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Abkirzungsverzeichnis

ANAP 3-(6-acetylnaphthalen-2-ylamino)-2-aminopropansaure

BSA Bovines (Rinder-) Serum-Albumin

cAMP Cyclisches Adenosin-Monophosphat

cDNA komplementare Desoxyribonukleinsaure

cGMP Cyclisches Guanosin-Monophosphat

CHO-Zellen Chinese Hamster Ovary-Zellen

Ci-vSP Spannungsgesteuerte Phosphatase aus Ciona intestinalis

CNBD “Cyclic nucleotide Binding Domain® — Bindungsstelle fiir cyclische
Nucleotide

CNG-Kanal “Cyclic nucleotide gated channel” — durch cyclische Nucleotide
modulierter Kanal

cRNA komplementare Ribonukleinsaure

drHCNL-Kanal

“HCN-like proton channel” — hyperpolarisationsaktivierter Protonenkanal,
aus danio rerio (Zebrafisch)

EGTA Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraessigsaure

EKG Elektrokardiogramm

erg-Kanal “ether-a-go-go-related gene”

F Faraday-Konstante: 96485 C/mol

fcAMP Fluoreszenz-markiertes cAMP

HA-Tag Hamagglutinin-Tag

HCN-Kanal “Hyperpolarization-activated and cyclic nucleotide modulated channel” —
durch Hyperpolarisation aktivierter und durch cyclische Nucleotide
modulierter Kanal

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl)-Ethansulfonsaure

ls, In “funny channel current®; Hyperpolarisationsaktivierter Kationenstrom

ILT Dreifach-Mutation V369I/I372L/S376T

Kv-Kanal Spannungsabhangiger Kalium-Kanal

LSM Laser-Scanning-Mikroskop

MES Methansulfonat

mM Millimolar (mmol/l)




MVP-Kanal

“methanococcal voltage-gated potassium channel” — Methanococcen-
spannungsgesteuerter Kalium-Kanal

MTSET 2-(Trimethylammonium)-ethylmethanthiosulfonat
MWC-Modell Monod-Wyman-Changeux-Modell

Nav-Kanal Spannungsabhangiger Natrium-Kanal

NMDG N-Methyl-D-glucamin

PI(4,5)P2; PIP2

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

Q

(Gating-)Ladung

Qmax Maximale (Gating-)Ladung

R Elektrischer Widerstand; Universelle Gaskonstante: 8,3144598(48) J/mol -
K

r.m.s. “root mean square” — quadratischer Mittelwert

s.e.m. Standard-Fehler des arithmetischen Mittels

spHCN-Kanal HCN-Kanal des Seeigel-Spermiums

TEVC “Two Electrode Voltage-Clamp® — Zwei-Elektroden-Spannungs-Klemme

TMRM Tetramethylrhodamin-5-maleimid

TRIP8b “Tetratricopeptide repeat-containing Rab8b interacting protein”

Vi Halb-Maximal-Spannung

VCF Voltage-Clamp-Fluorometrie

wit Wildtyp

z5 Effektive Gating-Ladung

AG Freie Reaktionsenthalpie

y Einzelkanalleitfahigkeit

T Zeitkonstante

nicht aufgefiihrt Abkirzungen und Prafixe, die im Systeme international d’unités (Sl), im

Periodensystem der Elemente (PSE) sowie entsprechend der Amino-
sauren-Nomenklatur der Joint Commission on Biochemical Nomenclature
(JCBN) der International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)
definiert werden.




1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

HCN (hyperpolarisation activated and cyclic nucleotide-modulated)-Kanale sind Kationen-
kanéle und in zahlreiche rhythmisch ablaufende physiologische Prozesse involviert. Uber ihren
tetrameren Aufbau und die langsame Aktivierung durch Hyperpolarisation sowie die Modu-
lation durch cAMP st bereits viel bekannt, wahrend die Kinetik des spannungsabhangigen
Schaltens — dem sog. Gating-Prozess — bisher noch nicht vollstandig aufgeklart werden
konnte. Grundsatzlich sollte die Bewegung der positiv geladenen S4-Helix wie bei strukturell
verwandten Nav- und Ky-Kanalen auch beim HCN-Kanal als Gating-Strom gemessen werden

konnen.

Zur Messung von Gating-Stromen mithilfe der Cut-Open-Voltage-Clamp-Technik wurde im
Rahmen dieser Arbeit zunachst u.a. der Einsatz von Cs* als HCN-spezifischer Blocker und
der Austausch der permeablen Kationen durch NMDG untersucht, um den lonenstrom voll-
sténdig zu eliminieren. Beide Verfahren konnten den lonenstrom allerdings nicht komplett eli-

minieren, sodass Gating-Strome auf diese Weise nicht gemessen werden konnten.

Daraufhin wurde versucht, den lonenstrom durch Messungen mit Spannungen nahe des Um-
kehrpotentials zu verringern, wobei Strdome gemessen wurden, die moglicherweise auf Off-
Gating-Strome zurlckzufihren sind. Da jedoch mit dieser Methode die Messung von On-
Gating-Stromen nicht mdglich war, wurde versucht, nicht-leitende Porenmutanten des HCN2-

Kanals zu konstruieren.

Dabei wurde zwar festgestellt, dass alle untersuchten Porenmutanten weiterhin lonenstréme
zeigten, allerdings war insbesondere bei den beiden Mutanten mHCN2-G402S und -G404S
ein charakteristisches Verhalten aus Aktivierung, Inaktivierung und zusatzlicher langsamer
Aktivierung zu beobachten, das zum besseren Verstandnis des HCN2-Kanals tiefergehend
analysiert wurde. Durch verschiedene Aktivierungsprotokolle, Applikation spezifischer Blocker,
globale Modellierung der Aktivierung und Analyse der Reaktivierung im Tailstrom wurde
gezeigt, dass die Strome aus zwei unterschiedlichen und voneinander unabhangigen
Leitfahigkeiten stammen. Dabei kdnnen die ersten Komponenten auf die mutierten HCN-
Kanéale, die spate Aktivierung hingegen auf unsystematisch auftretende endogene Chlorid-
Kanale zurtckgefiuhrt werden. Die Membranlokalisation der mutierten HCN-Kanale wurde

durch den Einsatz fluoreszenz-markierter Anti-HA-Antikorper belegt.
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2. Einleitung

2.1 Physiologische Bedeutung
2. Einleitung

2.1 Physiologische Bedeutung

Viele rhythmisch ablaufende Prozesse im menschlichen Koérper werden durch Schrittmacher-
strome gesteuert. Diese werden als /r oder I, abgekurzt und durch sogenannte ,funny
channels® vermittelt, die im Laufe der 1990er Jahre als HCN-Kanéle (Hyperpolarization-
activated and cyclic-nucleotide-modulated channels) identifiziert wurden (Santoro et al., 1998;
Ludwig et al., 1998; Santoro und Tibbs, 1999). Der Name ,funny channel” leitet sich davon ab,
dass diese Kanale nicht wie die meisten anderen spannungsgesteuerten Kationenkanale bei
Depolarisation, sondern bei Hyperpolarisation 6ffnen. |hre Hauptbedeutung haben diese
Schrittmacherstrome dabei im Gehirn sowie im Herzen. Neben den Kanalen HCN1 bis HCN4,
die bei Wirbeltieren vorkommen, wurden z.B. in Seeigel-Spermien der spHCN-Kanal (Gauss
et al.,, 1998) und in Methanococcus-Bakterien der MVP-Kanal entdeckt (Sesti et al., 2003;
Randich et al., 2014). In Zebrafisch-Spermien wurden kurzlich strukturell dhnliche, hyper-

polarisationsaktivierte Protonenkanéale identifiziert (Wobig et al., 2020).

Die Rolle des I,-Stroms im Gehirn umfasst die Schrittmachertatigkeit und die Modulation der
Erregbarkeit, da bei Ruhemembranpotential getffnete HCN-Kanale durch den depolari-
sierenden Kationen-Einstrom die Erregbarkeit senken (DiFrancesco, 1991; Craven und
Zagotta, 2006; Biel et al., 2009; Stoenica et al., 2013; He et al., 2014; DiFrancesco und
DiFrancesco, 2015), dabei werden neuronal primar die Subtypen HCN1 und HCN2 sowie

Heteromere daraus exprimiert.

Im Herzen sind die HCN-Kanale fiir die Entstehung der autonomen Erregung verantwortlich,
hier werden HCN4 und HCN2 (Much et al., 2003; Wahl-Schott und Biel, 2009) exprimiert. HCN-
Kanale sind dabei vor allem im Sinusknoten zu finden, der die Herzerregung ausldst (Alig et
al., 2009; DiFrancesco, 2010; Li et al., 2015). Dabei sorgen sie nach einem erfolgreichen
Aktionspotential und daran anschlieBende Repolarisation durch ihre langsame diastolische
Depolarisation daflir, dass kein stabiles Ruhemembranpotential aufgebaut, sondern die
Erregungsschwelle der Ca?*-Kanale tiberschritten wird, woraufhin diese 6ffnen und das schnell
depolarisierende Aktionspotential initieren (Schmidt/Lang/Heckmann, 2010, S. 525-526).
Dadurch wird Uber das Erregungsleitungssystem die Aktivierung des Ventrikelmyokards und
damit der Herzschlag ausgeldst (Craven und Zagotta, 2006). AnschlieRend werden die Zellen
durch Kalium-Strome wieder repolarisiert, der HCN-Kanal aktiviert erneut und startet eine neue
Herzaktion (Abbildung 1).

Weiterhin wurde gezeigt, dass HCN-Kanéale auch in nicht-erregbarem Gewebe wie Bauch-
speicheldrise (El-Kholy et al., 2007), Darm (Shahi et al., 2013), Leber und Niere (Calejo et al.,

2014; Leodn-Aparicio et al., 2019) exprimiert werden. Auch in Schrittmacherzellen von Blase
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2.2 Pathophysiologie
und Harnleiter (Liu et al., 2018; He et al., 2018) sowie in der Phototransduktion (Jiang et al.,
2018) wurde eine Beteiligung von HCN-Kanélen nachgewiesen. Eine weitere Rolle spielen
HCN4-Kanale bei der lateral differenzierten Organausbildung in friihen Xenopus laevis-
Embryonen (Pai et al., 2017; Pitcairn et al., 2017).

Sinusknoten ./1/ B nNat, Kkt Ca? K+ K+
Vorhofmyokard JL Ll

Tawara-Schenkel - "
et Ventrikel-
Purkinje-Fasern myokard 100

Abbildung 1: Physiologische Rolle von HCN-Kanélen. A: Lage von Sinusknoten im Herzen und typische

M.
& a

-50 mV—

Aktionspotentiale (Huppelsberg und Walter, 2013). B: Einfluss der verschiedenen Stréme/Kanéle
wéhrend des Aktionspotentials (Craven und Zagotta, 2006).

Prinzipiell werden HCN-Kanéle durch Hyperpolarisation aktiviert. Die Offnung wird dabei aber
durch verschiedenste Mechanismen moduliert. Eine direkte Modulation findet z. B. durch
cyclische Nukleotide, im Wesentlichen cAMP, statt. Die Freisetzung von cAMP erfolgt physio-
logisch durch Aktivierung des Sympathikus, woraufhin Gber einen GPCR-Signalweg Adrenalin
freigesetzt wird. Durch Bindung an B+-Adrenorezeptoren, Freisetzung eines stimulierenden G-
Proteins und Aktivierung der Adenylatzyklase A wird in der Folge der intrazellulare cAMP-
Spiegel erhdht. Dadurch kann der HCN-Kanal leichter und schneller aktiviert werden und die
Herzfrequenz wird erhéht (Brown et al.,, 1979; Guimaraes und Moura, 2001). Auch durch
Cholesterin werden verschiedene HCN-Isoformen moduliert (Flrst und D'Avanzo, 2015).
Weiterhin werden HCN-Kanale durch das Protein TRIP8b, das sowohl die Expression als auch
die neuronale Erregbarkeit beeinflusst (Santoro et al., 2004; Lewis et al., 2010; DeBerg et al.,
2015), sowie durch eine N-Glycosylierung (Much et al., 2003) und eine Phosphorylierung
(Lewis et al., 2010) moduliert. Beide Mechanismen wirken dabei nicht auf die eigentliche

Kanalfunktion, sondern auf die Modulation der Expression.

2.2 Pathophysiologie

2.2.1 In Gehirn und Nervensystem
Bei der Untersuchung verschiedenster neuronaler Krankheiten wurden Zusammenhange zu
gestorten HCN-Kanalen entdeckt (Herrmann et al., 2007). Epileptische Anféalle kdnnen

beispielsweise durch eine Storung des HCN-Kanals bzw. der Erregbarkeits-Modulation
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2. Einleitung

2.2 Pathophysiologie
verursacht werden, indem unkontrollierte Aktionspotentiale ausgeldst werden (Brennan et al.,
2016). Eine mogliche Mutation wurde vor wenigen Jahren an der Position Glu515 identifiziert.
Die Mutation hHHCN2-E515K sorgt hier fur einen nahezu kompletten Funktionsverlust, der zu
einer deutlich gesteigerten Erregbarkeit fihrt (DiFrancesco und DiFrancesco, 2015). Ebenso
erschweren die Mutationen hHCN4-E153G und -P1117L die Aktivierung von HCN-Kanalen,
weshalb T-Typ-Ca?*-Kanale nicht im inaktivierten Zustand gehalten werden, sondern spontan
aktivieren und epileptische Anfalle auslésen kénnen (Becker et al., 2017). Weitere patho-
logische Mutationen entlang des gesamten hHHCN1-Proteins wurden in einer Ubersichtsarbeit
von Marini et al. (2018) vorgestellt. Diese Mutationen fuhren allerdings nur zu epileptischen,

nicht zu kardiovaskularen Krankheitsbildern (Marini et al., 2018).

Auch im Bereich der Schmerzforschung ist der HCN-Kanal in den letzten Jahren in den Fokus
gerickt. Der Nachweis bestimmter Mutationen oder Fehl-Expressionen blieb bisher aus, aber
aufgrund der Wirkung von HCN-spezifischen Wirkstoffen konnte auf eine Beteiligung von
HCN1- bzw. HCN2-Kanalen geschlossen werden (Young et al., 2014; Tsantoulas et al., 2016).
Ein weiterer Bereich, in dem HCN-Kanale moglicherweise eine Rolle spielen, ist die Parkinson-
Krankheit. Hier wird eine Herunterregulation von HCN-Kanélen in Folge eines Verlustes an
nigrostriatalen Dopamin-Neuronen angenommen (Good et al., 2011). Dies fihrt wiederum zu
einer erhéhten neuronalen Erregbarkeit, wodurch sich die Kontrolle Giber die Muskelbewegung

verschlechtert.

Der neuronale Modulator TRIP8b interagiert an zwei verschiedenen Bindungsstellen mit den
verschiedenen HCN-Kanalen. Im Bereich der CNBD moduliert es die Spannungs- und cAMP-
Abhangigkeit des HCN-Kanals (Bankston et al., 2017), am C-terminalen Ende moduliert es
das ,Trafficking®, den Transport zur und Einbau in die Zellmembran (Santoro et al., 2004;
Santoro et al., 2011; Bankston et al., 2012). Diese Modulation wird durch Verhaltensforschung
an TRIP8b-Knockout-Mausen auch in Zusammenhang mit schweren Depressions-

erkrankungen gebracht (Lyman et al., 2017).

2.2.2 Herzerregung
Neben ihrer Funktion als Schrittmacherstrome werden HCN-Kanale auch im Rahmen der
ventrikularen Repolarisation diskutiert. Hier scheinen sie physiologisch die durch K-Kanale
getragene Repolarisation zu verlangsamen und senken somit auch die H6he der T-Welle im
EKG (Fenske et al., 2011). Eine Uberexpression von HCN-Kanélen in den Ventrikeln durch
Hochregulation der entsprechenden Gene kann dagegen zu ektopen Zentren und
ventrikuldren Arrhythmien fihren (Stillitano et al., 2008).

Pathologisch sind fir den HCN-Kanal u.a. das Brugada-Syndrom und einige Formen des Sick-

Sinus-Syndrom bekannt (Herrmann et al., 2007). Beim Brugada-Syndrom liegt eine Stérung
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2.3 Struktur und Aktivierung

der Repolarisation vor, die u.a. bei Fehlfunktionen des schnellen Nay1.5-Kanals (Brugada et
al., 2014), aber auch bei Auftreten der Mutation hHCN4-V492F (Biel et al., 2016) vorkommt.
Unter dem Namen Sick-Sinus-Syndrom werden verschiedene Storungen am Sinusknoten
zusammengefasst (Adan und Crown, 2003). Bei Patienten mit aus einer Sinusknoten-
Fehlfunktion resultierenden Bradykardie wurde z.B. die Mutation hHHCN4-G482R festgestellt
(Schweizer et al., 2014). Auch die Mutationen hHHCN4-R378C, R550H und E1193Q tragen
sowohl durch funktionelle Anderungen als auch durch verminderte Expression des HCN4-
Kanals zum Sick-Sinus-Syndrom bei (Mdller et al., 2018). Die Mutation hHHCN4-S672R ver-
mindert die cAMP-Aktivierung und tragt damit ebenfalls zu einer Bradykardie bei (Xu et al.,

2012). Eine Ubersicht der pathologisch relevanten Positionen wird in Abbildung 2 gezeigt.

Im Jahre 2006 wurde als bisher einziger HCN-Antagonist der Porenblocker Ivabradin auf dem
deutschen Markt eingefiihrt. Durch seine Bindung an den offenen HCN-Kanal und daraus
resultierende hemmende Wirkung senkt er die Herzfrequenz (Bucchi et al., 2002; Mengesha
et al., 2017; Gammone et al., 2020; Bucchi et al., 2013).

2.3 Struktur und Aktivierung

HCN-Kanale sind Tetramere (Abbildung 2), die aus jeweils einem prolinreichen N-terminalen
Teil, sechs helicalen Transmembran-Domanen (S1 bis S6) sowie dem Uber den C-Linker mit
der S6-Helix verbundenen C-terminalen Teil bestehen, in dem sich u.a. eine Bindungsstelle
fur TRIP8b sowie die CNBD (Cyclic nucleotide binding domain), die Bindungsstelle fir cAMP,
befinden (Wainger et al.,, 2001; DeBerg et al., 2015). Eine mithilfe von Kryoelektronen-
mikroskopie erhaltene Struktur des hHCN1-Kanals wurde 2017 publiziert (Lee und
MacKinnon, 2017).

" arm "
extrazellular '\l Gl extrazelluldr

Na*, K*

Y
: &3¢
+ C
S1 S2 S3 S S5 S6
S
) *
intrazellular 54-55 intrazelluldr
77D ALR A
NH,* 3 b 3
X, 3
‘;f{ (o]0}
i

Abbildung 2: Schematische Darstellung des HCN-Kanals. Mit Stern markierte Regionen sind an
verschiedenen HCN-Subtypen pathologisch relevant (vgl. Kapitel 2.2; griin gefiillt: Gehirn/Nerven-

system, gelb gefiillt: im Herzen).
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2. Einleitung

2.3 Struktur und Aktivierung
Der grundlegende Aufbau als Tetramer aus Monomeren mit sechs Transmembran-Helices
findet sich bei vielen anderen Kationenkanalen wie z.B. den verschiedenen spannungs-
abhangigen Ky-Kanalen oder den nicht spannungsgesteuerten, sondern nur durch cyclische
Nukleotide aktivierten CNG-Kanalen. In Form einer groRen a-Untereinheit, die aus den
insgesamt 24 Transmembran-Helices besteht, liegt der Grundaufbau so auch bei Nay- und
Cay-Kanalen vor (Yu und Catterall, 2004; Abbildung 3). Spannungsgesteuerte Phosphatasen
(Ci-VSP) besitzen einen ahnlichen Aufbau, statt der porenbildenden S5- und S6-Doméne

schlief3t sich an die S4-Helix jedoch das katalytisch aktive Zentrum an (Li et al., 2014).

Spezifisch fur HCN-Kanale ist auRerdem die zwischen dem prolinreichen Teil und den sechs
Transmembrandomanen liegende sogenannte HCN-Domane, ein etwa 45 Aminosauren
umfassender Abschnitt N-terminal der S1-Helix, der das Zusammenspiel von C-Linker, S4-
Helix und CNBD entscheidend beeinflusst (Lee und MacKinnon, 2017; Porro et al., 2019).

