477

BMG63F hHCN2 TTCCACAAGCTGCCAGCTGACT

nt 1518-1539

BM64R hHCN2 TTGAGCTCGCCCAGGATGCTG

nt 1601-1621

BMO65F hHCN2 CGTCAACTTCAACTGCCGGAAG

nt 1643-1664

BMO66R hHCN2 GAGCCATCGGACAGCTTCATC

nt 1847-1867

BM67F hHCN2 GCCTGCTCACCCGGGGCCGC

nt 1885-1904

BMG68R hHCN2 GCCACCGTCTCGAAGGCGCG

nt 2001-2020

BMO69F hHCN2 CTCCTGCACAAGGTGCAGCAT

nt 2061-2081

BM70R hHCN2 TTTGGTCTGGATGACGGCCCC

nt 2764-2784

BM71R hHCN2 CGCCACCTGCGGGCAGAAGC

nt 2264-2282

BMT72F hHCN2 TCGCCTCCCCACAGTACAAGCA

nt 49975-49996
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BM73R | hHCN2 TGTGTACGCAGGTCTAGCTCGA nt 50327-50348
BM78F hHCN2 CAGGGAGAGCCTGGGTGGGAA nt 53530-53551
BMSIR | hHCN2 CTGTCCAAGCCACTCTCCTGAT nt 53881-53902
BM&84R mHCN2 CTAGCCTGGCTCATGGTGGCGGCG Adapter fiir mHCN2
BMBS85R mHCN2 AGTCGGGGATCCCGGTCAGACGAAGTTGGGGTCTGCATT nt 1593-1613
BMB86F hHCN2 GCCTCCCCCCTGCAGGAGATC nt 53035-53055
BMS&7R hHCN2 CGCCCCCCTCAAGCTCACCC nt 53289-53309
BMS&IF mHCN2 CTAGCGCCGCCACCATGAGCCAGG Adapter fiir mHCN2
BM90OF hHCN2 CCTCGTCCCCCAAGGAAGAGT nt 43257-43277
BM91R hHCN2 GCCCCACCCATGCACCATTATA nt 43855-43876
BM94F hHCN2 CTGCAGTGAAGGCTGTAGAGGT nt 29777-29796
BM95R hHCN2 CACGTTCCCCTCTATTCGTCCT nt 30687-30709
BM96F hHCN2 CGGCGGCTCCGCTCCGCACT nt 29710-29729
BM97F hHCN2 GCATGCTTGCTCTACACGGCAA nt 55478-55500
BM98R hHCN2 TCCGTCCAACTACGGCTACCTA nt 56394-56415
BMIOOR | hHCN2 CGGCACGAGAACGACACCTT nt 48034-48055
BMIOIR |hHCN2 ACGAGCTGTCGCGGCTGCGGA nt 277-297
BM114F | mHCN2 TGGTTCGTGGTGGACTTCGTGT nt 809-826
BMI115R | mHCN2 CACGAGTGCTGCACCATGTTG nt 1163-1183
BMI16F |mHCN2 | CAACATGGTGCAGCACTCGTG nt 1163-1183
BMII7R |mHCN2 | AAGTTGGGGTCTGCATTGGCA nt 1589-1609
BMI25R | mHCNI GCATGAAGCTAGCCTGCCGCC nt 454-474
BMI26F |pcDNA3 | TAACTAGAGAACCCACTGCTTAC nt 826-848
BMI29F | mHCNI TCCAGTCCCTGGACTCTTCAAGG nt 1381-1403
BMI30R |mHCNI ACGAAATTGGGATCGGCGTTAG nt 1621-1642
BMI32F | mHCNI GCTCCACACCGAAAAATGAA nt 2566-2585
BMI35R | mHCNI TCATCAAGGATCCTAAATTCGAAG nt 2944-2967
BMI38R | hHCN2 AACCCTCTGTAAGCGGGATAAG nt 45092-45113
BMI39F | hHCN2 ACCTCCAGTGCTTGGCAGAGG nt 47664-47684
BMI41F | mHCNI GGCGGCAGGCTAGCTTCATGC nt 454-474
BMI44F |mHCN2 | CTCATCCAGTCTTTGGATTCGTCA nt 1347-1370
BM204F |mHCN2 | GTTCGCGCTCTTCAAGGCCATGA nt 1199-1221
BM205F |mHCN2 | GAGCAATACATGTCCTTCCACAA nt 1404-1426

In Klammern ( ) geschriebene Basen kennzeichnen degenerierte Primer, d.h. 50% der

Molekiile tragen an dieser Stelle die eine Base, 50% die zweite Base.
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6.3 Abkiirzungen der proteinogenen Aminosiuren

Alanin Ala, A Leucin Leu, L
Arginin Arg, R Lysin Lys, K
Asparagin Asn, N Methionin Met, M

Asparaginsiure | Asp, D Phenylalanin | Phe, F

Cystein Cys, C Prolin Pro, P
Glutamin Gln, Q Serin Ser, S
Glutaminsiure Glu, E Threonin Thr, T
Glycin Gly, G Tryptophan Trp, W
Histidin His, H Tyrosin Tyr, Y

Isoleucin Ile, 1 Valin Val, V
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