Ahnlich wie bei den Kyv- und Nay-Kanalen dient wahrscheinlich die durch die Aminosduren
Arginin und Lysin positiv geladene S4-Helix als Spannungssensor (Bezanilla, 2000; Chen et
al., 2000; Vemana et al., 2004). In Ci-VSPs dient die S4-Helix ebenso als Spannungssensor
(Li et al., 2014), deren Aktivierung die katalytische Aktivitat beeinflusst (Villalba-Galea, 2012).
Tabelle 1: Sequenzvergleich von mHCN1-4, spHCN, drHCNL1 und Shaker im Bereich der S4-Helix.

Unterstrichen sind die positiv geladenen Aminoséuren. Die Symbole * und + beschreiben Sequenz-

Homologien zwischen allen dargestellten bzw. den Sdugetier-HCN-Kanélen.

HCN1 | 238-KTARALRIVRFTKILSLLRLLRLSRL-263

HCN2 | 291-KTARALRIVRFTKILSLLRLLRLSRL-316

HCN3 | 201-KTARALRIVRFTKILSLLRLLRLSRL-226

HCN4 | 369-KTARAVRIVRFTKILSLLRLLRLSRL-394
SpHCN | 323-EVSRALKILRFAKLLSLLRLLRLSRL-348

drHCNL1 | 160-LASKMVRILMFARFLSMIRLLRVPKL-185

Shaker | 353-NOAMSLAILRVIRLVRVFRIFKLSRH-378

I S e s

Neueste Simulationen und kryoelektronenmikroskopisch gewonnene Strukturen zeigten fir
den HCN-Kanal, dass die S4-Helix bei der Aktivierung an der intrazellular gelegenen
Aminosaure mHCN2-Ser314 (s. Sequenzvergleich in Tabelle 1, grau unterlegt) gebrochen
wird (Kasimova et al., 2019; Lee und MacKinnon, 2019). In den strukturell verwandten und
ebenfalls durch cyclische Nukleotide modulierten, aber kaum spannungsabhangigen CNG-
Kanalen ist dieses Segment ebenfalls stark gebogen und nimmt keine rein helicale Struktur
ein (Li et al., 2017). Analog zu den CNG-Kanéalen wird auch der HCN-Kanal durch cGMP
moduliert, jedoch ist die Sensitivitdt um das 10- bis 30-fache geringer als fir cAMP (Zagotta
et al., 2003).
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2. Einleitung
2.3 Struktur und Aktivierung
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Abbildung 3: Phylogenetischer Baum verschiedener Kationen-Kanéle (Yu und Catterall, 2004).

Zwischen den porenbildenden S5- und S6-Helices befindet sich das in Kaliumkanalen haufig
auftretende GYG-Motiv (Abbildung 4), das in anderen spannungsgesteuerten Kaliumkanalen
den sogenannten Selektivitatsfilter darstellt (So et al., 2001).

HCN

Abbildung 4: Struktur des hHCN1-Kanals sowie des KcsA-Kanals am Selektivitétsfilter (Lee und
MacKinnon, 2017). Die Aminoséuren-Sequenz ist liber alle HCN-Isoformen konserviert (vgl. Tabelle 3),
die C-terminalen Aminosduren hHCN1-Gly362 bzw. KcsA-Gly79 sind jedoch um 180° verdreht.

Nach der kryoelektronenmikroskopisch bestimmten Struktur des h(HCN1-Kanals ist das GYG-
Motiv an der Koordination der den Kanal passierenden Kationen aber nicht so stark beteiligt
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2. Einleitung

2.4 Modelle zur Beschreibung des HCN-Kanals
wie bei selektiveren Kaliumkanalen, vielmehr dienen die Carbonyl-Sauerstoffe der weiter innen
liegenden Aminosauren mHCN2-Cys398 und 11e399 als Koordinationsstellen fur die Kationen

(Lee und MacKinnon, 2017), nicht aber die Aminosauren-Reste selbst (Macri et al., 2012).

Charakteristisch fiir HCN-Kanale ist auRerdem die C-terminal gelegene CNBD, die Bindungs-
stelle fur cyclische Nukleotide wie cAMP oder cGMP. Diese wirkt im nicht-aktiven Zustand
inhibierend auf den HCN-Kanal (Wainger et al., 2001). Die Bindung von cAMP kann diese
Auto-Inhibition aufheben, wodurch sowohl die Spannungsabhangigkeit der Aktivierung als
auch die Geschwindigkeit von Aktivierung und Deaktivierung beeinflusst werden (Akimoto et
al., 2014; VanSchouwen et al., 2015; DeBerg et al., 2016; VanSchouwen und Melacini, 2016;
Page et al., 2020). Durch eine Deletion der CNBD kann diese Auto-Inhibition sogar komplett
eliminiert werden (Magee et al., 2015). Alternativ kann mithilfe der Mutation R591E die Affinitat
fur cAMP herabgesetzt werden, was genauere Untersuchungen des Einflusses der Anzahl der
funktionalen CNBD ermdglicht (Ulens und Siegelbaum, 2003; Sunkara et al., 2018).

Die Aktivierung des HCN-Kanals findet primar durch eine einwarts gerichtete Bewegung der
positiv geladenen S4-Helix als Reaktion auf die Applikation hyperpolarisierender Spannungen
statt (Chen et al., 2002; Bezanilla, 2008). Dies ist ein entscheidender Gegensatz zu den
spannungsgesteuerten Nay- und Ky-Kanalen, die als Reaktion auf depolarisierende

Spannungen und eine daraus resultierende Auswartsbewegung der S4-Helix 6ffnen.

Bei dieser Gating-Bewegung bricht die — im Vergleich zu den Nay- und Ky-Kanalen um zwei
Helixwindungen langere — S4-Helix des HCN-Kanals an der innerhalb aller HCN-Subtypen
konservierten Position mHCN2-Ser314 in zwei um etwa 40 bis 50° geneigte Teil-Helices. Der
C-terminale Teil der S4-Helix entspricht dann in etwa dem S4-S5-Linker der depolarisations-
aktivierten Kationenkanale (Chen et al.,, 2001) und verschiebt sich nahezu parallel zur
Membran (Lee und MacKinnon, 2019; Kasimova et al., 2019). Daran schliet sich eine
Bewegung von S5- und S6-Helix an, die dann das intrazellulare Tor des HCN-Kanals weitet.
Diese Offnung des Kanals wird sowohl durch die HCN-Doméne als auch durch die CNBD
moduliert (Wainger et al., 2001; Porro et al., 2019).

2.4 Modelle zur Beschreibung des HCN-Kanals

Durch den tetrameren Aufbau des HCN-Kanals kénnen bis zu vier Gating-Schritte notwendig
sein, um die Offnung des Kanals zu initiieren. Zur Beschreibung dieses Verhaltens und des
Einflusses der cAMP-vermittelten Wirkung der CNBD wurden verschiedenste Modelle
entwickelt, die jedoch die Gating-Bewegung der S4-Helix nur indirekt bertcksichtigen konnten.
Inwiefern sich die einzelnen Untereinheiten — sowohl die S4-Helices als auch die CNBDs —
dabei gegenseitig beeinflussen, wird durch die Kooperativitdt und den Kooperativitats-

koeffizienten H ausgedriickt. Die GroRe der Kooperativitat hat dabei primar Einfluss auf die
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2. Einleitung

2.4 Modelle zur Beschreibung des HCN-Kanals
kinetische Beschreibung der Stromkurven, insbesondere auf den sigmoiden Anfangsbereich

der Aktivierungs- bzw. Deaktivierungsprozesse.

Um sowohl die cAMP- als auch die Spannungsabhangigkeit der Offnung zu beschreiben, kann
das Gating-Verhalten durch ein kubisches Modell gemafl Abbildung 5 formuliert werden. In
den drei Achsen werden das Gating der S4-Helices, die cAMP-Bindung an die vier Monomere
und die Kanal6ffnung aufgetragen, wobei das Gating der S4-Helices gemal der Beschreibung

aus Hummert et al. (2018) hier durch zwei Schritte (drei Zustande) beschrieben wurde.

cAMP/fcAMP
Fluocrometrie
Opg » Ogy
‘__,.-* ‘__f..:r
Coo * * oa
(F5]
]
S !
P
2 ‘
o
L
P o
9 |
cllﬂ e > 024
Cyo < * Cya @ﬂﬁﬁ* o
&

Abbildung 5: Gating-Schema des HCN-Kanals. C und O stehen fiir closed (geschlossen) und open
(gebffnet), die Indizes x und y fir die Gating-Schritte bzw. die Anzahl der besetzten cAMP-
Bindungsstellen. Der Flip-Zustand wurde hier der Ubersichtlichkeit halber nicht gezeigt, er wiirde in der
C1-Ebene nach vorne ragen und bei zunehmender cAMP-Bindung stédrker besetzt (Thon et al., 2015;
Hummert et al., 2018).

Da es kaum mdglich ist, alle Parameter gleichzeitig zu bestimmen, wurden einzelne Teile des
Modells separat beschrieben. Die Offnung des Kanals wurde bereits 2001 ohne Berlicksich-
tigung der cAMP-Bindung durch elektrophysiologische Messungen charakterisiert und mithilfe
von aus 10 Zustanden bestehenden MWC-Modellen (Monod et al., 1965; Altomare et al., 2001)

grob mit konstanten Kooperativitaten beschrieben.

Durch Variation von Aktivierungs- und Deaktivierungsspannung bzw. -dauer in An- und Ab-
wesenheit von cAMP und Modellierung durch hidden-Markov-Modelle wurde das Aktivierungs-
Gating — die ,Seitenwande” des Modells — mit zwei spannungsabhangigen Gating-Schritten
und einem spannungsunabhangigen Poren-Offnungs-Schritt sowie einer transienten Be-
setzung des ,Flip“-Zustands beschrieben, sodass nur 6 bis 7 Zustdande ohne konstante
Kooperativitaten notwendig sind, um das spannungsabhangige Gating und die Offnung des
HCN2-Kanals unter Einfluss von cAMP zu beschreiben (Hummert et al., 2018).

Zur direkten Beschreibung der Bindung von cAMP bzw. fcAMP und Aktivierung des HCN-

Kanals — also der Unter- bzw. Oberseite des Wirfel-Modells — ist dagegen die Kombination
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2. Einleitung

2.5 Ansatzpunkte zur Messung von Gating-Strdmen
mit Fluoreszenz-Messungen, die sogenannte Patch-Clamp-Fluorometrie, notwendig (Zheng
und Zagotta, 2003; Biskup et al., 2007; Zhou und Siegelbaum, 2007; Kusch et al., 2010;
Lolicato et al., 2011). Ein Markov-Modell, das strukturell dem Altomare-Modell ahnelt, bei dem
jedoch keine konstanten Kooperativitaten zwischen den 10 Zustanden erzwungen wurden,
lieferte dabei eine bessere Beschreibung fur die cAMP-abhéngige Aktivierung als klassische
MWC-Modelle (Kusch et al., 2012; Benndorf et al., 2012a; Benndorf et al., 2012b). Durch den
zusatzlichen ,Flip“-Zustand wurde noch ein aufl3erhalb des Aktivierungspfades liegender
Zustand angenommen, der erst nach dem ersten Gating-Schritt und kooperativ, d.h. durch

eine konzertierte Bewegung aller vier Untereinheiten, besetzt wird (Thon et al., 2015).

Die Modulation durch cAMP ist somit in einigen Aspekten erforscht, zum vollstdndigen
Verstandnis des HCN-Kanals ist jedoch der Gating-Prozess, also die Bewegung der S4-Helix
durch die Membran, entscheidend. Diese Bewegung der positiven Ladungen durch das
elektrische Feld kann als transienter Gating-Strom gemessen werden (Hodgkin und Huxley,
1952). Pro tetramerem HCN-Kanal sollten dabei etwa 8 bis 12 e Gibertragen werden, da pro

Untereinheit etwa 2 bis 3 positive Ladungen die Membran passieren.

Aus den hidden-Markov-Modellen wurden Gating-Ladungen und -Stréme fir den HCN2-Kanal
simuliert, dabei wurden Gating-Ladungen in Héhe von 5,1 bzw. 8,1 e¢in An- bzw. Abwesenheit
von cAMP ermittelt (Hummert et al., 2018). Fur ein genaueres Verstandnis des Gating-
Modells, insbesondere der senkrechten Wande, ist jedoch eine konkrete Messung der Gating-
Strome notwendig. Diese beschreiben die Bewegung einer elektrischen Ladung durch ein Feld
und sind als zeitliche Ableitung der Ladung umso gréfer, je schneller diese Bewegung ablauft.
Vergleicht man die Geschwindigkeit des Gating-Prozesses mit der Geschwindigkeit des
Offnens bzw. SchlieBens eines lonenkanals, so kann untersucht werden, welcher Teil der

Gesamtbewegung geschwindigkeitsbestimmend ist.

2.5 Ansatzpunkte zur Messung von Gating-Stromen

Zur Messung der sehr kleinen Gating-Strome kann nicht die Patch-Clamp-Technik verwendet
werden, da dabei nur ein sehr kleines Membran-Stlick vermessen wird. Stattdessen ist eine
Ganzzell-Technik zu bevorzugen, um ein ausreichend grof3es Signal-Rausch-Verhaltnis zu
erreichen. Bei der TEVC-Technik treten allerdings zu grol3e kapazitive Spitzen auf, weswegen
in den 1990er-Jahren die Cut-Open-Voltage-Clamp-Technik entwickelt wurde (Taglialatela et
al., 1992; im Folgenden als ,Cut-Open-Technik bezeichnet). Eine genauere Erlauterung

dieser Technik findet sich in Anhang I.

Aulerdem ist es zur Messung der Gating-Strome notwendig, den lonenstrom komplett zu
eliminieren. Das Entfernen des lonenstroms am HCN2wi{-Kanal kann mithilfe verschiedener

Methoden versucht werden: Durch Blockieren der Pore mittels Cs*-lonen (Moroni et al., 2000),
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2.5 Ansatzpunkte zur Messung von Gating-Strdmen
durch Ersetzen der extrazellularen K*-lonen durch das aufgrund seiner Grof3e nicht-leitende
Kation NMDG (Piper et al., 2003) oder durch Inkubation im HCN-spezifischen organischen
Blocker ZD7288 (BoSmith et al., 1993; Mannikko et al., 2002). Eine weitere Methode besteht
darin, bei Spannungen nahe des Umkehrpotentials zu messen, bei denen aufgrund der
fehlenden elektrochemischen Triebkraft kein lonen-, sondern nur Gating-Strom sichtbar sein
sollte (Ishida et al., 2015).

Tabelle 2: Vergleich der Mutationen am Selektivitatsfilter zur Messung von Gating-Strémen. Fett
markiert ist das weitgehend konservierte GYG/GFG-Motiv, unterstrichen ist die Position der jeweiligen

Mutation.
Kanal Sequenz Mutation Quelle
spHCN 423-LSHMLCIGYGKFPPQSI-439  P435Y Mannikko et al., 2005
mHCN2 395-MSHMLCIGYGRQAPESM-411  G404S Macri et al., 2002
Kv7.4 (KCNQ4) 278-TITLTTIGYGDKTPHTW-294  (G285S Kubisch et al., 1999
Kv10.1 458-MTSLTSVGFGNIAPSTD-474  G440S Tomczak und Stihmer, 2015

Kv11.1 (erg1) 621-FSSLTSVGFGNVSPNTN-637  G630S Wimmers et al., 2001
Kv11.2 (erg2) 471-FSSLTSVGFGNVSPNTN-487  G480S Wimmers et al., 2001
Kir2.1 137-IETQTTIGYGFRCVTDE-153  Y145A So et al., 2001

Alternativ dazu kénnen auch nicht-leitende Mutanten genutzt werden. Verschiedenste
Mutationen am oder in der Nahe des Selektivitatsfilters (Tabelle 2) wurden genutzt, um den
lonenstrom zu eliminieren (Macri et al., 2002; Kubisch et al., 1999; Wimmers et al., 2001; So
et al., 2001) oder sogar Gating-Stréme zu messen (Mannikké et al., 2005; Tomczak und
Stiihmer, 2015). Die Sequenzunterschiede zwischen den verschiedenen Kanalen sind aber

teilweise so grof3, dass nicht-leitende HCN2-Kanale nicht sicher erwartet werden kénnen.

Tabelle 3: Sequenzvergleich von spHCN, HCN1 bis HCN4 und Shaker im Bereich des Selektivitats-
filters. Fett markiert: konserviertes GYG-Motiv, unterstrichen: Position der ShakerlR-W434F-Mutation.

Kanal Sequenz
SspHCN 420-FKALSHMLCIGYGKFPPQSTI-439

mHCN1 339-FKAMSHMLCIGYGAQAPVSM-358

mHCN2 392-FKAMSHMLCIGYGRQAPESM-411

mHCN3 302-FKAMSHMLCIGYGQQAPVGM-321

mHCN4 470-FKAMSHMLCIGYGRQAPVGM-489
Shaker 434-WWAVVTMTTVGYGDMTPVGV-453

Fir den Shaker-Kanal wurden Gating-Strome der nicht-leitenden Shaker/R-W434F-Mutante
gemessen und mit diesen Daten das Gating-Verhalten modelliert (Perozo et al., 1993; Hoshi
et al., 1994; Zagotta et al., 1994a; Zagotta et al., 1994b). Fir diese Mutation wird
angenommen, dass sie den Shaker/R-Kanal direkt C-Typ-inaktiviert (Hoshi und Armstrong,
2013). Eine zur Shaker/R-W434F analoge Mutationsstelle ist fir den HCN2-Kanal jedoch nicht
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2.5 Ansatzpunkte zur Messung von Gating-Strdmen
zu definieren, da sich der entsprechende Bereich — zwischen den Transmembran-Domanen
S5 und S6 gelegen — in den beiden Kanalen deutlich unterscheidet (Tabelle 3) und eine C-

Typ-Inaktivierung am HCN-Kanal bisher nicht beschrieben wurde.

Somit scheint es zielflihrend zu sein, in der Erwartung nicht-leitender Mutanten die Mutationen
G402S (SYG), Y403S (GSG), Y403A (GAG) und G404S (GYS) in Xenopus laevis-Oozyten zu
exprimieren. Das Problem all dieser Mutanten ist jedoch, dass die Expression in
Xenopus laevis-Oozyten nicht sicher ist und nicht ausgeschlossen werden kann, dass eine
Mutation in der Porenregion eine Auswirkung auf den Gating-Prozess hat, sodass die

Vermessung des HCN2wt-Kanals praferiert werden sollte.

Andere Moglichkeiten, die Bewegung der S4-Einheit, aber auch z.B. des S4-S5-Linkers zu
untersuchen, bieten optische Verfahren wie z. B. eine Markierung mit umgebungsabhangigen
Fluorophoren, wobei u. a. Cystein-gekoppelte Fluoreszenz-Label in Kombination mit Voltage-
Clamp-Fluorometrie (Bruening-Wright et al., 2007; Villalba-Galea et al., 2008; Magee et al.,
2017) oder die Verwendung der unnaturlichen Aminosaure Anap (Kalstrup und Blunck, 2013)
zum Einsatz kommen kénnen. Dabei wird aber nicht der eigentliche Gating-Strom gemessen,
aulRerdem muss ein Einfluss des Fluorophors auf die Bewegung der S4-Helix angenommen
werden, sodass die entsprechenden Ergebnisse noch weniger reprasentativ fur den Gating-

Prozess des wt-Kanals waren.
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3. Ziele der Arbeit

Zum besseren Verstandnis der HCN-Kanale soll in dieser Arbeit das spannungsabhangige
Gating-Verhalten genauer untersucht werden. Hierbei sollen insbesondere Gating-Strdme
gemessen werden und die Gating Ladung bestimmt werden. Aufgrund des besseren Signal-
Rausch-Verhaltnisses missen die Messungen mithilfe der Cut-Open-Voltage-Clamp-Technik
durchgeflhrt werden. Zur Validierung des Cut-Open-Messstandes sollen die lonenstrome des

mHCN2wt-Kanals unter Patch-Clamp- und unter Cut-Open-Bedingungen verglichen werden.

Aus den lonenstromen des mHCN2wi-Kanals soll die effektive Gating-Ladung bestimmt
werden. Dabei soll sowohl die Boltzmann-Auswertung der I/V-Kurven als auch die ,initial-

slope“-Methode zur Anwendung kommen.

Um Gating-Stréme messen zu kénnen, muss der lonenstrom komplett eliminiert werden. Dies
soll mithilfe der Applikation anorganischer oder organischer Blocker wie Cs* oder ZD7288 oder
durch Austausch der permeablen Kationen durch das weitestgehend inpermeable organische
Kation NMDG versucht werden. Aufderdem soll anhand der Gating-Strome die reale Gating-

Ladung ermittelt werden.

Zusatzlich oder falls die Messung von Gating-Strémen an mHCN2wi{-Kanalen nicht erfolgreich
sein sollte, sollen nicht-leitende Porenmutanten generiert werden, um die Bewegung der S4-
Helix ohne daraus induzierten lonenstrom beobachten zu kdnnen. Charakteristische

Eigenschaften dieser Mutanten sollen analysiert werden.
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4.1 RNA-Praparation
4. Material und Methoden

4.1 RNA-Praparation

Alle Experimente wurden mit dem HCN2wi-Kanal der Maus (Mus musculus) bzw. darauf
basierender Mutanten durchgefiihrt. Die cDNA des mHCN2wt-Kanals wurde von Prof. Dr.
Ulrich Benjamin Kaupp (Forschungszentrum Jilich) zur Verfigung gestellt. Diese wurde in
einen Oozytenvektor (P\GEMHEnew; Liman et al., 1992) transferiert. Mithilfe des ,mMessage
mMachine T7 Transcription Kit“ (Invitrogen, Carlsbad, USA) wurde cRNA in vitro transkribiert.

Die cRNAs wurden in einer Konzentration von 0,1 ug/ul bei —80° C gelagert.

Die Porenmutanten wurden mithilfe rekombinanter PCR-Technik und den Restriktions-
enzymen Psyl und Bglll hergestellt. Die nach der Position Gly284 (zwischen der S3- und der
S4-Helix; Vorgehen analog zu Hardel et al., 2008) HA-markierten Porenmutanten wurden
mithilfe der Restriktionsenzyme BsedJl und Notl aus den Porenmutanten selbst und einer
bereits zuvor in der Arbeitsgruppe hergestellten HCN2wt-HA-Sequenz zusammengeflgt. Die
Protein-Sequenz des HA-Epitops lautet: YPYDVPDYA.

Die molekularbiologischen Arbeiten wurden von Prof. Dr. Thomas Zimmer, Karin Schoknecht,
Dr. Tina Schwabe und Claudia Ranke vom Institut fiir Physiologie Il des Universitatsklinikums

Jena durchgefiihrt.

4.2 Verwendete Losungen und Chemikalien

Fir die elektrophysiologischen Messungen am Cut-Open-Setup und die Reaktion der Anti-HA-
markierten Proteine mit fluoreszenz-markierten primaren HA-spezifischen Antikbrpern wurden

folgende Ldosungen verwendet:

Badlosung: 107 mM KMES, 2 mM Ca(MES);, 10 mM HEPES, pH 7,4 mittels HMES
NMDG-MES-Stocklésung: 1 M NMDG, 1 M HMES

Pipettenlosung: 3 M KCI

Badlosung fiir Pellets und Agarbriicken: 1 M NMDG-CI

Fulllésung fur Agarbriicken: 3 % Agar in einer 1 M NMDG-CI- bzw. NMDG-MES-Lésung

Vaseline-Mischung: 1/3 Vaseline und 1/3 Mineraldl erhitzt, dann 1/3 Parafilm (Angaben in

Massenprozent) untergerthrt und eingeschmolzen
Saponin-Lésung: 0,1 % in Badlésung

Barth-Medium: 84 mM NaCl, 1 mM KCI, 2,4 mM NaHCOs3, 0,82 mM MgSQg, 0,41 mM CaCl,,
0,33 mM Ca(NO3)2, 7,5 mM TRIS, Cefuroxim, Penicillin/Streptomycin, pH 7,4 mittels HCI

Seite 14



4. Material und Methoden

4.3 Oozytenpraparation
BSA-Losung: 1 % BSA in Barth-Medium

Antikorper HA-550: DyLight 550 (1mg/ml; ThermoFisher Scientific, Waltham, USA)
Verdunnung 1:500 in BSA-Losung

Fur die elektrophysiologischen Messungen am Patch-Clamp-Setup wurden folgende

Lésungen verwendet:
Badl6sung: 100 mM KCI, 10 mM EGTA, 10 mM HEPES, pH 7,2
Pipettenlosung: 120 mM KCI, 10 mM HEPES, 10 mM CacCl,, pH 7,2

Zur Bestimmung der cAMP-Abhangigkeit des Gatings wurden der Badlésung 10 yM cAMP

zugegeben.

4.3 Oozytenpraparation

Die chirurgische Entnahme von Oozyten aus slUdafrikanischen Krallenfroschen (Xenopus
laevis, Nasco, Fort Atkinson, WI, USA) erfolgte nach Betdubung mit Tricain. Anschlieend
wurden die entnommenen Oozyten in Ca?*-freiem Barth-Medium mit Kollagenase (3 mg/ml
Kollagenase Typ A; Roche, Grenzach-Wyhlen) 105 min bei 30 Umdrehungen pro Minute
geschittelt. Nach mehrfachem Spilen mit Barth-Medium wurden die Oozyten manuell
vereinzelt, die Follikelmembran mithilfe von Pinzetten entfernt und nur Oozyten des Reife-
stadiums V (Dumont, 1972) zur weiteren Verwendung ausgewahlt. Teilweise wurden ent-
sprechend behandelte Oozyten der Firma Ecocyte Bioscience (Castrop-Rauxel) verwendet,
zwischen den Oozyten von Nasco und Ecocyte wurde jedoch kein signifikanter Unterschied

bezlglich des Kanalverhaltens festgestellt.

Spatestens 24 Stunden nach Entnahme der Oozyten wurde diesen etwa 100 nl 2 10 ng cRNA-
Ldsung injiziert. Die Oozyten wurden dann in Barth-Medium entweder zwei bis vier Tage bei
18° C oder sechs bis acht Tage bei 4° C inkubiert. Auch zwischen beiden Inkubationsmethoden

wurden keine signifikanten Unterschiede beziiglich des Kanalverhaltens festgestellt.

4.4 Antikorper-Bindung HA-markierter Mutanten

Nach Injektion der entsprechenden cRNA und Inkubation in Barth-Medium flr zwei Tage bei
18° C wurden ausgewahlte Oozyten fur 30 min in 1%iger BSA-Losung bei 4° C inkubiert.
Anschlie®end wurden sie fur 30 bis 45 min in einer 1:500 verdinnten Antikdrper-Losung bei
4° C inkubiert. Nach erneuter Inkubation fur 30 min in 1%iger BSA-L6sung bei 4° C wurden
diese Oozyten an einem Zeiss LSM510 fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Dabei wurde
die Laserleistung des 543 nm-Helium-Neon-Lasers auf 50 % gestellt und das Fluoreszenz-

signal durch einen BP560-615-Filter geleitet. Zur Quantifizierung der Lichtausbeute wurde
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4.5 Elektrophysiologie
unter Verwendung eines 10x0,3-Objektivs eine konfokale Schichtdicke von 50 um in einer
Héhe von 100 ym unterhalb der scheinbaren Aquator-Ebene vermessen, wobei stets der
animalische Pol der Oozyte nach oben positioniert wurde. Dieselben Oozyten wurden

anschlief3end elektrophysiologisch vermessen.

4.5 Elektrophysiologie

Sofern nicht anders vermerkt, wurden die Messungen am Cut-Open-Setup durchgefihrt. Jede
Oozyte wurde nur einmal vermessen, von jedem Frosch gingen maximal zwei Messungen in

die Auswertung ein.

4.5.1 Pipetten und Agar-Briicken
Als Pipetten wurde Borosilikat-Glas, das ein Filament enthielt, mit einem Durchmesser von
1,50 mm (aufden) und 0,86 mm (innen) verwendet. Pipetten wurden mit einem Narishige-
Vertikalpuller PP-83 gezogen und vor der Messung mit Pipettenldésung geflllt. Der Pipetten-
widerstand betrug etwa 0,2 MQ.

Agar-Bricken wurden aus Borosilikat-Glas mit einem Durchmesser von 2,00 mm (auf3en) und
1,60 mm (innen) hergestellt, indem sie Uber einem Gasbrenner erhitzt und passend zurecht-
gebogen wurden. Dann wurde in einer Mikrowelle erhitzte Agar-Lésung mit einer Eppendorf-
Pipette in die Agar-Bricken gefillt, anschliefend ein Platin-Draht (Pt-5W, Firma Science
Products GmbH, Hofheim) durch die Agar-Briicke geschoben und so zurechtgeschnitten, dass

die Enden von der Agar-Masse bedeckt waren.

Fir die Patch-Pipetten wurde Quarz-Glas der Firma vitrocom (Mountain Lake, NJ, USA) mit
einem Durchmesser von 1,00 mm (auf’en) und 0,70 mm (innen) verwendet. Die Pipetten
wurden mit einem Laserpuller Sutter P-2000 gezogen und mit der entsprechenden Pipetten-

I6sung gefiillt. Der Widerstand betrug etwa 1,2 bis 1,9 MQ.

4.5.2 Verstarker und Setup

Alle Cut-Open-Messungen wurden mit dem Verstarker CA-1B der Firma Dagan Corp
(Minneapolis, MN, USA) durchgefihrt. Das Setup befand sich in einem Faraday-Kafig auf
einem schwingungsarmen Tisch. Als Elektrode wurde ein chlorierter Silber-Draht verwendet,
der in einem zum Setup gehdrenden Pipettenhalter befestigt wurde. Als Messkammer wurde
ein System aus Kunststoff-Kammern verwendet, die Bohrlécher in der Unterseite des Guard
bzw. Top Pools hatten einen Durchmesser von 0,5 bzw. 0,6 mm. Die Kammern wurden Uber

Agar-Bricken mit den Ag/AgCl-Pellets verbunden, die in die Badlésung fur Pellets getaucht
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wurden (Abbildung 6). Mithilfe der Vaseline-Mischung wurde die Oozyte nach Positionierung
im Guard Pool fixiert. An der Unterseite des Top Pools wurde keine Vaseline verwendet.

Agar-Briicke Top Pool

Ag/AgCl-Pellet mit Pt-Draht Guard Pool

Badlésung Bottom Pool | .Badlc’isung
fiir Pellets Vaseline

Abbildung 6: Schematische Seitenansicht der Cut-Open-Messkammer inkl. einer Agar-Briicke.

Zum Anspulen der NMDG- bzw. Blocker-Losungen wurden PHD-Ultra-Pumpen der Firma
Harvard Apparatus (Holliston, MA, USA) verwendet. Hierbei wurden jeweils zwei 20 ml-
Spritzen pro Gerat verwendet, die mit Geschwindigkeiten von maximal 2 ml/min eine NMDG-
/Blocker-Lésung in Top und Guard Pool einspulten, wahrend das gleiche Volumen gleichzeitig
auf der anderen Seite des jeweiligen Pools mit einer Pump11 PicoPlusElite-Pumpe der Firma

Harvard Apparatus abgesaugt wurde.

Patch-Clamp-Messungen wurden mit dem Verstarker Axopatch 200B der Firma Axon
Instruments (Foster City, CA, USA) entsprechend der Angaben in der Arbeit von Hummert et
al. (2018) durchgefiihrt.

4.5.3 Datenerfassung

Die Signale wurden Ublicherweise bei 2 bis 5 kHz gefiltert, die Sampling-Rate betrug 2 bis
10 kHz. Die Daten wurden mit dem Hard- und Softwarepaket ISO3 (MFK, Niedernhausen,
Deutschland) bzw. dem Interface LIH 8+8 von HEKA und der Software HEKA Patchmaster
(Lambrecht/Pfalz, Deutschland) aufgenommen. Sofern nicht anders angegeben, wurden die
Daten nicht Leck-subtrahiert, zur Online-Kapazitatskompensation wurde das entsprechende
Modul des Verstarkers genutzt. Die Fluoreszenz-Bilder wurden mit der Software des LSM 510

aufgenommen.

4.5.4 Messprotokolle
Zur Bestimmung von kinetischen wie auch von Steady-State-Parametern wurden
Spannungsprotokolle gemal Abbildung 7 verwendet. Es wurde davon ausgegangen, dass
Umkehr- und Pipettenpotential vernachlassigbar waren, das Pipettenpotential wurde in der

Puffer-Lésung immer auf 0 mV abgeglichen.
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Fir die Bestimmung der lonen-Leitfahigkeit bzw. des Umkehrpotentials wurden auf’erdem
langsame Rampen-Protokolle gemafR Abbildung 8 A bzw. schnelle Rampen-Protokolle geman

Abbildung 8 B genutzt. Haltepotential und Tailspannung lagen bei 0 bzw. =50 mV.

4.5.4.1 Steady-State-Messungen
Ublicherweise wurde bei Cut-Open-Messungen ausgehend von einem Haltepotential von
0 mV gemessen. Zur Aktivierung wurden dann Spannungen zwischen =50 mV und -150 mV
angelegt, die Aktivierungszeit betrug Ublicherweise 2 s (wenn nicht anders angegeben).
AnschlieRend wurde fir 1,5 bis 2,5 s eine Tailspannung von -50 mV angelegt, danach wurde
wieder auf das Haltepotential geklemmt (Abbildung 7 A). Tailspannungen von =50 mV wurden
genutzt, um den relativen Strom bei konstantem elektrochemischem Gradienten und gleich-

zeitig die Deaktivierung bei dieser Spannung auszuwerten.

Bei Patch-Clamp- und TEVC-Messungen wurden nach einem Haltepotential von =30 mV Puls-

protokolle entsprechend Abbildung 7 B und C appliziert.

A B Cc

50 mV 50 mv 50 mV L

1s 2s 2s
Abbildung 7: Typische Pulsprotokolle fiir Cut-Open-Messungen (A), Patch-Clamp-Messungen (B) und

TEVC-Messungen (C) zur Bestimmung von Kinetiken und steady-state-Parametern.

4.5.4.2 Rampen-Protokolle
Fir die Bestimmung der effektiven Gating-Ladung wurden aulerdem langsame Rampen-
Protokolle genutzt. Dazu wurde die Spannung von einem Haltepotential von +50 mV aus in
Zeiten von 1.000 bis 4.000 ms auf eine Zielspannung von -150 mV gesenkt. Anschlieend

wurde die Spannung in der gleichen Zeit wieder zurlick auf +50 mV erhéht (Abbildung 8).

Abbildung 8: Puls-Protokolle fiir langsame Rampen zur Bestimmung der Gating-Ladung.
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4.6 Datenauswertung

4.6.1 Elektrophysiologie
Die steady-state-Aktivierung wurde zur Bestimmung von Strom-Spannungs-Kurven mithilfe
eines Tailstroms bei -50 mV gemessen, um die Leitfahigkeit unabhangig von der elektro-
chemischen Triebkraft zu bestimmen. Alle Tailstrdme wurden dann relativ zum maximalen
Tailstrom bei -150 mV Aktivierung (wenn nicht anders angegeben) normiert. Thermo-
dynamische sowie kinetische Daten wurden gemaly modifizierter Boltzmann-Kurven bzw.

Hodgkin-Huxley-Modellen beschrieben.

Alle Daten wurden mit Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA) sowie IGOR Pro 6
bzw. IGOR Pro 8 (Wavemetrics, Portland, OR, USA) verarbeitet. Fir IGOR Pro wurden Igor
Procedure Files zur halb-automatisierten Datenauswertung geschrieben. Die Angabe von
gemittelten Daten erfolgt Ublicherweise als Mittelwert £ s.e.m., die Fehlerfortpflanzung wurde
mithilfe folgender Formel berechnet:

=+ (1)

AA-B) = (A-B)-(7+ =
Fir thermodynamische und kinetische Daten wurden die Kurven einzeln modelliert und die
erhaltenen Parameter gemittelt. Statistische Signifikanz-Tests wurden mit IGOR Pro und dem
Student’s T-Test durchgefiihrt. Dabei steht * fir ein Signifikanz-Niveau von p < 0,05, ** fir
p <0,01 und *** flr p <0,005. Wenn notwendig, wurden Stromdaten binomial geglattet
(Marchand und Marmet, 1983).

4.6.2 Fluoreszenz-Bilder

Fir die Auswertung von Fluoreszenz-Bildern wurde die Software IGOR Pro (Wavemetrics,
Portland, OR, USA) in Verbindung mit dem LSM-Reader (lkeda, 2008) sowie einem in der
Arbeitsgruppe (durch Dr. Ralf Schmauder) entwickeltem Igor Procedure File verwendet. Zur
Quantifizierung der Fluoreszenz wurde das Produkt aus der Anzahl beleuchteter Bildpunkte
oberhalb einer definierten Minimal-Leuchtkraft und der um den Median des gesamten Bildes

korrigierten Licht-Intensitat im entsprechenden Bereich verwendet.
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5. Ergebnisse

5.1 Charakterisierung des HCN2wt-Kanals

Um die Aussagekraft von Messungen am Cut-Open-Setup zu validieren, wurden mithilfe
verschiedener elektrophysiologischer Techniken Stromkurven des HCN2wt-Kanals nach
Expression in Xenopus laevis-Oozyten aufgenommen (Abbildung 9) und in Bezug auf die

spannungsabhangige Aktivierung ausgewertet und verglichen (Abbildung 10).

A -30mv B -30mv

-70 mV — -70 mV —

-140 mV

Abbildung 9: Repréasentative Stromkurven des HCN2wt mithilfe verschiedener elektrophysiologischer
Techniken und Messbedingungen nach Expression in Xenopus laevis-Oozyten. Schwarz gestrichelt
sind Fit-Kurven entsprechend Gleichung (3). A: Inside-out-Patch, 0 uM cAMP. B: Inside-out-Patch,
10 uM cAMP. C: Cell-attached-Patch. D: Cut-Open.

Die normierten Tailstrome wurden gemal einer modifizierten Boltzmann-Gleichung (2) als
Funktion der applizierten Spannung V beschrieben (Kusch et al., 2010; Hille, 2001, S. 55):
I 1

- <Z5F(V—V1/2)>
1+e RT

Imax

(2)

Imax beschreibt dabei den maximalen Tailstrom, z5 die effektive Gating-Ladung — d.h., die
Ladung, die zur Offnung des Kanals notwendig ist — und Vi, die Spannung bei halb-
maximalem Effekt. T beschreibt die Temperatur (T =298 K), R die allgemeine Gaskonstante
und F die Faraday-Konstante.
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® Cut-Open (n=26)
1.0 TEVC (n=14)
’ ® 0 pM cAMP (n=5)
® 10 uyM cAMP (n=8)
0.8 — ® cell-attached (n=4)
» 0.6
£
0.4 —
0.2 4
»
0.0 H )

| | | | | |
-150 -130 -110 -90 -70 -50
Spannung [mV]

Abbildung 10: 1/V-Kurven aus verschiedenen elektrophysiologischen Messbedingungen. Alle
Messungen wurden separat normiert. Aktivierungszeit zwischen 2 und 7 s (vgl. Pulsprotokolle in
Abbildung 7); TEVC-Messungen durch Jana Kusch (Institut fiir Physiologie Il) zur Verfiigung gestellt.

Dabei zeigten sich zwischen den I/V-Kurven der verschiedenen Setups zwar Unterschiede,
das native Verhalten des HCN2wit-Kanals kann aber dennoch durch alle Techniken qualitativ
gut beschrieben werden (Abbildung 10). Bei Patch-Clamp-Messungen ohne cAMP-Applikation
lag der maximale Strom analog zu literaturbekannten Offenwahrscheinlichkeiten (Kusch et al.,
2010) bei 72,1 + 3,4 % des Stroms bei sattigender cAMP-Konzentration.

Die Auswertung der V1> zeigte dabei fir Cut-Open-Messungen mit -98,2 + 1,9 mV Werte, wie
sie unter Patch-Clamp-Bedingungen unter Zugabe von sattigender cAMP-Konzentration
erreicht werden (-102,3 + 1,1 mV; Abbildung 11 A). Die effektive Gating-Ladung war bei
Patch-Clamp-Messungen deutlich groRer als bei Ganzzell-Messungen, allerdings konnte bei

ersteren kein Einfluss von cAMP festgestellt werden (Abbildung 11 B).

A 130 - | I | B :
* %% *kk n.s. *%k%* 8 — I ** 1 * %k I *kk |
120 - T 1
I : :
- —_ 6 ]
= -110 1 _
E ] z S
.90 — -
2 —
-80 —
0
' O @ = o) Q O Y = >
4) 4] Q <
& & & & & & & & S
O‘}" $ ég '3@ o § ég '{7@
F & F S S

Abbildung 11: Vergleich von V12 (A) und effektiver Gating-Ladung (B).
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Neben den Gleichgewichtsparametern wurden auch kinetische Parameter mittels eines
Hodgkin-Huxley-Modells (Hodgkin und Huxley, 1952) ausgewertet. Dieses Modell wurde dabei
genutzt, um die verschiedenen Messbedingungen quantitativ vergleichen zu kénnen, ohne
explizite mechanistische Aussagen zu treffen. Auch wenn das Modell mit seinen verein-
fachenden Grundannahmen mittlerweile von moderneren Modellen abgel6ést wurde, kann es
mit relativ einfachen Mitteln eine plausible Beschreibung und Vergleichbarkeit der elektro-

physiologischen Messbedingungen liefern.

Durch Anpassen von Gleichung (3) an die lonenstrome konnten Zeitkonstanten und Kooperati-

vitatskoeffizienten flr die Aktivierung bei verschiedenen Spannungen ermittelt werden:
(—(t—to)) H
I(t)=A-<1—e : ) e ©)

Hierbei beschreibt A einen von der Kanalanzahl abhangigen Vorfaktor, t, ist der Zeitpunkt des

Spannungssprungs, H ist der Kooperativitadtskoeffizient, also die Anzahl der effektiv
kooperierenden Untereinheiten, und z beschreibt die Zeitkonstante. Die anschlieRende
Deaktivierung bei einer Spannung von —-50 mV konnte durch Anpassen von Gleichung (4) an

die Tailstrome beschrieben werden:

1t)=A- (1 — <1 - e(@» ) (4)

Die Aktivierung des HCN2wi{-Kanals lief dabei bei Ganzzell-Messungen deutlich schneller ab
als unter Patch-Clamp-Bedingungen. Dabei nahm die Aktivierungsgeschwindigkeit mit
starkerer Aktivierungsspannung unter allen Messbedingungen deutlich zu (Abbildung 12 A).
Die Deaktivierung verlief ohne sichtbare Abhangigkeit von der Aktivierungsspannung unter

Cut-Open- deutlich langsamer als unter Patch-Clamp-Bedingungen (Abbildung 12 B).

Der Kooperativitatskoeffizient lag spannungsunabhangig unter allen Messbedingungen fiir die
Aktivierung bei Werten zwischen 1 und 2 und fir die Deaktivierung zwischen 3 und 4
(Abbildung 12 C-D). Die marginalen Unterschiede zwischen den Methoden resultieren

wahrscheinlich aus der Einfachheit des Modells und kénnen daher vernachlassigt werden.

Samtliche Befunde — d. h. die verschobene V., die geringere effektive Gating-Ladung und die
veranderte Kinetik — sprechen daflr, dass der offene Zustand unter Ganzzell-Bedingungen
energetisch leichter erreicht wird als unter Patch-Clamp-Bedingungen. Die Hodgkin-Huxley-
Modellierung lieferte dabei durchaus plausible Werte, konnte den Strom jedoch insbesondere
im sigmoiden Anfangsbereich der Aktivierung nicht exakt beschreiben (Abbildung 9). Dieses
Ergebnis ist konsistent mit dem initialen Befund von Altomare et al. (2001), die daraufhin ein

komplexeres Modell zur Beschreibung der Spannungsabhangigkeit entwickelten.
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Abbildung 12: Zeitkonstanten (A, B) und Kooperativitdtskoeffizienten (C, D) fiir Aktivierung (links) und

Deaktivierung (rechts) gemaR Gleichungen (3) und (4) unter verschiedenen elektrophysiologischen

Messbedingungen. Daten sind Mittelwerte aus 4 bis 14 Messungen * s.e.m. Fiir die TEVC-Messungen

konnte die Deaktivierung aufgrund positiver Tailspannungen nicht vergleichbar ausgewertet werden.

Aulierdem wurde der Einfluss der Tailspannung nach einer Aktivierung bei =130 mV am Cut-

Open-Setup untersucht (Abbildung 13 A). Gleichung (4) wurde durch globale Modellierung

angepasst, wobei die Kooperativitatskoeffizienten Gber alle Tailspannungen konstant gehalten

und zu 3,3 £ 0,1 bestimmt wurden. Dabei zeigte sich eine Abnahme der Deaktivierungs-

zeitkonstante mit positiveren Tailspannungen (Abbildung 13 B). Dieses Verhalten ist durch

den starkeren elektrostatischen Einfluss auf die S4-Helix erklarbar.

A omv +20 mv

5 pA
1s

B 0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2

Zeitkonstante 1 [s]

0.1
0.0 —

T I T I I T
-80 -60 -40 -20 0 20
Tailspannung [mV]

Abbildung 13: Einfluss der Tailspannung unter Cut-Open-Bedingungen. A: Reprdsentative Stromkurven

des HCN2wt-Kanals nach Aktivierung bei =130 mV und Deaktivierung bei Tailspannungen zwischen

-80 mV und +20 mV. B: Deaktivierungszeitkonstante. Daten sind Mittelwerte aus 6 Messungen £ s.e.m.
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5.2 Methoden zur Bestimmung der effektiven Gating-Ladung
Insgesamt konnten alle hier untersuchten Messbedingungen das native Verhalten des
HCN2wt-Kanals qualitativ gut beschreiben und kénnen somit fir die Charakterisierung und
den Vergleich mit Mutationen oder anderen spannungsgesteuerten lonenkanalen heran-
gezogen werden. Quantitativ unterscheiden sich die Methoden zwar hinsichtlich der Gleich-
gewichtsparameter (V12 und effektive Gating-Ladung) und der Aktivierungs- und Deakti-
vierungskinetiken, dennoch liegen alle Werte im erwartbaren Rahmen. Vergleichbare Unter-
schiede zwischen den verschiedenen Messkonfigurationen wurden bspw. auch am spHCN-
Kanal beobachtet (Shin et al., 2004; Vemana et al., 2004).

5.2 Methoden zur Bestimmung der effektiven Gating-Ladung

5.2.1 Auswertung der Boltzmann-Funktion
Aus den oben gezeigten, aus Tailstrdomen gewonnenen //V-Kurven (Abbildung 10) kdnnen
entsprechend Gleichung (2) die effektiven Gating-Ladungen z¢6 bestimmt werden, die not-
wendig sind, um den Kanal zu 6ffnen. Diese ergeben sich aus der Steilheit der Kurve und
betragen fir die Messungen am Cut-Open-Stand 2,5+ 0,1 ey, fir TEVC-Messungen
3,6 £ 0,3 ey, fur Patch-Clamp-Messungen jedoch 6,7 bis 7,3 ey (Abbildung 11 B).

Auch in anderen publizierten Arbeiten wurden unter TEVC-Bedingungen ahnlich flache I/V-
Kurven fir den HCN2wt gemessen (Magee et al., 2015). In dieser Publikation wurde die
Steilheit als slope [mV] des Boltzmann-Fits angegeben. Um die Werte zu vergleichen, missen

sie durch Gleichsetzen der beiden Terme ineinander umgerechnet werden:

1 _ 1
(v-vis2) B 26F(V-V1/2) (9)
14 e\ Stope 1+e RT
RT 25,68 ¢ _ 25,68 ¢, _

d= = = =18
slope-F  slope [mV] 14,4 é0 (6)

Mithilfe dieser Umrechnung kann der durch Magee et al. gemessene slope des Boltzmann-

Fits zu einer effektiven Gating-Ladung von 1,8 eybestimmt werden.

Die Gating-Parameter aus der Boltzmann-Funktion kénnen dagegen auch aus den Aktivie-

rungsleitfahigkeiten nach verschiedenen Zeitpunkten der Aktivierung bestimmt werden:
G 1

- <ZSF(X;;V1/2)>

1+e

Gmax

(7)

Um aus den Stromkurven die Leitfahigkeit G zu erhalten, kann durch die Division des Stroms
durch die elektrochemische Triebkraft — also die Differenz der applizierten Spannung und des

Umkehrpotentials — gemaR folgender Gleichung die ,chord conductance® erhalten werden
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(Helman und Thompson, 1982), wobei das Umkehrpotential Vrze, aufgrund der extra- und

intrazellular annahernd identischen K*-Konzentration als 0 mV angenommen wurde:
I

Gehora = V=V (8)
Aus Stromkurven einer Aktivierung von 2 s am Cut-Open-Setup wurden gemaf Gleichung (8)
alle 0,5 s Leitfahigkeiten und anschliel3end daraus gemal Gleichung (7) die Gating-Parameter
V12 und z6 bestimmt (Abbildung 14). Die Gating-Ladung war dabei mit 2,5 e, unabhangig vom
Zeitpunkt der Aktivierung. Im Gegensatz dazu wirde die Vi, nach kurzen Aktivierungen zu
negativ bestimmt, da diese Zeiten nicht ausreichen, um den Steady-State zu erreichen. Dies

deckt sich mit den aus Patch-Clamp-Messungen gewonnenen Befunden von Hummert et al.
(2018).

4 — — -130
L 120
3_
5 L 110 i
R 27 L 100 >
] 3
=
1 - — -90
L 80
0_

| | | | I I
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Aktivierungszeit [s]

Abbildung 14: Abhéngigkeit der Gating-Parameter vom Aktivierungszeitpunkt.

5.2.2 Initial-slope-Methode

Alternativ zur Boltzmann-Funktion kann die Gating-Ladung auch mithilfe der ,initial slope®-
Methode bestimmt werden. Diese basiert auf der Auswertung eines langsamen Rampen-
Protokolls (Noceti et al., 1996; Ishida et al., 2015) und beschreibt die Gating-Ladung, die beim
ersten spannungsabhangigen Schritt Gbertragen wird. Dabei wird bewusst kein Steady-State-

Zustand erreicht, sondern die angelegte Spannung kontinuierlich variiert (Abbildung 15).

Aus den Stromkurven wurde gemal Gleichung (8) die Leitfahigkeit G als ,,chord conductance®
erhalten. Diese Methode kann bei Spannungen nahe des Umkehrpotentials — welches zudem
bei Cut-Open-Messungen nicht immer exakt bestimmt werden kann (vgl. Anhang Il) — auf-
grund der Division durch Null bzw. sehr kleine Spannungen unbrauchbare Werte liefern. Da
das Umkehrpotential hier um 0 mV liegt und der HCN2-Kanal erst ab etwa —70 mV o6ffnet,

beeinflusst diese Problematik die Auswertung allerdings nicht.
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—— 1.000 ms

2.000 ms
5 pA —— 3.000 ms
1s ' : : : : —— 4.000 ms

Abbildung 15: Reprasentative Stromkurven des HCN2wt als Reaktion auf langsame Spannungsrampen
von +50 mV (ber —-150 mV zuriick zu +50 mV in Zeiten von 1.000 bis 4.000 ms pro Schenkel

(2 Geschwindigkeiten von 200 bis 50 m\V/s). Gitterlinien zur Verdeutlichung der Spannungsumkehr.

Alternativ kdnnte zur Bestimmung der Leitfahigkeit auch das Konzept der ,slope conductance®
verwendet werden, das die Leitfahigkeit gemafl Gleichung (9) als Tangente des Stroms bei
einer bestimmten Spannung definiert (Thompson, 1986). Aufgrund der Produktregel der
Differenzialrechnung gibt die ,slope conductance” jedoch nicht die eigentliche Leitfahigkeit
wieder, sondern die Summe aus Leitfahigkeit und mit der Triebkraft multiplizierten Anderung
der Leitfahigkeit. Quantitativ aussagekraftig ist diese Methode daher nur bei konstanten
Leitfahigkeiten.

dl ac(v
Guape = g5 = 60+ T 1) ©)

Aullerdem ist die ,slope conductance” noch abhangiger von der Qualitat der Daten, da bei
stark verrauschten Daten die Bestimmung einer lokalen Ableitung zu gro3en Ungenauigkeiten
fuhren wird. Daher wurde diese Methode zur Bestimmung der Gating-Ladung nicht weiter

bertcksichtigt.

Die gemal Gleichung (8) als ,chord conductance“ bestimmte Leitfahigkeit kann durch
Anpassen von Gleichung (10) beschrieben werden (Noceti et al., 1996). Dabei wird in dieser
Arbeit zusatzlich eine gewisse, sehr kleine Leck-Leitfahigkeit (im fS/Kanal-Bereich)
angenommen, um der nicht perfekt moglichen Leck-Kompensation Rechnung zu tragen
(Abbildung 16 A):

—Z(S'V'eo
6wy =2l 8T) 1 6y (10)
Der Parameter A ist ein amplitudenabhangiger Vorfaktor, der Parameter z¢5 ist die Steigung
bei logarithmischer Auftragung und entspricht fiir einfache Zustands-Anderungen der Gating-
Ladung (Noceti et al., 1996).

Mit zunehmender Rampendauer stieg die ermittelte Gating-Ladung von 2,0 £ 0,2 e bis auf
2,4 £ 0,2 eo (Abbildung 16 B) und naherte sich damit dem Bereich dessen, was aus der

Boltzmann-Beschreibung der Steady-State-Messungen ermittelt wurde (Abbildung 11 B),
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wahrend deutlich wird, dass eine zu schnelle Rampe die Spannungsabhangigkeit des Gating-

Prozesses des relativ langsam 6ffnenden HCN2wi-Kanals nicht ausreichend widerspiegelt.

A 10—4 _ B 3.0 —
2.5 1 1
. 10° — ] 1 1
%) & 20— K
2 10° o =
=) g 1.5
L c
£ 107 3 1.0
S A
10—8 _ 0.5 -
0.0 <
T | | | | 1 | | | |
-50 -70 -90 -110 -130 -150 1000 2000 3000 4000
Spannung [mV] Rampengeschwindigkeit [ms]

Abbildung 16: Bestimmung der effektiven Gating-Ladung mit der initial-slope“-Methode. A: Diinn:
logarithmisch aufgetragene Leitfahigkeit (als ,chord conductance” aus den Stromkurven in Abbildung 15
erhalten); fett: Fit geméal3 Gleichung (10). B: Effektive Gating-Ladungen zd in Abhéngigkeit von der
Rampengeschwindigkeit (n=7).

Aus beiden Methoden zur Bestimmung der effektiven Gating-Ladung ergibt sich, dass zur
Offnung des HCN2wt-Kanals nur etwa 2,5 eo notwendig sind. Da aus der Struktur des Kanals
eine gesamte Gating-Ladung von 8 bis 12 ey zu erwarten ware, soll zum besseren Verstandnis

des Gating-Prozesses versucht werden, diese aus dem Gating-Strom zu bestimmen.

5.3 Simulation von Gating-Stromen

Die Schwierigkeit bei der Messung von Gating-Strémen besteht darin, dass diese sehr klein
sind, da pro Kanal (in der tetrameren Form) maximal nur etwa 8 bis 12 elektrische Ladungen
transportiert werden. Bei einer Einzelkanalleitfahigkeit von 1,67 pS (Thon et al., 2013)
passieren jeden Kanal bei einer Spannung von =150 mV innerhalb einer Sekunde dagegen
etwa 1,5 Millionen lonen. Je langsamer der Gating-Prozess ablauft, desto kleiner wird die
Amplitude des Gating-Stroms und umso schwieriger wird dieser daher zu messen sein. Aus
den in Tabelle 4 vorgestellten Kanalen Iasst sich abschatzen, dass fiir die Dauer des Gating-
Prozesses des HCN2-Kanals ein Wert zwischen 10 und 100 ms wahrscheinlich ist. Auch die

Modelle von Hummert et al. (2018) weisen auf eine solche Gré3enordnung hin.
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Tabelle 4: Beispielhafte Kinetiken aus vergleichbaren Modellierungen der lonenstréme diverser
Kationen-Kanéle bei je zwei applizierten Spannungen. Flir die Kinetik der Gating-Stréme wurde der

Abfall dieser Stréme modelliert. Mit * markierte Daten stammen aus VCF-Messungen.

Aktivierung Deaktivierung
Kanal | appjizierte lonenstrom  Gating- | Applizierte lonenstrom  Gating-
Spannung Strom Spannung Strom
-90 mV 1.100 ms — =75 mV 1.000 ms —
HCN2 | —125 mv 200 ms — -35mV 200 ms —
(Moroni et al., 2000)
-80 mV 500 ms — -40 mV 400 ms —
SPHCN | —120mv 70 ms 45ms* | -10mv 90 ms 10 ms
(Elinder et al., 2006; Mistrik und Torre, 2004; Bruening-Wright et al., 2007)
=70 mV 200 ms — — — —
HCNL1 [ -135 mv 40 ms 4 ms -135mV. — 5ms
(Wobig et al., 2020; Wolfenstetter, 2020)
-40 mV 4 ms 5,3 ms -60 mV 2,5ms 35 ms
Shaker | o mv 2 ms 2 ms -100mV 0,8 ms 4 ms
(Lacroix et al., 2013; Stefani et al., 1994)
-40 mV 0,6 ms 2,2 ms -60 mV — —
Navi.4 | o mv 0,3ms 08ms |-100mvV — —
(Lacroix et al., 2013)

Fir die Simulation von Gating-Strdomen wurde in dieser Arbeit die 1. Ableitung von

Gleichung (3) nach der Zeit verwendet. Dies ergab folgende Gleichung:
H

(1 —~ e<_(%)>> )
(59 1

Hierbei beschreiben A, t, und H die gleichen Parameter wie in Gleichung (3), rbeschreibt die

o= (2)

Zeitkonstante des Gating-Stroms. Zur Simulation von Gating-Strémen muss der Faktor A
bestimmt werden, der als Produkt aus der Anzahl der Kanale N multipliziert mit der
ubertragenen Gating-Ladung z definiert werden kann. Fur eine hypothetische Messung mit
einem lonenstrom von 20 PA bei einer Spannung von —150 mV kann gemaf Gleichung (12)
eine Anzahl N von etwa 8- 107 Kanalen ermittelt werden:

I —20 uA

N = =
V.-y —=150mV-1,67pS

=8-107 (12)

V entspricht dabei der angelegten Spannung, / dem resultierenden Strom, y der Einzelkanal-
leitfahigkeit und z der Anzahl an Elementarladungen, die die Membran passieren. Bei einer

Gating-Ladung z von 12 ey ergibt sich fur den Faktor A ein Wert von 0,15 nC:

A=N-z=8-107-12-1,609-10"22 C = 0,15 nC (13)

Seite 28



5. Ergebnisse

5.4 Block des HCN2wi-lonenstroms
Auf Basis dieser Berechnungen kénnen in Abhangigkeit von der Zeitkonstante z und dem
Kooperativitatskoeffizienten H die in Abbildung 17 gezeigten lonenstrome geman

Gleichung (3) und die Gating-Stréome gemal Gleichung (11) simuliert werden.

AO—IV

’ [, e, — 128 ms
z °7 TR e —— 64ms |l 5
F=3 : ., 32 ms 3
£ £ 16 ms z
% -10 8ms -10 %
6’ --.........,._..7 4 ms 3
8 _1 5 — ‘ - -1 5 2
-20 — — -20

[ I | I | [ | I I |
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
Zeit [s] Zeit [s]

Abbildung 17: Simulation von lonen- (gepunktete Linien) und Gating-Strémen (durchgezogene Linien)
mit einem Kooperativitdtskoeffizienten H von 1,5 (A) bzw. 3,5 (B) und Zeitkonstanten rvon 4 bis 256 ms.
Zu beachten ist die um Faktor 1.000 unterschiedliche Skalierung. Zusétzlich wurde ein Gaul3-verteiltes
Rauschen mit einem r.m.s. von 1 nA addiert.

Das Rausch-Niveau des Verstarkers Dagan CA-1B liegt laut Spezifikation bei einer Filter-
frequenz von 3 kHz bei 1 nA rm.s. und wurde so auch experimentell bestatigt. Aus den
simulierten Daten lasst sich ablesen, dass Gating-Strdome nur messbar sein werden, wenn die
Zeitkonstante kleiner als etwa 20 ms ist und der Gating-Prozess mit einer niedrigen
Kooperativitat ablauft. Da die Amplitude des Gating-Stroms maximal etwa 0,1 % des lonen-
stroms betragen wird, muss die Oozyte den HCN2-Kanal sehr gut exprimieren — der lonen-
strom sollte in einer GréRenordnung von mindestens 20 YA liegen — und dieser lonenstrom

dann fir die Messung des Gating-Stroms komplett blockiert werden.

5.4 Block des HCN2wt-lonenstroms
5.4.1 Externer Block durch Cs”

Um den Gating-Strom zu messen, wurde versucht, den lonenstrom mithilfe verschiedener
Blocker zu eliminieren. Ein klassischer literaturbekannter Blocker ist das Cs*-lon, das mit
einem lonenradius von 1,69 A wesentlich groRer als K* ist (lonenradius 1,33 A) und damit die
Pore blockiert. Fir alle HCN-Subtypen und auch einzelne K- und Ky-Kanale ist dieser Block
beschrieben (Makhina et al., 1994; Becchetti et al., 2002; Stieber et al., 2005).

Die Applikation von 2 mM Cs* reicht jedoch nicht aus, um den lonenstrom des HCN2wt-Kanals

komplett zu blockieren (Abbildung 18). Der restliche, nicht blockierbare Strom von etwa 5 %
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entspricht publizierten Werten (Moroni et al., 2000; Yu et al., 2004), ist aber immer noch zu
grol3, um einen Gating-Strom zu messen. Zudem konnte anschlieRendes Auswaschen der
Cs*-lonen den Strom nicht vollstandig wiederherstellen.

A 0mvVv B 0 mv

-50 mv -50 mV —
-150 mV [ _|-150 mv

— KMES
— Cs 2mM

— KMES

2 UA — Kontrolle KMES .
g 500 nA — Cs 2mM

25 —— Kontrolle KMES

500 ms

Abbildung 18: A: Block des HCN2wt-Stroms durch Cs*. B: Zoom in den in A markierten Bereich.

Der Tailstrom bei Cs*-Block ist im Vergleich zum Aktivierungsstrom deutlich hoher
(Abbildung 18 B), da Cs"* durch elektrostatische Effekte in erster Linie den Einwartsstrom bei
hyperpolarisierenden Spannungen blockiert (Gauss et al., 1998). Durch einen bei starker
depolarisierenden Spannungen auftretenden K*-Ausstrom ware der Off-Gating-Strom zudem

noch starker Giberlagert.

5.4.2 Einsatz nicht-leitender Kationen wie NMDG

Eine weitere Variante, den lonenstrom zu eliminieren, besteht in der Verwendung des grof3en
organischen Kations NMDG, das die Pore des HCN-Kanals nicht passieren kénnen sollte. Um
beim Anspulen der NMDG-MES-Lésung einen konstanten Flissigkeitsspiegel zu halten und
somit mechanischen Stress zu reduzieren, wurde ein Flusssystem konstruiert, bei dem in
Guard und Top Pool durch elektrische Pumpen definierte Mengen an NMDG-MES-Ldsung auf
der einen Seite angespllt werden, wahrend auf der anderen Seite der Pools die gleiche Menge

an Badlésung entfernt wird.

Dabei zeigte sich das Anwaschen von NMDG-MES direkt verantwortlich fir das Abnehmen
des lonenstroms auf bis zu 1 % des Initial-Stroms (Abbildung 19 A). Die 90/10-Zeit dieser
Abnahme lag flr 7 Messungen bei 6,8 + 1,3 s. Durch die gednderte lonenzusammensetzung
wird allerdings das Umkehrpotential so stark in Richtung negativer Spannungen verschoben,
dass im Tailstrom schon bei -50 mV ein Kationen-Ausstrom gemessen werden kann. Der
Block durch NMDG-MES ist durch Auswaschen mit KMES zum groften Teil reversibel
(Abbildung 19 B). Insgesamt konnte der lonenstrom durch externe Applikation von Cs*- oder
NMDG-lonen nur auf 5 bzw. 1 % reduziert werden, womit eine Messung von Gating-Strémen,
deren Amplitude weniger als 0,1 % des lonenstroms betragen sollte (Abbildung 17), nicht

maoglich war.
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A omimin/™ 1 mimin__ L____
V -
0_[71 130 mV 50 mV———
|
1

NMDG-MES
—— Kontrolle KMES

2 pA

10s ; 1s
Abbildung 19: A: Anwaschen von NMDG-MES (schwarz) und Abnahme des HCN2wt-lonenstroms (rot).
Schwarz gestrichelt: monoexponentiell beschriebene Abnahme des lonenstroms. B: Block durch
NMDG-MES und anschlieBendes Auswaschen durch KMES.

5.4.3 Interner Block durch ZD7288
Das kleine organische Molekul ZD7288 wurde 1993 als HCN-spezifischer Blocker beschrieben
(Marshall et al., 1993; BoSmith et al., 1993) und bindet an der Innenseite des Kanals an der
S6-Helix (Harris und Constanti, 1995; Cheng et al., 2007; Wu et al., 2012). Aufgrund der
Membranpermeabilitdt des Blockers konnten Gating-Strome des spHCN-Kanals gemessen
werden, indem die Oozyten fir 3 Tage in einer 1 mM-Ldsung inkubiert wurden (Mannikko et
al., 2002; Mannikkd et al., 2005). Analoge Versuche wurden in dieser Arbeit an HCN2wt-
injizierten Oozyten durchgefuhrt. Diese Uberlebten allerdings nur zu etwa 20 % und waren

dann nicht stabil genug, um Gating-Stréme zu messen.

Tabelle 5: Aminosdure-Sequenz an der Bindungsstelle fiir ZD7288.

Kanal Sequenz Reversibilitat
spHCN 456-FALFI-460 Irreversibel
mHCNA1 375-YAMFV-379 Reversibel

mHCN2 428-YAMFI-432 Reversibel
mHCN3 338-YAMFI-342 Irreversibel

mHCN4 506-YAMFI-510 Unbekannt

Dieses Verhalten lasst sich auf die Reversibilitat der ZD7288-Bindung am HCN2wt-Kanal
zuruckfuhren, die auch am HCN1-Kanal beobachtet werden kann. Die daraus resultierende
ubermafige Expression entlastet die Oozyte aber mdglicherweise nicht, sondern fuhrt sogar
zu einer zusatzlichen Belastung. Auch frihere Versuche, den Gating-Strom des HCN1-Kanals
z. B. mithilfe des Blockers ZD7288 zu messen, waren nicht erfolgreich (Bruening-Wright et al.,
2007). Der Block durch ZD7288 ist dabei HCN-Isoformen-spezifisch, der spHCN- sowie der
hHCN3-Kanal werden irreversibel blockiert (Shin et al., 2001; Stieber et al., 2005), die Kanale
HCN1 und HCN2 jedoch nur reversibel (Thon et al., 2013). Die Unterschiede lassen sich dabei
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im Wesentlichen auf die spezifische Aminosauren-Sequenz am intrazellularen Ende der S6-
Helix zurtckfuhren (Tabelle 5; Shin et al., 2001).

5.5 Messungen bei Spannungen in der Nahe des Umkehrpotentials

In der Nahe des Umkehrpotentials fallt die Triebkraft fur den lonenstrom weg, weshalb im
Idealfall als Reaktion auf einen Spannungssprung nur noch Gating-Strdme sichtbar sein
sollten (Ishida et al., 2015). Daher wurde versucht, das Umkehrpotential fir den HCN2wt-
Kanal durch Messungen mit verschiedenen Tailspannungen (Abbildung 20) zu bestimmen.
Aufgrund der Kinetik des Tailstroms und der Variabilitat der Zellen konnte das Umkehrpotential
allerdings nicht exakt ermittelt werden und lag im Bereich von -5 bis =10 mV. Eine komplette

Eliminierung des lonenstroms war daher nicht mdglich.

200 ms 15 mV
j 500NA  _ siomy
— 9 mv
— +6mV
— +3mV
—0mV
-3mV
-6 mV

/ 9 mv
— 12 mV

— -15mV

Abbildung 20: Représentativer Tailstrom nach Aktivierung auf =130 mV.

Allerdings konnte in wenigen Messungen bei leicht positiven Spannungen (etwa +15 bis
+20 mV), bei denen der Tail-lonenstrom ein mit der Zeit sigmoid abnehmender Auswartsstrom
ist, zusatzlich zum lonenstrom eine kleine, ebenfalls auswarts gerichtete Komponente
abgegrenzt werden (Abbildung 21), wie sie flr einen Off-Gating-Strom zu erwarten ware. Bei
negativen Tailspannungen war diese Komponente im Verlauf der Sigmoidalitat dagegen nicht
separierbar (Abbildung 20).

A B
50 ms

5 uA

500 ms

Abbildung 21: Abgrenzung des mutmalllichen Gating-Stroms vom lonenstrom. A: Mittelung (schwarz)
von 20 einzelnen Stromkurven (rot) bei =130 mV, Tail bei +20 mV. B: Zoom in den in A schwarz

markierten Bereich, Plateau linear modelliert (schwarz gepunktet).
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Zur Verbesserung des Signal-Rausch-Verhaltnisses und zur genaueren Untersuchung dieses
Stroms wurden je Spannung 20 einzelne Stromkurven gemittelt. Unter der Annahme, dass der
Tailstrom zu Beginn der Deaktivierung aufgrund der Sigmoidalitat linear verlauft, wurde der
Strom zwischen etwa 20 und 50 ms nach dem Spannungssprung linear extrapoliert
(Abbildung 21 B) und vom gesamten Tailstrom subtrahiert, um den mutmallichen Gating-
Strom zu erhalten (Abbildung 22).

A 10ms B 10ms

10 nA

Abbildung 22: Mutmalllicher Gating-Strom. A: Représentative Spannungsfamilie von —90 bis —140 mV
nach Subtraktion des linear extrapolierten Tailstroms. B: Zoom in den in Abbildung 21 B schwarz

markierten Bereich. Fit des mutmalilichen Gating-Stroms bei —130 mV gemél Gleichung (11).

Diese mutmallichen Gating-Strome wurden gemal Gleichung (11) beschrieben
(Abbildung 22 B). Die Zeitkonstanten lagen dabei zwischen 3 und 4 ms, mit den langsamsten
Off-Gating-Stréomen bei starker Hyperpolarisation (Abbildung 23 A). Die kanalspezifische
Gating-Ladung z wurde gemafR Gleichung (12) und (13) ermittelt, wobei / die Amplitude des
lonenstroms zum Ende des Aktivierungspulses und A die — durch Integration der Flache unter
der Kurve der mutmallichen Gating-Strome erhaltene — gesamte Ubertragene Gating-Ladung
einer Oozyte darstellt. Im Mittel lag die Gating-Ladung z pro tetramerem Kanal bei bis zu
10 £ 6 ep und damit im strukturell erwarteten Bereich (Abbildung 23 B). Durch anschlieliende
Boltzmann-Modellierung wurden eine Uberraschend negative Vi, von -113,8 £ 4,6 mV sowie
eine schwach ausgepragte Spannungsabhangigkeit der Gating-Ladung (z6=1,6 £ 0,3 ey)
ermittelt. Ein ahnlich geringe Spannungsabhangigkeit wurde auch fir den spHCN-Kanal
publiziert (Mannikko et al., 2002).

Die bei starkerer Hyperpolarisation langsameren Gating-Stréme (Abbildung 23 A) kénnten
darauf hindeuten, dass die S4-Helix stark im aktiven Zustand arretiert ist und somit die
Deaktivierung langsamer verlauft als bei weniger starker Aktivierung. Aufgrund der héheren
Gating-Ladung (Abbildung 23 B) liegt allerdings die Interpretation naher, dass primar die
zurlckzulegende Strecke mit zunehmender Hyperpolarisation ansteigt. Daraus resultiert eine
tendenziell spannungsunabhangige Geschwindigkeit der S4-Bewegung, deren Gesamtdauer
dann aber von der zurlickgelegten Strecke abhangt. Insgesamt verlauft der mutmafliche Off-
Gating-Prozess fur den recht langsamen HCN2wt-Kanal aber Gberraschend schnell. Aus dem

mit einer weitgehend spannungsunabhangigen Deaktivierungszeitkonstante von etwa 500 ms
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(Abbildung 12 B) allerdings um Grofienordnungen langsamer ablaufenden SchlieRen des
Kanals lasst sich jedoch ableiten, dass nicht das Off-Gating, sondern die Kopplung zum

Schlief3en des Kanals der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist.
B16—

- I

1 —
|
-120

14 —
12 =
10 —

I
6 —
| |

-100

4 n -
2 —
0 -
| | |
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|
-100
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200 nA

0 —
| |
-130 -110
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Abbildung 23: Geméal3 Gleichung (11)-(13) erhaltene Zeitkonstanten (A) und Gating-Ladungen (B) des

mutmallichen Gating-Stroms aus 4 verschiedenen Oozyten mit je 20 Kurven pro Spannung.
Als Kontrolle wurden auch nicht-injizierte Zellen nach dem gleichen Protokoll mit positiven
Tailspannungen vermessen (Abbildung 24). Hierbei zeigte sich trotz Anwesenheit endogener
K*-Kanale zu Beginn der Aktivierung (Weber, 1999b) keine Tailstrom-Komponente, die mit
dem in HCN2wt-injizierten Zellen gemessenen mutmallichen Gating-Strom vergleichbar

10 ms

50 nA|

Tailstroms deutlich die Abwesenheit weiterer Strome zu erkennen.

ware. Eine komplette Kapazitats-Kompensation war zwar nicht méglich, trotzdem ist in den

pr——
-50 mVv

-80 mV

-110 mVv
-120 mv
-130 mv

— =140 mV
— =150 mV

Abbildung 24: Nicht-injizierte Zellen zeigen keine mit dem mutmalllichem Gating-Strom vergleichbare

Komponente. Inset: Zoom in den Bereich des Tailstroms.

5.6 Mutationen zur Messung von Gating-Stromen
Da der Gating-Strom durch Blockieren des lonenstroms nicht und durch Messungen in der
Seite 34
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zunachst etwas aullerhalb des Selektivitatsfilters mutiert, um hier eine im Optimalfall komplett

nichtleitende, bzgl. der S4-Bewegung jedoch funktionale Mutante zu vermessen.

Die Mutation A407Y sollte dabei entsprechend der P435Y-Mutation im spHCN (Tabelle 3,
S. 11) zur Eliminierung des lonenstroms fuhren. Da sich hier jedoch noch ein grof3er Strom mit
HCN-artiger Kinetik und Spannungsabhangigkeit zeigte (Abbildung 25 A), sollte als nachstes
die Doppelmutante Q406F/A407Y (QAFY) der Pore des erfolgreich vermessenen spHCN-
Kanals naherkommen. Allerdings war auch hier noch ein grof3er lonenstrom sichtbar, wenn
auch mit langsamerer Kinetik als beim Wildtyp-Kanal (Abbildung 25 B). Somit waren beide
Mutanten nicht geeignet, um Gating-Strome zu messen.

omv

0mv
A M -50 mV i B -50 mV . [

-150 mV -150 mV

L
————

500 nA

fl

500 nAl 5
S

Abbildung 25: Leck-korrigierte Stromkurven der Mutanten A407Y (A) und Q406F/A407Y (QAFY; B).

Zusatzlich wurden auch Mutationen direkt am mutmaflichen Selektivitatsfilter, dem GYG-
Motiv, vorgenommen (Tabelle 3, S. 11). Die beiden Mutanten Y403A und Y403S zeigten dabei
allerdings noch signifikante lonenstréome (Abbildung 26). Diese waren zwar bei ersterer recht

klein, dennoch war eine Messung von Gating-Stréomen auch bei diesen beiden Mutanten nicht

maglich.
omv 0mv
A -50 mV B -50 mV
-150 mv | | -150 mV
e
S

120 mV

-130 mV

200 nA — -140 mV

—— 150 mV 1 “A|1_

1s s

Abbildung 26: Reprdsentative Stromkurven der Mutanten Y403A (A) und Y403S (B).

Auch die beiden Mutanten G402S und G404S zeigten noch signifikante lonenstréme,
allerdings fielen die Messungen durch ein besonderes mehrphasiges Verhalten auf
(Abbildung 27). Eine Messung von Gating-Stromen war somit auch bei diesen beiden
Mutanten nicht moglich, aufgrund des auffalligen Verhaltens wurde jedoch eine genaue

Charakterisierung vorgenommen.
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0OmVv
% =
-150 mV -150 mV
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500 nA 500 nA k
1s 1s

Abbildung 27: Reprédsentative Stromkurven der Mutanten G402S (A) und G404S (B).

5.7 Charakterisierung der Mutanten HCN2-G402S und -G404S

5.7.1 Typisches Verhalten
Die Stromkurven der Mutanten G402S und G404S bei hyperpolarisierenden Spannungen

lassen sich regelmaRig in folgende drei Komponenten aufteilen (Abbildung 28):

1. Komponente: HCN-artige Aktivierung, Dauer etwa 500 bis 1.000 ms
2. Komponente: leichte Inaktivierung, tritt nach etwa 1.000 bis 2.000 ms auf

3. Komponente: sehr langsame Aktivierung, tritt nach etwa 1.500 bis 2.500 ms auf

Zur Charakterisierung der beiden Porenmutanten sollen sowohl die I/V-Kurve als auch die
Kinetik untersucht werden. Die normierten Tailstrdome weisen allerdings — abweichend vom
HCN2wit-Kanal — auch bei Spannungen von bis zu —-150 mV kein sattigendes Verhalten auf

(Abbildung 29 A), weshalb keine V1> bestimmt werden konnte.

Bei Messung mehrerer Stromkurven nacheinander fielen bei gleicher Aktivierungsspannung
Veranderungen der Strom- und Tailstrom-Amplituden auf, die selbst nach einer Wartezeit von
50 s noch zu beobachten waren. Um zu identifizieren, ob diese Effekte auf eine langsame
Kinetik oder auf einen dauerhaften Effekt, wie z. B. eine Leck-Veranderung, zurlickzufiihren
sind, wurde systematisch die Aktivierungszeit von 500 auf 4.000 ms erhéht (Abbildung 28).
Die beiden porenmutierten Kanale G402S und G404S offneten dabei umso schneller und
starker, je langer die vorhergehende Aktivierung war (Abbildung 28 A-B), wahrend ein solcher
Effekt beim HCN2wt-Kanal nicht zu beobachten war (Abbildung 28 C).
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Abbildung 28: Représentative Stromkurven nach verschieden langen Aktivierungen bei =140 mV fiir die
Mutanten G402S (A) und G404S (B) bzw. den HCN2wt (C). Die Pfeile deuten die Anderung der
Aktivierung schon nach 500 ms an. D: Vergleich beispielhafter normierter Stromkurven bei =140 mV

und 4 s Aktivierung.

Die quantitative Auswertung dieses Verhaltens soll durch Gleichung (14) erfolgen:

L) — Iy 0)
~ I500(0) — I50(0)

(14)

It (i)norm.
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1.0 1 —e— HCN2wit (n=286) _
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Abbildung 29: Vergleich der Porenmutanten G402S und G404S mit dem HCN2wt. A: |/V-Kurven nach
einer Aktivierung liber 2 s. B: Vergleich der normierten Stréme nach 50 ms (Quadrate) bzw. 500 ms der
Aktivierung (Kreise) in Abhédngigkeit von der Dauer der vorhergehenden Aktivierung bei —140 mV.
Aufgetragen wurde der gemél8 Gleichung (14) bestimmte normierte Strom gegen die Aktivierungsdauer

i der vorhergehenden Messung, die Pause zwischen den Pulsen betrug 50 s.
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Durch Subtraktion des Stroms nach 50 ms der ersten Aktivierung vom Strom (nach ¢ = 50 bzw.
500 ms) nach einer Pra-Aktivierung (i = 500 bis 3.000 ms) und anschlieRende Normierung soll
die Starke der Offnung beschrieben werden. So ergibt sich beispielsweise fiir die Mutante
G402S bei einer Pra-Aktivierung von 3.000 ms ein Strom nach 500 ms, der etwa 4-mal so grof3

ist wie bei einer Pra-Aktivierung von lediglich 500 ms (Abbildung 29 B).

Dieses auffallige Verhalten kénnte durch die langsame, spat auftretende Aktivierung (dritte
Komponente) verursacht werden, wodurch das SchlieRen potentiell langsamer ablauft und die
erneute Aktivierung begunstigt wird oder die Kanale sogar unmittelbar offen sind. Dieser

Hypothese soll durch eine Analyse der Tailstrdme in Kapitel 5.7.3 nachgegangen werden.

Aufgrund der Porenveranderung sollte aulerdem Uberprift werden, inwiefern sich die
Rektifizierung der Porenmutanten vom HCN2wi-Kanal unterscheidet. Dazu wurden nach 4 s
Aktivierung die Spannung von —-150 mV innerhalb von 50 ms durch ein schnelles Rampen-
Protokoll auf +50 mV gesteigert (Abbildung 30 A). Bei beiden Porenmutanten zeigte sich ein
Verlust der fur den HCN2wi-Kanal typischen (Vemana et al., 2008) Einwartsrektifizierung
(Abbildung 30 B).

B 1.0 —
0 mV+50 mV
-50 mV
1 asomy | oY  hoNowt Wl
— (34028 05 -
| | — (54045
! Spannung [mV]

2 ul—\lT rf [ | | |
-150 -100 50

Lo, - -0.5 1

2 pA bJJ
2s -1.0 -

Abbildung 30: Schnelle Rampen-Protokolle. A: Reprédsentatives Rampen-Protokoll mit Spannungs-
Rampe von =150 zu +50 mV fiir den HCN2wt (schwarz) und die Mutante G402S (rot). B: Vergleich der
Stréme schneller Rampen nach 4 s Aktivierungsdauer flir die Kandle HCN2wt, -G402S und -G404S.

5.7.2 Bestimmung der Gating-Ladung
Da aus der nicht-sattigenden I/V-Kurve weder V3> noch eine Gating-Ladung bestimmt werden
konnten (Abbildung 29 A), wurde mit der in Abschnitt 5.2.2 vorgestellten ,initial-slope“-
Methode (Noceti et al., 1996) auch fur die Mutante G404 S versucht, aus langsamen Rampen-

Protokollen die effektive Gating-Ladung zu bestimmen (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Repréasentative Stromkurven als Reaktion auf Spannungsrampen von +50 idber -150 mV
zurtick zu +50 mV in Zeiten von 1.000 bis 4.000 ms pro Schenkel (2 Geschwindigkeiten von 200 bis
50 mV/s). Vergleichsdaten fiir den HCN2wt aus Abbildung 15.

In Abbildung 32 A wurde die als ,chord conductance® erhaltene Leitfahigkeit semi-
logarithmisch gegen die Spannung aufgetragen. Die aus der scheinbaren Steigung dieser
Kurven bestimmte effektive Gating-Ladung (Noceti et al., 1996) lag mit 1,2 £ 0,2 eo deutlich
unter den Werten, die analog fir den HCN2wi-Kanal bestimmt wurden (2,0 bis 2,4 ey,

Abbildung 16), war aber unabhangig von der Dauer der Rampen-Protokolle (Abbildung 32 B).

A 5 _|— 1.000 ms '
10 2.000 ms 2.5
_ —— 3.000 ms -
o —— 4.000 ms L. 2.0
B 107 N
=y 2 1.5+
= c -3 T
£ 3104 T *
107 L
0.5 —
8 0.0 —
1077 T T T T | T I T T
-50 -70 -90 -110 -130 -150 1000 2000 3000 4000
Spannung [mV] Rampengeschwindigkeit [ms]

Abbildung 32: Bestimmung der effektiven Gating-Ladung mit der ,initial-slope“-Methode flir die Mutante
G404S. A: Logarithmisch aufgetragene Leitféhigkeit (diinn) und Fit (fett) geméa3 Gleichung (10). B:
Effektive Gating-Ladungen z& in Abhéngigkeit von der Rampengeschwindigkeit (n=5).

Zusatzlich wurden die langsamen Rampen-Strome in Abbildung 31 lokal differenziert, um die
Leitfahigkeit als slope conductance zu erhalten. Eine quantitative Auswertung ist dabei nicht
moglich (vgl. Kapitel 5.2.2), qualitativ zeigte sich jedoch, dass die Leitfahigkeit aus zwei
Komponenten besteht, von denen die erste bei -90 mV und die zweite bei =125 mV einsetzt
(Abbildung 33). Analog zu den Daten aus Abbildung 29 wird keine maximale Aktivierung

erreicht.
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Abbildung 33: Leitfahigkeit wéhrend der Aktivierung (A) bzw. der Deaktivierung (B), erhalten als
Ableitung des Stroms nach der Spannung fiir die Mutante G404S. Das starke Rauschen ist ein Artefakt
der Bestimmung der ,slope conductance® als numerische Ableitung, die Daten wurden binomial
gegléttet (Marchand und Marmet, 1983).

5.7.3 Beschreibung der Tailstrome
Neben der mehrphasigen Aktivierung unterscheiden sich auch die Tailstrome der beiden
Mutanten stark vom HCN2wt. Auf eine schnelle initiale Zunahme des Stroms folgt eine
Deaktivierung, die zu Beginn schneller ist als die des HCN2wt, spater jedoch deutlich
langsamer oder sogar unvollstandig wird (Abbildung 34 A). Je langer die Aktivierung zuvor
andauerte, umso langsamer schlieRen die beiden porenmutierten Kanale (Abbildung 34 C-D),
wahrend dies beim HCN2wt nur in geringem Male der Fall ist (Abbildung 34 B). Eine

Modellierung dieses Verhaltens soll in Kapitel 5.7.4 erfolgen.

Fir den HCN2wt betragt die Amplitude des Tailstroms bei =50 mV — wie unter Annahme eines
Umkehrpotentials von 0 mV zu erwarten ware — etwa ein Drittel der Stromamplitude am Ende
der Aktivierung bei -150 mV. Die Stromamplitude der Porenmutanten liegt dagegen nur direkt
nach dem Spannungssprung auf diesem Niveau, sodass die anschlieBende Zunahme des
Tailstroms sogar zu einer héheren Leitfahigkeit als wahrend der Aktivierung fihrt (z.B. in
Abbildung 28 D sichtbar).
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Abbildung 34: A: Vergleich reprasentativer normierter Tailstrbme nach 4 s Aktivierung bei —140 mV.
B-D: Représentative normierte Tailstréme des HCN2wt (B) und der Mutanten G402S (C) bzw. G404S

(D) nach verschieden langen Aktivierungszeiten bei =140 mV.

Zur Quantifizierung dieses Effektes wurde die initial nach dem Spannungssprung bzw. nach
maximaler Reaktivierung als ,chord conductance® ermittelte Leitfahigkeit im Tailstrombereich
auf die maximale Leitfahigkeit wahrend der Aktivierung normiert und in Abbildung 35 A gegen
die Aktivierungsspannung aufgetragen. Dabei zeigte sich, dass der normierte maximale Tail-
strom insbesondere bei negativeren Aktivierungsspannungen deutlich héher ist als fur den
HCN2wt. Aufgrund der wahrend der mehrphasigen Aktivierung beobachteten Inaktivierung
liegt es nahe, dass die Zunahme des Tailstroms der Porenmutanten auf eine Reaktivierung

dieses Stromanteils zurtickzufthren ist.

Alternativ kdnnte diese Beobachtung auch durch eine Verschiebung des Umkehrpotentials
verursacht werden. Dagegen spricht allerdings, dass die initial nach dem Spannungssprung
bestimmte Leitfahigkeit bei den gleichen Werten wie kurz vor dem Spannungssprung liegt. Die
beobachtete Zunahme der Leitfahigkeit innerhalb der ersten 50 ms nach dem Spannungs-

sprung deutet vielmehr auf einen Inaktivierungs-Reaktivierungs-Mechanismus hin.

Far die beiden Mutanten wird auRerdem deutlich, dass das Verhaltnis vom maximalen Tail-
zum Aktivierungsstrom auch von der Aktivierungsdauer abhangt (Abbildung 35 B). Bei mittel-
langen Aktivierungen (1.000 bis 2.000 ms) zeigt sich ein erhdhter relativer Tailstrom, der auf

die kurzzeitige Inaktivierung (Abbildung 28) zurtckzufuhren ist. Die Angleichung der
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Leitfahigkeiten wahrend der Aktivierung und des Tailstroms bei langerer Aktivierung kann

durch die Zunahme der dritten (aktivierenden) Komponente erklart werden.

Im Gegensatz dazu zeigt sich ein solches Verhalten fur den HCN2wt nicht (Abbildung 35 B).
Hier liegt die relative Leitfahigkeit im Tailstrom bei allen Bedingungen bei 60 bis 70 % der
Leitfahigkeit wahrend der Aktivierung und nimmt mit zunehmender Aktivierungsspannung und
-dauer sogar ab. Diese verringerte Leitfahigkeit kann auf die Einwarts-Rektifizierung
(Abbildung 30 B; Vemana et al., 2008) zurtickgefuhrt werden.
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Abbildung 35: A: Auf maximale Leitféhigkeit wéhrend der Aktivierung normierte maximale (Kreise) bzw.
initiale (Dreiecke) Leitféhigkeit des Tailstroms bei =50 mV nach 2 s Aktivierung in Abhéngigkeit von der
Aktivierungsspannung. B: Normierte Leitfdhigkeit des maximalen Tailstroms bei =50 mV nach einer
Aktivierung bei —130 mV in Abhéngigkeit von der Aktivierungszeit. Daten sind Mittelwerte + s.e.m. aus
n Messungen flir HCN2wt (n=5), G402S (n=9) und G404S (n=10).

5.7.4 Modellierung der Tailstrome

Zur Quantifizierung und Modellierung der im vorherigen Kapitel beschriebenen Effekte wurde
Gleichung (15) als Kombination aus einer Reaktivierung und einer biexponentiellen Deakti-
vierung an die Tailstrome der beiden Mutanten G402S und G404S angepasst (Abbildung 36).

It)=A4A- <1 - <e(_(tf_1t°))>> - (1 — (1 — e(_(tf_ztO))>> +B- (1 - (1 - e(_(tf_atO))>> -D (15)

Der erste Term soll mit Hilfe des Stromanteils A und den beiden Zeitkonstanten 7, und 7, eine

Reaktivierung und einen Teil der Deaktivierung des Tailstroms beschreiben und somit den
potentiell HCN-artigen Stromanteil identifizieren. Der zweite Term besteht aus dem
Stromanteil B sowie der Deaktivierungszeitkonstante t; und soll den restlichen Anteil der
Deaktivierung und damit den Stromanteil der mutmaRlich unabhangigen, spat aktivierenden
Komponente beschreiben. D ist ein konstanter Offset. Die Deaktivierungs-Zeitkonstanten
T, und 73 wurden gemal ihrer relativen Anteile A und B gewichtet:

Ty =T, A+13'B (16)
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Abbildung 36: Représentative normierte Tailstrome der Mutante G402S nach 500 bis 4.000 ms
Aktivierung bei —140 mV. Schwarz: Modellierung geméanR Gleichung (15).

Die Tailstrome nach einer Aktivierungszeit von nur 500 ms konnten dabei nicht immer
zuverlassig modelliert werden und bleiben daher bei den folgenden Auswertungen unberick-
sichtigt. Die Zeitkonstante der Reaktivierung 7; nahm fur beide Mutanten mit zunehmender

Aktivierungsspannung und -dauer ab (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Modellierung von Tailstrémen der Porenmutanten G402S (A) und G404S (B) gemal3
Gleichung (15). Reaktivierungszeitkonstante t, in Abhdngigkeit von Aktivierungsspannung und -dauer.

Daten sind Mittelwerte + s.e.m. aus je 8 Messungen.

Die mit 7, verknipfte Deaktivierungszeitkonstante t, blieb dagegen konstant und auch die in
der Modellierung unabhangige Zeitkonstante 73 nahm nur leicht zu. Die gemalf Gleichung (16)
gewichtete Zeitkonstante 7, stieg dagegen stark an (Abbildung 38 A-B), was sich auf das
veranderte Verhaltnis zwischen den beiden Anteilen A und B zurlckfihren lasst
(Abbildung 38 C-D). Dies lasst sich damit begrinden, dass mit zunehmender Aktivierungs-
spannung und -dauer der Anteil der dritten Komponente, die durch den Parameter B

beschrieben wird, ansteigt.
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Abbildung 38: Deaktivierungszeitkonstanten sowie spannungsabhéngiges Verhéltnis der Komponenten
A und B fiir die Mutanten G402S (A, C) und G404S (B, D) nach einer Aktivierung bei =140 mV.

Mithilfe dieser Modellierung kénnen die in Abbildung 28, 29 sowie 34 und 35 dargestellten
Effekte quantitativ beschrieben werden. Je langer und starker aktiviert wurde, umso grofer
wurde der Anteil der langsam schlieRenden Komponente. Die dadurch insgesamt langsamer
verlaufende Deaktivierung sorgt daflir, dass dieser Kanal anschlieRend leichter 6ffnen kann

bzw. sogar unmittelbar offen ist.

5.7.5 Identifikation der Leitfahigkeiten mittels blockierender Kationen

Grundsatzlich besteht bei den hier vorliegenden Mutationen die Mdoglichkeit, dass die
gemessenen Strome nicht nur aus den mutierten HCN-Kanalen, sondern auch aus endogenen
Kanalen stammen. Diese Uberlagerung mit Strdmen endogener Kanale bei der heterologen
Expression ist seit den Anfangen der Arbeit an Xenopus laevis-Oozyten bekannt (Kusano et
al., 1977; Tzounopoulos et al., 1995; Krause et al., 1996; Weber, 1999a). Dabei wurden sowohl
Kationenkanale wie z. B. Natrium-, Kalium- und Calcium-Kanale als auch Anionenkanale wie
z.B. calcium- und hyperpolarisationsaktivierte Chlorid-Kanale identifiziert (Weber, 1999b;
Terhag et al., 2010). Vor allem auf letztere muss bei der Untersuchung von HCN-Kanalen

aufgrund der ahnlichen Spannungsabhangigkeit stets geachtet werden.
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Um die hier vorliegenden Stromkomponenten voneinander zu unterscheiden, wurde die
Reaktion des Stroms auf das Anspllen verschiedener Blocker untersucht. Dazu wurden
einerseits der HCN-Blocker Cs* (Moroni et al., 2000), andererseits eine Mischung aus 100 yM
Gd®*, 100 uM La*" und 1 mM Ba?* (Vemana et al., 2008) — hier als ,GdLaBa-Block* bezeichnet
— verwendet, die verschiedene endogene Kanale blockieren soll (Weber, 1999b; Kuruma et
al., 2000; Vemana et al., 2008; Terhag et al., 2010).

Wahrend durch Cs* die HCN-artige erste Komponente der Mutante G404S blockierbar ist
(Abbildung 39 A), wird beim Anspulen des GdLaBa-Blocks hauptsachlich die dritte Kompo-
nente (in Form vermutlich langsam 6ffnender endogener Kanale) blockiert (Abbildung 39 B).
In Abbildung 39 A wurde zusatzlich der durch Cs* blockierte Stromanteil ermittelt, der ebenso
wie der Stromanteil unter GdLaBa-Block (Abbildung 39 B) den HCN-artigen Strom beschreibt
und das bereits postulierte Verhalten aus Aktivierung und Inaktivierung zeigt. Der durch
GdLaBa blockierte Stromanteil (Abbildung 39 B) zeigt dagegen die flir endogene Kanale
erwartete langsame Aktivierung (Weber, 1999b).

Die im Tail schnell reaktivierende Komponente, die zudem analog zu Kapitel 5.7.3 eine relativ
erhohte Maximal-Leitfahigkeit besitzt, verschwindet unter Cs*-Block (Abbildung 39 A),
wahrend die Reaktivierung unter GdLaBa-Block sichtbar bleibt (Abbildung 39 B).

A i B

—KMES — KMES

cs' Gd” La” B
500 nA 500 nA , )

1s ——geblockter Strom 1s —— geblockter Strom

Abbildung 39: Représentative Stréme des HCN2-G404S-Kanals. A: Anwaschen von 2 mM Cs*-lonen.
B: Anwaschen des GdLaBa-Blocks.

Wahrend der HCN2wt-Kanal von Cs*-lonen blockiert wird (Abbildung 18), zeigt sich nur eine
minimale Reaktion auf den GdLaBa-Block (Abbildung 40 A; Yu et al. 2004). Nicht-injizierte
Zellen werden weder von Cs*-lonen noch vom GdLaBa-Block signifikant beeinflusst
(Abbildung 40 B-C).

Seite 45



5. Ergebnisse

5.7 Charakterisierung der Mutanten HCN2-G402S und -G404S

A B 05—
0.0 R - e N
-0.2 [ 0.0 . B
5] (]
E -0.4 E
§ § _0 5 p— sl
= 06 = — KMES
— KMES +
-0.8 - cd® La¥ Ba? -1.0 H o e — 1mMCs .
— -a ., ba r — 2 mMCs
105 — Kontrolle KMES Kontrolle KMES
-1.5
T T T T T T T |
0 1 2 3 4 0 2 4 6 8
Zeit [s] Zeit [s]
C 0.5
0.0 —feigtsne s I-"r."'.‘J.‘
g -0.5-
s
sl —— KMES
-1.0 : o + + +
—Gd", La" Ba’
Kontrolle KMES
1.5 -
T T | T
0 1 2 3 4
Zeit [s]

Abbildung 40: A: Reaktion von HCN2wt-Kanélen auf den GdLaBa-Block. B, C: Reaktion nicht-injizierter
Oozyten auf Cs*-lonen und die GdLaBa-L6sung. Aktivierung jeweils bei —140 mV, Stromkurven sind auf

den Strom nach 2 s Aktivierung normiert und binomial gegléttet.

Insgesamt kénnen demnach sowohl die Aktivierung und Inaktivierung als auch die
Reaktivierung im Tail aus einer mutierten HCN-artigen Pore stammen, wahrend die dritte

Komponente vermutlich auf Uberlagernde endogene Chlorid-Kanale zurtickzuflhren ist.

5.7.6 Modellierung der Aktivierungsstrome
Zur Beschreibung der beiden unabhangigen Komponenten der Aktivierungsstrome bei
Expression der Mutanten G402S und G404S wurde — in Analogie zur Beschreibung der
HCN2wi-Stromkurven (Kapitel 5.1) — ein einfaches Hodgkin-Huxley-Modell (Modell 1) als
Summe einer zusatzlich mit einer Inaktivierung gekoppelten HCN-artigen Komponente und
einer aus endogenen Kanalen stammenden Komponente mit oozytenspezifischem Verhaltnis

verwendet.

T1,Hq T,,C<1
HCN-artig: C e—= 0 =1
(Modell I)

T3,H;
endogen:C < 0

Dazu wurden bei Spannungen von —130 bis =150 mV Stréme bei Aktivierungszeiten von 2.000

bis 4.000 ms aufgenommen und auf den lonenstrom am Ende des langsten —150 mV-Pulses
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normiert. Anschliel3end wurden die erhaltenen Kurven gemaR Gleichung (17) global modelliert
(Abbildung 41).

a1 (CEN) D () (1 ()
+B.<1_<e<-<a—:°>>>> 2

Dabei beschreiben die ersten beiden Summanden das HCN-artige Aktivierungs-/
Inaktivierungsverhalten mit der relativen Amplitude A, der Starke der Inaktivierung C, den
Zeitkonstanten 7; und 7, und dem Kooperativitatskoeffizienten H;. Der dritte Summand
beschreibt die spate Aktivierung mit der relativen Amplitude B, der Zeitkonstante 73 und dem
Kooperativitatskoeffizienten H,. Eine genaue Erlduterung dieses Vorgehens findet sich in
Anhang lll. Die Zeitkonstanten und die Starke der Inaktivierung wurden fir alle Aktivierungs-
zeiten innerhalb einer Spannung als konstant angesehen und die Parameter A und B fir jede
Kurve einzeln bestimmt. Die Kooperativitatskoeffizienten wurden zur Reduzierung der Zahl
freier Parameter ebenfalls Uber alle Spannungen und Aktivierungszeiten konstant gehalten,
wodurch die Qualitat der Modellierung aufgrund der nur schwach ausgepragten Spannungs-
abhangigkeit der fur den HCN2wt-Kanal bestimmten Koeffizienten (Abbildung 12) aber kaum

beeinflusst werden sollte.
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Abbildung 41: Représentative Stromkurven (farbig) und Modellierung (schwarz) sowie Fit-Differenz
(oben) der Mutanten G402S (A) und G404S (B).

Da zuvor die Gesamtstrome auf das Ende der starksten Aktivierung normiert worden waren
und das Verhaltnis der beiden Stromkomponenten zwischen den ausgewerteten Oozyten breit
streute, war es nicht mdglich, die komponentenspezifischen Amplituden A und B vergleichend
auszuwerten. Der Anteil des HCN-artigen Stroms wurde tber Gleichung (18) bestimmt und die

fur jede Messung erhaltenen Quotienten gemittelt.
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A

Fuey =—C— (18)
B+7%

Bei beiden Mutanten wurden erwartungsgemal alle kinetischen Parameter mit zunehmender
Hyperpolarisation schneller (Abbildung 42 A-B). Im Vergleich zum HCN2wt-Kanal 6ffnen beide
Mutanten bei gleichen Kooperativitatskoeffizienten etwas langsamer und deutlich spannungs-
abhangiger (vgl. Abbildung 12). Das Mal der Inaktivierung lag bei etwa 75 bis 90 %, der Anteil
des HCN-artigen Stroms ging von uber 65 % bei =130 mV deutlich zurick (Abbildung 42 C),
da erst bei starkerer Hyperpolarisation die Aktivierung der mutmaflichen endogenen Stréme
beginnt. Bei den Zeitkonstanten t; und den Kooperativitdtskoeffizienten H,, die beide die
langsame Aktivierung der endogenen Strome beschreiben, zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede (Abbildung 42 D). Dies deutet darauf hin, dass diese Stromkomponenten von

der konkreten Mutante unabhangig sind.
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Abbildung 42: Parameter der globalen Modellierung. A, B: Zeitkonstanten fiir die Mutanten G402S (A)
bzw. G404S (B). C: Mal3 der Inaktivierung (durchgezogen) bzw. Anteil des HCN-artigen Stroms
(gepunktet). D: Kooperativitdtskoeffizienten H1 und Ha.

Aufgrund der schnelleren Inaktivierung sowie des hdheren Anteils des mutmaflich HCN-
artigen Stroms bei der Mutante G404S konnen die beiden Komponenten hier besser
voneinander abgegrenzt werden als bei der Mutante G402S. Auflerdem kann durch die

starkere Inaktivierung der Mutante G404S die relativ erhdhte Leitfahigkeit im Tailbereich erklart
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werden (Abbildung 35), da diese aus dem Verhaltnis des Stroms wahrend der Reaktivierung
im Tailbereich und wahrend hyperpolarisierender Spannungen bestimmt wird. Der grofere
Einfluss der Pra-Aktivierungsdauer (Abbildung 28, Abbildung 34) auf die Kinetik und die
Amplitude des lonenstroms kann auf den bei der Mutante G402S gréfleren Anteil der

mutmalflich endogenen, langsam 6ffnenden und schliefenden Strome zuriickgefiihrt werden.

5.7.7 Einfluss der Dauer des Haltepotentials

Bei der Untersuchung der beiden Mutanten fiel auRerdem auf, dass sich bei einer Folge von
Aktivierungs-Pulsen die Sichtbarkeit der HCN-artigen Stromanteile verringerte, wenn der
Kanal erst kurz zuvor aktiviert worden war. Bei einem langen Haltepotential zwischen zwei
Aktivierungs-Pulsen war dagegen eine deutliche Abgrenzung der beiden Komponenten
sichtbar (Abbildung 43 A). AuRerdem stieg bei kurzer Wartezeit der Instantanstrom an, was
moglicherweise auf die bereits in Kapitel 5.7.1 beschriebene nicht-vollstandige Schliefung

oder auf einen davon nicht zu unterscheidenden Leckstrom zurtickzufuhren ist.

A /OV
m

60 s 5-60s
Wartezeit 20 mV|
5s

— Kontrolle
—B60s
50s
40s
2 pA I_ 30s
—20s

—10s
—75s —-150 mV —

Abbildung 43: A: G402S: Strom nach verschieden langen Wartezeiten (gefiillte Kreise, Farben
entsprechend Abbildung 44), jeweils getrennt durch einen Puls nach 60 s Wartezeit (in schwarz 1.
Ausgangskurve). Offener Kreis: Strom nach 50 ms; gefiilltes Quadrat: Strom nach 2.000 ms. Aktivierung
bei —150 mV. B: Puls-Protokoll.

Der Einfluss der Dauer des Haltepotentials soll quantitativ mittels Gleichung (19) beschrieben
werden:

L) =I5 (19)
Lo () — Iso ()

It (i)norm.

Dafir wurde ein Protokoll aus mehreren Doppelpulsen, die mit einer variablen Wartezeit i
zwischen 5 und 60 s aufgenommen wurden, verwendet. Zwischen den Doppelpulsen wurde
jeweils eine Wartezeit von 60 s eingelegt (Abbildung 43 B), um so weit wie moglich wieder zu
einem Ausgangszustand zurtckzukehren. Nach Subtraktion des Initial-Stroms bei 50 ms
(offener Kreis) wurde gemafy Gleichung (19) der Strom bei einem Zeitpunkt t (250 bis

1.750 ms; geflllte Kreise) auf den Strom nach 2.000 ms (gefllltes Quadrat) normiert.
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Dabei zeigte sich fur beide Mutanten, dass insbesondere der relative Strom bei frihen
Aktivierungszeitpunkten (250 bis 750 ms) bis zu seinem Maximum bei einem Haltepotential

von 20 s schnell anstieg und danach wieder leicht abnahm (Abbildung 44).

Um zu quantifizieren, ob dieser Effekt auf eine Verschiebung der Anteile der HCN-artigen und
endogenen Stromkomponenten zurickzufihren ist, wurden die Strome mithilfe der bereits fur
die Aktivierungsstrome verwendeten Gleichung (17) global modelliert, wobei lediglich die
Amplituden der beiden Aktivierungs-Komponenten — ausgedriickt durch die Parameter A und

B — als wartezeitabhdngig angenommen, aber alle anderen Parameter fixiert wurden.

Der Anteil des HCN-artigen Stroms Fucv wurde dann gemaf Gleichung (18) bestimmt und
stieg ebenfalls mit zunehmender Wartezeit an (Abbildung 44). Das flr den globalen Fit der
Aktivierungsstrome verwendete Modell kann somit auch die Abhangigkeit der empirisch

gemessenen Stromverhaltnisse von der Dauer des Haltepotentials gut darstellen.

A 1.0 — 1.0 B1.0 — 1.0

—08 o 1750ms
—e— 1.500 ms

L 06 —— 1250 ms

5 -n 1.000 ms
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= | 04 —=— 500 ms
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2= Fuen
— 0.2
W0- T T 17 17 17 00 00— 717171 717 717 717 00
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
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Abbildung 44: Einfluss der Dauer des Haltepotentials fiir die Mutanten G402S (A; n=9) bzw. G404S (B;
n=5). Farbig: Empirisches Verhéltnis der Stréme bei verschiedenen Aktivierungszeitpunkten gemal
Gleichung (19). Schwarz: Modellierter Anteil des HCN-artigen Stroms Fucn geméal3 Gleichung (18) in

Abhéngigkeit von der Wartezeit zwischen zwei Aktivierungspulsen nach einer Aktivierung bei =150 mV.

Insbesondere bei den frihen Aktivierungszeitpunkten fallt der parallele Verlauf der empirisch
bestimmten Stromverhaltnisse und des Fucnv auf. Dieser lasst sich wahrscheinlich darauf
zurtckfiihren, dass bei etwa 750 ms — nach der initialen Aktivierung — die Inaktivierung der
mutmallich HCN-artigen Strome einsetzt, die mutmalilich endogenen Kanéle aufgrund der

langsamen Kinetik (Abbildung 42 A, B) aber noch nur wenig getffnet sind.

Bei sehr langer Wartezeit nahm der Fycy — wie auch die empirisch bestimmten Strom-
verhaltnisse — wieder leicht ab. Die Plateau-Phase nach Haltepotentialen von 20 bis 30 s
kdnnte sich dadurch erklaren lassen, dass nach dieser Zeit die endogenen Kanale soweit
geschlossen sind, dass eine deutliche HCN-Kinetik zu erkennen ist (Abbildung 43 A), diese

Offnung der mutierten HCN-Kanale aber einfacher ablauft als nach Iangeren Haltepotentialen.
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5.7.8 Expressionsbestimmung durch fluoreszenz-markierte Antikorper
Um nachzuweisen, dass die hier gezeigten lonenstréme aus der Oberflachen-Expression der
Mutanten G402S und G404S und nicht aus endogenen Quellen stammen, wurde durch den
molekularbiologischen Einbau von HA-Markierungen zwischen der S3- und der S4-Helix ein
Epitop geschaffen, an das fluoreszenz-markierte Anti-HA-Antikdrper binden kénnen (Hardel et
al., 2008). Durch konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie wurden sowohl fir die beiden
Mutanten G402S-HA und G404S-HA als auch fur den HCN2wt-HA und die Mutante Y403A-
HA die Membranlokalisation nachgewiesen (Abbildung 45 A-D). Negativkontrollen zeigten
erwartungsgemall nur eine unspezifische und daher vernachlassigbare Bindung
(Abbildung 45 E-H).

A

Abbildung 45: LSM-Messungen mit fluoreszenz-markierten Antikérpern. A: G402S-HA. B: Y403A-HA.
C: G404S-HA. D: HCN2wt-HA. E: G402S. F: Y403A. G: G404S. H: HCN2wt. Alle Bilder wurden mit

identischen Einstellungen aufgenommen (siehe Kapitel 4.4).

Um zu zeigen, dass der lonenstrom aus den erfolgreich exprimierten Membranproteinen
resultiert und keine Kombination aus endogenen, nicht fluoreszenz-markierten Chlorid-
Kanalen und exogenen, fluoreszenz-markierten, nichtleitenden HCN-Mutanten vorliegt, wurde

die Stromstarke mit der Lichtausbeute des Fluoreszenz-Signals in Beziehung gesetzt.

Dazu wurden die Oozyten zuerst am LSM vermessen und anschlief3end fir dieselben Oozyten
Spannungsfamilien im Bereich von -120 bis =150 mV aufgenommen (Abbildung 46). Die
Stromkurven der Mutanten wurden nach Gleichung (17) modelliert, wobei der Fit-Parameter A
die Strom-Amplitude der mutmaRlichen HCN-artigen Strome beschreibt. Die Parameter B,

73 und H> wurden nur bei einer deutlich sichtbaren spaten Aktivierungskomponente verwendet.
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vl

— 120 mV

-130 mV
— -140 mV
— 150 mV

Abbildung 46: Reprédsentative Stromkurven (farbig) der Mutanten G402S-HA (A), Y403A-HA (B) und
G404S-HA (C) sowie Modellierung der Aktivierung (schwarz).

Dabei zeigte sich fir die drei Mutanten eine gewisse Korrelation zwischen modellierter
Stromstarke und Fluoreszenz (Abbildung 47 A-C), wahrend flr den sicher beschriebenen
HCN2wit-HA kaum Korrelation festgestellt werden konnte (Abbildung 47 D). Daher ist diese
Methode nur bedingt geeignet, Aussagen uUber den genauen Zusammenhang von Expression
und Strom zu treffen. Die These, die exprimierten mutierten HCN-Kanale seien flr den

gemessenen Strom ursachlich, lasst sich aber auch nicht widerlegen.
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Abbildung 47: Beziehung zwischen modellierter Strom-Amplitude A (bei =140 mV) und Fluoreszenz. A:
G402S-HA. B: Y403A-HA. C: G404S-HA. D: HCN2wt-HA (Modellierung gemé&l3 Gleichung (3)).

Die aus der Modellierung gewonnenen Zeitkonstanten der HA-markierten Mutanten sind
sowohl fur die Aktivierung (tr;, Abbildung 48 A) als auch fur die Inaktivierung (z,,
Abbildung 48 B) niedriger als bei den nicht HA-markierten (vgl. Kapitel 5.7.6). Die Spannungs-
abhangigkeit der Kinetik war dabei aber wesentlich schwacher ausgepragt als ohne HA-
Epitop. Die Inaktivierung lief mit zunehmender Aktivierungsspannung sogar langsamer ab,
erreicht dabei aber eine Starke von nahezu 100 % (Abbildung 48 C) und ist damit starker als
ohne HA-Markierung (vgl. Abbildung 42 D).
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Abbildung 48: Zeitkonstanten t, (A) und t, (B) fiir die HA-markierten Kanéle. Daten sind Mittel-

werte + s.e.m. aus 5 bis 13 Messungen. C: Inaktivierungsmal3 C der HA-markierten Kanéle.

Im Gegensatz dazu 6ffnete der HCN2wt-Kanal mit HA-Markierung signifikant langsamer
(Abbildung 48 A), erst bei etwa 25 mV starkerer Hyperpolarisation (Abbildung 49; Wemhoner
et al., 2012) und mit einer hoheren effektiven Gating-Ladung als ohne HA-Markierung (vgl.
Kapitel 5.1). Diese Unterschiede lassen sich wahrscheinlich durch die Nahe der Einbau-
Position zur S4-Helix erklaren (Priest et al., 2013), weshalb der HA-markierte Kanal flir genaue
funktionelle Charakterisierungen nicht geeignet ist. Zum Nachweis der Membranlokalisation

und Vergleich mit den Mutanten reicht die grobe Funktionalitat jedoch aus.
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Abbildung 49: 1/V-Kurven (A) und V1.2 sowie effektive Gating-Ladung (B) von HCN2wt und HCN2wt-HA.

Bei den elektrophysiologischen Messungen der HA-markierten Mutanten wurde eine grof3e
Streuung der Anteile der mutmallich verschiedenen Strom-Komponenten beobachtet.
Einerseits zeigte sich in den Stromkurven das oben bereits beschriebene Verhalten, das sich
aus der HCN-artigen Aktivierung und Inaktivierung und der spaten Aktivierung der mutmafRlich
endogenen Chlorid-Kanédle zusammensetzt. Andererseits fielen teilweise Oozyten aus den
gleichen Chargen durch ihre Stromkurven auf, die nur eine Kombination aus Aktivierung und

Inaktivierung aufwiesen und keine spate Aktivierungs-Komponente zeigten (Abbildung 50).
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Dennoch war es mdglich, Stromkurven von je drei Oozyten, die aus derselben Charge
stammten und identisch behandelt wurden, deren Stromkomponenten aber trotzdem offen-
sichtlich unterschiedlich stark ausgepragt sind, analog zur obigen globalen Modellierung
mittels Gleichung (17) global zu beschreiben (Abbildung 50). Dabei war nur das Verhaltnis der
HCN-artigen und endogenen Stromkomponenten variabel, alle anderen Parameter wurden
fixiert. Somit ist dieses Phanomen oozytenspezifisch und nicht systematisch von Charge oder
Quelle der vermessenen Oozyten abhangig.

A B
0mV 0mV

-50 mV — -50 mV
-150 mV | |

1s 1s
Abbildung 50: Représentative Stromkurven der Mutanten G402S-HA (A) und Y403A-HA (B) nach einer
Aktivierung bei =150 mV.

Die Stromkurven ohne offensichtliche endogene Stromkomponente wurden anschlie3end in
Hinblick auf die Leitfahigkeit genauer untersucht. Uberraschenderweise stieg die maximale
Leitfahigkeit sowohl wahrend der Aktivierung als auch wahrend der Tailstrom-Phase flr
einzelne Oozyten nicht entsprechend der angelegten Spannung, sondern nahm in Einzelfallen
von —-120 mV zu -140 mV ab und erst danach wieder zu (Abbildung 51 A). Die analog zu
Kapitel 5.7.3 bestimmte relative Leitfahigkeit wahrend der Reaktivierung im Tailstrom-Bereich
war bei diesen Messungen ohne Uberlagerung durch endogene Chlorid-Kanale sogar noch
deutlicher erhéht (Abbildung 51 B).

A 0omv B
-50 mV 5 3.0  _e— HCN2wt-HA —e— G402S-HA
-120 mv B 05| —e Y403A-HA —e— G404S-HA
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jo)]
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500mAl — 40mv 8 7 I I I I
Ts — -150 mV 150 140 130 120

Spannung [mV]
Abbildung 51: A: Représentative Stromkurven des G402S-HA-Kanals mit Aktivierung und Inaktivierung
sowie Reaktivierung im Tailstrom, aber ohne dritte Komponente wéhrend der Aktivierung. B: Normierte

Leitféhigkeit im Tail-Bereich.
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Insgesamt deuten diese Untersuchungen zur Leitfahigkeit stark darauf hin, dass es bei diesen
Zellen moglich war, den reinen — aus Aktivierung und Inaktivierung bestehenden — HCN-
artigen Strom der Mutanten G402S und G404S ohne Kontamination durch endogene Kanale
zu messen. Dafir spricht auRerdem, dass der Verlauf des Stroms in Abbildung 51 A dem
ahnelt, was in Abbildung 39 (Kapitel 5.7.5) durch die Applikation von Cs™ blockiert wird bzw.
nach GdLaBa-Block Gbrigbleibt, wodurch die HCN-artige Komponente ermittelt wurde.

Durch die Kombination aus Expressionsuntersuchung mittels fluoreszenzmarkierter Antikérper
sowie Strom-Charakterisierung durch elektrophysiologische Untersuchungen konnte die
Oberflachen-Expression der mutierten HCN-Kanale belegt werden. Die Korrelation zwischen
Lichtintensitat und Stromstarke war dabei nur maRig ausgepragt, da unter anderem der Anteil
der Oberflache, der bei einem konfokalen Schnitt betrachtet wird, vom Durchmesser der
Oozyte abhangt. Somit ist diese Methode als Mal} der Expression eines lonenkanals weniger
gut geeignet als z.B. ein quantitatives ELISA-Assay, jedoch ausreichend, um die Membran-

lokalisation der mutierten Kanale zu belegen.
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6.1 Bestimmung von makroskopischen Gating-Parametern

Bei vielen rhythmisch ablaufenden physiologischen Prozessen spielen durch HCN-Kanale
hervorgerufene Schrittmacherstrome eine entscheidende Rolle. Das native Verhalten des in
dieser Arbeit untersuchten mHCN2wit-Kanals wurde in der Literatur bereits haufig mithilfe der
Patch-Clamp- oder der TEVC-Technik beschrieben, wobei eine Messung von Gating-Stromen
bisher nicht méglich war. Daher sollte in dieser Arbeit versucht werden, den HCN2wt-Kanal
mithilfe der Cut-Open-Technik zu charakterisieren und Gating-Stréme zu messen, um das
Schaltverhalten des Kanals genauer zu analysieren. Zur Validierung dieser Methode wurden

die makroskopischen Gating-Parameter zusatzlich mit der Patch-Clamp-Technik bestimmt.

Dabei zeigten sich im Vergleich zur Applikation sattigender cAMP-Konzentration am
exzidierten Patch bei der V3, und der Aktivierungskinetik nur geringe Abweichungen zwischen
den beiden Messmethoden, wobei die Aktivierungskinetik stets spannungsabhéangig war
(Abbildung 10-12). Der cAMP-freie HCN-Kanal zeigte erwartungsgemal eine erschwerte
Aktivierung.

Die Deaktivierung verlief bei Patch-Clamp- entsprechend deutlich schneller als bei Cut-Open-
Messungen (Abbildung 12 B). Der Einfluss der cAMP-Konzentration war dabei Giberraschend
gering und ist daher fir die unter Cut-Open-Bedingungen deutlich langsamere Deaktivierung
nicht allein verantwortlich. Die Deaktivierungskinetik war dabei unabhangig von der
vorhergehenden Aktivierungsspannung. Am Cut-Open-Setup konnte jedoch die bereits von
Hummert et al. (2018) unter Patch-Clamp-Bedingungen beschriebene Abhangigkeit von der

deaktivierenden Tailspannung gezeigt werden (Abbildung 13).

Auch bei der Bestimmung der effektiven Gating-Ladung aus dem Boltzmann-Fit der I/V-Kurven
zeigten sich grofle Unterschiede zwischen Ganzzell- und Patch-Clamp-Messungen
(Tabelle 6). Ein Einfluss von cAMP war dabei im Gegensatz zu bisherigen Hidden-Markov-
Modellierungen (Hummert et al., 2018) nicht zu beobachten (Abbildung 11 B), was aber unter
Umstanden auf die dort angesprochenen Schwachen einer Ermittlung der Gating-Ladung aus

Boltzmann-Modellierungen zurtickzufuhren sein kann.

Bei Cut-Open-Messungen konnte zusatzlich mithilfe der ,initial-slope“-Methode (Noceti et al.,
1996) eine vergleichbar grolle effektive Gating-Ladung ermittelt werden (Abbildung 16 B). Mit
zunehmender Rampendauer naherte sich der Wert dabei der aus Steady-State-Messungen
ermittelten Gating-Ladung an, bei noch langeren Messungen ware damit eine Koharenz der

beiden Methoden zu erwarten.
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6.2 Messung von Gating-Stromen
Tabelle 6: Méglichkeiten zur Bestimmung der effektiven Gating-Ladung des HCN2wt-Kanals unter
verschiedenen Messbedingungen. In der Arbeit von Hummert et al. (2018) wurden neben dem

Boltzmann-Fit der I/V-Kurve (*) auch globale ,Hidden-Markov“-Modellierungen (**) verwendet.

Setup I/V-Kurve Initial-slope
25 20-24
(Kapitel 5.2.1) (Kapitel 5.2.2)
3,6
(Kapitel 5.2.1)
1,8
(Magee et al., 2015)
+ cAMP - cAMP —
7,3 6,7
Patch-Clamp (Kapitel 5.2.1)

4,9* bzw. 5,1**; 4,8 5,1* bzw. 8,1**; 4,6
(Hummert et al., 2018; Alvarez-Baron et al., 2018)

Cut-Open

TEVC

Insgesamt zeigt sich, dass die am Cut-Open-Setup gewonnenen Daten den HCN2wt-Kanal
ebenfalls qualitativ gut beschreiben. Die Unterschiede zu Patch-Clamp-Messungen lassen
sich aber insbesondere bei der Deaktivierungskinetik und der effektiven Gating-Ladung nicht
allein auf die cAMP-Konzentration zurtickfihren. Vielmehr kénnen auch PI(4,5)P. (Zolles et
al., 2006) oder andere bisher nicht identifizierte, intrazellulare Modulatoren eine Rolle spielen,
die wahrend der 3,5-minltigen Wartezeit nach Exzision des Patches, um den ,Rundown®
abzuwarten (Hummert et al., 2018), entfernt werden, in nativen Oozyten jedoch stets — wenn

auch in variabler Konzentration — vorhanden sind.

6.2 Messung von Gating-Stromen

6.2.1 Methoden zur Messung von Gating-Stromen
Die effektive Gating-Ladung, die aus der Boltzmann-Beschreibung von I/V-Kurven oder mit
der ,initial-slope“-Methode bestimmt werden kann, liefert einen ersten Anhaltspunkt bei der
Charakterisierung eines lonenkanals und beschreibt den Anteil, der notwendig ist, um die
Offnung bzw. das SchlieBen des Kanals zu initieren (Sigg und Bezanilla, 1997). Die reale
Gating-Ladung, die bei der Bewegung der S4-Helices durch die Membran und damit durch
das elektrische Feld verschoben wird, kann jedoch insbesondere bei mehrstufigen Gating-
Prozessen deutlich groRer sein und nicht mehr mit der Boltzmann-Beschreibung erfasst
werden, da diese nur bei Zwei-Zustands-Systemen und Erreichen eines Gleichgewichts-

zustandes exakt ist.

Fir die Bestimmung der gesamten Gating-Ladung muissen die die Aktivierung initial

begleitenden Gating-Strome gemessen werden. Das Integral dieser Strdme beschreibt die
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Gating-Ladung einer ganzen Oozyte und wird daher noch in Bezug auf die Anzahl der
exprimierten lonenkanéle gesetzt, um die reale Gating-Ladung pro Kanal zu erhalten. Dabei
ist aufgrund der verhaltnismallig geringen Zahl an lonenkanélen pro Patch eine Ganzzell-

Messung notwendig.

Daher wurde in dieser Arbeit versucht, die Gating-Strome am Cut-Open-Setup zu messen.
Dazu wurde mithilfe verschiedener Ansatze am intakten HCN2wt-Kanal versucht, den lonen-
strom komplett zu eliminieren, sodass nur noch der Gating-Strom sichtbar sein sollte. Mithilfe
externer Blocker wie Cs* oder NMDG konnte der lonenstrom zwar auf etwa 1 bis 2 % des
Ausgangsstroms reduziert werden (Abbildung 18-19), fur die Messung von Gating-Strémen
reichten diese Bedingungen allerdings nicht aus (vgl. Simulation von Gating-Stromen in
Abbildung 17). Die Anwendung des organischen Blockers ZD7288 war ebenfalls nicht

erfolgreich.

Durch Messungen nahe dem Umkehrpotential wurden dagegen Strdme gemessen, die konsis-
tent zu den Erwartungen an HCN-Gating-Strome waren (Kapitel 5.5). Die aus dem Integral
dieser potentiellen Gating-Stréme erhaltene Gating-Ladung lag bei maximal 10 £6 ey
(Abbildung 23 B).

Da fiir diese anspruchsvollen Messungen eine sehr hohe Expression nétig ist, die nur sehr
selten erreicht wurde, und das Signal-Rausch-Verhaltnis trotzdem relativ niedrig war, konnte
keine zuverlassige statistische Auswertung durchgefiihrt werden. Aufgrund der unter TEVC-
Bedingungen deutlich gréfReren kapazitiven Strome konnten diese Stréme auflierdem nur mit

der hier angewandten Cut-Open-Methode gemessen werden.

Tabelle 7: Mdglichkeiten zur Bestimmung der effektiven oder realen Gating-Ladung pro tetramerem

Kanal. Wenn nicht anders angegeben, wurde diese am Cut-Open-Setup bestimmt.

effektiv real
Kanal —
I/V-Kurve Initial-slope Q/V-Kurve Abs. Ladung Q
2,5 20-24 1,6 10+6
HCN2
(Kapitel 5.2.1) (Kapitel 5.2.2) (Kapitel 5.5) (Kapitel 5.5)
2,2 — 1,2-1,9 —
SpHCN . Mannikko et al., 2002);
(Shin et al., 2004) - Patch (RylE und Yellen, 2012) - Detch
3,2 12,8 2,5 13,6
Shaker . ,
(Y'f"a;gouzr;d_“ﬁ‘;\'fé””"”' (Noceti et al., 1996) (Perozo et al., 1993) (Noceti et al., 1996)
— 7-9 — 9-15
Ca,
(Noceti et al., 1996) (Noceti et al., 1996)

Aus der Steigung der Q/V-Kurve wurde anschlieRend eine effektive Gating-Ladung von 1,6 eo
erhalten. Auch fur den spHCN-Kanal wurde durch den Boltzmann-Fit der durch Cut-Open-

Messungen erhaltenen Q/V-Kurve eine effektive Gating-Ladung bestimmt, die mit 1,9 £ 0,1 eo
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in diesem GroRenbereich liegt (Mannikké et al., 2002). Durch Cystein-Einbau und
Cd?*-Bindung wurden am spHCN-Kanal Gating-Strome im ,Lock-open“- bzw. im ,Lock-
closed“-Zustand gemessen, deren Spannungsabhangigkeit durch Boltzmann-Fits mit
effektiven Gating-Ladungen im Bereich von 1,2 bis 1,6 eo beschrieben werden konnten (Ryu
und Yellen, 2012). Ebenso liegt die analog flr den Shaker-W434F-Kanal bestimmte effektive
Gating-Ladung nur bei Werten um 2,5 e (Perozo et al., 1993), wahrend die kanalspezifische
Gating-Ladung, die aus dem Verhaltnis der gesamten Gating-Ladung und der durch
Rauschanalyse ermittelten Zahl an Kanalen bestimmt wurde, mit etwa 10 bis 12 eo deutlich
hoher liegt (Noceti et al., 1996).

Die in dieser Arbeit erhaltenen Werte bestatigen damit die zuvor in der Literatur publizierten
Gating-Ladungen sowohl flir die effektive als auch die reale Gating-Ladung an struktur-

ahnlichen Kanalen (Tabelle 7).

6.2.2 Kinetik der Gating-Strome

Die durch Messungen nahe dem Umkehrpotential erhaltenen potentiellen Deaktivierungs-
Gating-Strome verliefen mit Zeitkonstanten von 3 bis 4 ms (Abbildung 22, Abbildung 23 A) und
hatten eine Amplitude von maximal etwa 1 %o des lonenstroms, weshalb sie unter Block durch
Cs* oder NMDG nicht detektiert werden konnten.

Im Gegensatz zu diesen Gating-Stromen wurden von Hummert et al. (2018) durch die
Modellierung von Patch-Clamp-Messungen Gating-Stréome simuliert, die wahrend der
Deaktivierung aus einer Kombination einer sehr schnellen (im Bereich von unter 1 ms) und
einer langsameren (im Bereich von 30 ms) Komponente bestanden. Unter Cut-Open-
Bedingungen koénnte eine entsprechend langsame Komponente trotz des besseren Signal-
Rausch-Verhaltnisses nicht detektiert werden, wahrend die schnelle Komponente — aufgrund
des hohen Einflusses von cAMP und der daraus resultierenden Variabilitat bei nicht exakter
Kontrolle der intrazellularen cAMP-Konzentration — nicht von den theoretisch linear ver-

laufenden kapazitiven Spitzen zu unterscheiden ware.

Aufgrund der bereits beschriebenen Unterschiede zwischen Patch-Clamp- und Cut-Open-
Messungen sowie den negativeren Depolarisationsspannungen, unter denen die Tailstrome
gemessen bzw. Gating-Stréme simuliert wurden (Hummert et al., 2018), ist die Ubertragbarkeit

der simulierten Gating-Strédme jedoch nicht unbedingt gegeben.

Im Vergleich zu den lonenstromen, deren Zeitkonstanten um den Faktor 100 langsamer waren
(Abbildung 12 A-B), und den Gating- bzw. lonenstromen strukturanaloger Kanale (Tabelle 4)
ist die Kinetik der Gating-Stréme sehr schnell, wobei der kiirzlich publizierte HCNL1-Kanal ein
vergleichbares Verhaltnis von Gating- und lonenstrom zeigt (Wobig et al., 2020; Wolfenstetter,
2020). Auch aus der in einer Cd-stabilisierten Kryo-EM-Struktur des hHCN1wt-Kanals (Lee
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und MacKinnon, 2019) sichtbaren Aktivierung der S4-Helix in einem metastabilen Zustand
ohne Anzeichen einer Offnung des Kanals l3sst sich ableiten, dass der eigentlichen Offnung
des Kanals — fur die letztlich die Bewegungen der S5- und S6-Helices geschwindigkeits-

bestimmend sind — ein schnelles Gating als eigenstandiger Schritt vorausgehen kann.

Alternativ zur elektrophysiologischen Messung als Gating-Strom konnte die Bewegung der S4-
Helix des spHCN-Kanals mithilfe der unnatlirlichen Aminosdure Anap fluorometrisch
gemessen werden (Dai et al., 2019), wobei eine zeitliche Differenzierung zwischen der Bewe-
gung der S4-Helix und der Kanaldffnung aufgrund der niedrigen Frequenz der fluoro-

metrischen Messung nicht mdglich war.

Auch an einem weitgehend cysteinfreien R300C-mutierten und TMRM-markierten HCN2-
Kanal (van Slyke et al., 2010) wurde mithilfe von VCF-Messungen die Bewegung der S4-Helix
bei der Aktivierung und Deaktivierung beobachtet (Magee et al., 2017). Die Zeitkonstante des
Fluoreszenz-Signals wahrend der Deaktivierung lag dabei bei Springen von -130 mV zu
+20 mV bei 126 ms, wahrend die gewichtete Zeitkonstante der Deaktivierung des lonenstroms
bei 612 ms lag. Das Fluoreszenz-Signal ist damit im Vergleich mit den in dieser Arbeit
gemessenen Gating-Stromen Uberraschend langsam, geht dem lonenstrom aber erwartungs-
gemal immer noch voraus. Allerdings lag die dabei beobachtete Vi, mit =120 mV bei einer
deutlich negativeren Spannung als die zuvor publizierten —84,9 mV (Magee et al., 2015) des

nicht-fluoreszenz-markierten HCN2wt-Kanals.

Vergleichbare Diskrepanzen finden sich zwischen in dieser Arbeit gemessenen HA-
markiertem und wi-Kanal (Abbildung 49) sowie zwischen den fir den spHCNwt- und den
spHCN-R332C-Alexa-488-Kanal publizierten Halb-Maximal-Spannungen (Bruening-Wright et
al., 2007). AuRRerdem verlaufen sowohl Strom als auch Fluoreszenz-Signal des TMRM-
markierten HCN2-Kanals langsamer als der lonenstrom des HCN2wt-Kanals (Magee et al.,
2015), weshalb die Schlussfolgerung naheliegt, dass die molekularbiologischen Modifi-
kationen und die TMRM-Markierung einen zu grofen Einfluss auf die Bewegung des
Spannungssensors haben und auch die damit beobachtete langsame Bewegung der S4-Helix

nicht reprasentativ fur das Verhalten des wt-Kanals ist.

6.2.3 Vi2 der Gating-Strome

Die V1. der wahrend der Deaktivierung des HCN2wi{-Kanals gemessenen Gating-Strome lag
bei-107,6 £ 1,6 mV (Abbildung 23). Dieser Wert wurde zwar bei der Deaktivierung gemessen,
die identische Ladung muss aber zuvor bei der Aktivierung bewegt worden sein, womit die V1.
auch das Aktivierungs-Gating beschreibt. Im Vergleich dazu liegt die Halb-Maximal-Spannung

des lonenstroms aber bereits bei -98,2 + 1,9 mV (Abbildung 11), was einen scheinbaren
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Widerspruch darstellt, da der lonenstrom eine weniger negative Halb-Maximal-Spannung als

der Gating-Prozess hat.

Vergleichbare Unterschiede zwischen den Halb-Maximal-Spannungen des Gating- und des
Kanal6ffnungs-Prozesses wurden aber auch bei VCF-Messungen beobachtet. So lag die V12
der Fluoreszenz-Kurve eines S4-Anap-markierten spHCN-Kanals etwa 15 mV negativer als
die der I/V-Kurve (Dai et al., 2019). Auch bei spHCN-Kanalen, die in der Nahe der Pore Cys-
mutiert (Rothberg et al., 2003) und durch intrazellulare Cd?*-Applikation blockiert wurden,
wurden fir die Q/V-Kurve negativere Werte als bei der entsprechenden I/V-Kurve beobachtet
(Ryu und Yellen, 2012). Bei einer Alexa-Dye-Markierung an der S4-Helix lag die V1, der F/V-
Kurve dagegen positiver als die der I/V-Kurve (Bruening-Wright et al., 2007).

Diese teils widerspriichlichen Ergebnisse kdnnen beispielsweise durch eine geringe
Spannungsabhangigkeit der Gating- und Aktivierungsprozesse erklart werden, wodurch beide
Prozesse tendenziell unabhangig voneinander ablaufen (Ryu und Yellen, 2012). Dazu passen
sowohl die — im Vergleich zu den strukturell 8hnlichen Shaker- und Cay-Kanalen — geringere
effektive Gating-Ladung von etwa 2,5 eo als auch der deutliche kinetische Unterschied
zwischen Off-Gating und Schlielen des Kanals. Zusatzlich kénnte auch die (Teil-)Bewegung
von nur einer S4-Helix ausreichend sein, um die Offnung zu initiieren, wahrend der GroRteil

der Gating-Bewegung erst bei starkerer Hyperpolarisation ablauft (Dai et al., 2019).

Die gesamte Gating-Ladung muss der Entwicklung des lonenstroms Uber die Spannung
demnach nicht unbedingt vorausgehen, oft kann sogar eine Teilbewegung der Gating-
Ladungen nach der Offnung beobachtet werden, wodurch der hier beobachtete scheinbare

Widerspruch aufgeldst werden kann.

6.3 Modelle

Das Gating-Verhalten des HCN2wit-Kanals wurde in dieser Arbeit unter Nutzung von Hodgkin-
Huxley-artigen Funktionen (Hodgkin und Huxley, 1952) beschrieben. Diese Darstellung lasst
allerdings keine exakten Riickschliisse auf das Gating-Verhalten zu, da insbesondere die sig-

moiden Anfangsbereiche der Aktivierung so nur maRig beschrieben werden kénnen.

Alternativ zu dieser einfachen Hodgkin-Huxley-Formulierung wurden zur Beschreibung des
Gatings der HCN-Kanale in der Vergangenheit viele verschiedene Modelle publiziert. Das
erste Modell, das nicht auf einer reinen Hodgkin-Huxley-artigen Beschreibung der Aktivierung
mithilfe Gleichung (3) basierte, wurde 2001 von Altomare et al. vorgestellt. Dabei wurde ein
10-Zustands-Modell mit je 5 geschlossenen und offenen Zustdnden angenommen, die sich in
der Zahl der ,aktivierten® Spannungssensoren unterschieden. Zwischen den spannungs-

abhangigen Ubergangen von Co bis C4 wurden (auch aus technischen Griinden) konstante
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Kooperativitaten angenommen, wahrend die Offnung des HCN-Kanals nach Aktivierung aller

S4-Helices als spannungsunabhangig beschrieben wurde.

2005 wurde das 10-Zustand-Altomare-Modell von Mannikko et al. durch den sogenannten
.Mode Shift* erweitert, bei dem eine dort postulierte spate S4-Bewegung eine zweite Ebene
von Zustanden hervorruft. Dadurch kénnen vor allem Phanomene wie Hysterese und Prapuls-

Abhangigkeit der Aktivierungs- und Deaktivierungskinetiken besser beschrieben werden.

Im Gegensatz zu diesen beiden Modellen, die den Einfluss von cAMP nicht genauer unter-
suchten, wurde 2018 von Hummert et al. mit Hidden-Markov-Modellen ein Modell entwickelt,
das das Gating des HCN2wt-Kanals mit lediglich 6 bzw. 7 Zustdnden ohne bzw. mit cAMP
beschreibt. Zusatzlich zu 3 offenen Zustanden (Og bis O2) wurden 4 geschlossene Zustande
definiert (Co-Cz), von denen einer (C+1*) nur unter cAMP-Applikation zuganglich ist. Die beiden
Teilschritte Co-C4 und C4-C lassen sich dabei nicht auf die Aktion einzelner Spannungs-
sensoren zurlckfiihren, sondern vielmehr auf zwei Teilschritte aller vier S4-Helices. Der erste
Teilschritt ist dabei cAMP-unabhéngig und erdffnet die Mdglichkeit, den transienten C'-
Zustand zu besetzen. Die Bindung von cAMP und die daraus resultierende Rotation des
Gating-Rings (Lee und MacKinnon, 2017) reduzieren dann die effektive Gating-Ladung des
zweiten Teilschritts und verschieben sowohl kinetische Parameter als auch die Vi, der

spannungsabhangigen Aktivierung.

Als Alternative zu diesen mit Stromdaten von Sauger-HCN-Kanalen entwickelten Modellen
publizierten Bruening-Wright et al. 2007 eine Beschreibung des spHCN-Kanals. Dazu wurde
mit aus VCF-Messungen erhaltenen Fluoreszenz- und Stromkurven ein Modell entwickelt,
nach dem die nicht-kooperative, aber spannungsabhangige Bewegung von genau zwei S4-
Helices ausreicht, um den Kanal anschlieend (spannungsunabhangig) zu 6ffnen. Damit
kénnte auch durch diese Beschreibung die niedrige effektive Gating-Ladung des HCN2wt-

Kanals unter Ganzzell-Bedingungen erklart werden.

Durch diese ausflihrlichen Modelle kénnen sowohl der spHCN- als auch die Sauger-HCN-
Kanale wesentlich detaillierter beschrieben werden als durch das in dieser Arbeit verwendete
Hodgkin-Huxley-Modell. Zum Vergleich der verschiedenen elektrophysiologischen Mess-
methoden sowie der kinetischen Parameter des wi-Kanals und der Porenmutanten ist diese
einfache modellhafte Beschreibung jedoch ausreichend und besser geeignet als z. B. die rein
empirische Halb-Aktivierungszeit t;> oder eine exponentielle Beschreibung der Aktivierung

nach dem sigmoiden Anfangsbereich.
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6.4 Mutationen am mutmaRBlichen Selektivitatsfilter

Aufgrund der literaturbeschriebenen Mutationen in der Porenregion strukturell verwandter
spannungsabhangiger Kationenkanale, die zu konstant offenen bzw. geschlossenen Kanalen
fuhrten (Kubisch et al., 1999; So et al., 2001; Wimmers et al., 2001; Mannikkd et al., 2002;
Macri et al., 2002; Tomczak und Stihmer, 2015), wurde in dieser Arbeit versucht, durch
Mutationen aulerhalb des Selektivitatsfilters (A407Y, QAFY, Kapitel 5.6) bzw. direkt im
Selektivitatsfilter (G402S, Y403A, Y403S, G404S, Kapitel 5.6 bis 5.7) HCN2-Mutanten zu
erzeugen, die keinerlei Offnen oder SchlieRen des Kanals, sondern nur die als Gating-Strom
messbare Bewegung der S4-Helix zeigen sollten. Entgegen den Erwartungen wiesen dabei
jedoch alle Mutanten verschiedene lonenstrome auf, was sich mit der nach der Durchfiihrung
der Experimente publizierten Kryo-EM-Struktur (Lee und MacKinnon, 2017) erklaren Iasst, die
den gegenlber strukturanalogen Kationenkanalen anders orientierten Selektivitatsfilter zeigt

(Abbildung 4), der verhindert, dass die Mutationen den lonenstrom eliminieren kénnen.

Das Auftreten eines lonenstroms im Falle der Mutante G404S steht dabei im Widerspruch zu
einer vorherigen Publikation, in der nur ein Instantan- bzw. Leckstrom, aber keine Aktivierung
beschrieben wurde (Macri et al., 2002). Dies konnte allerdings auf das Expressionssystem
zurtckzufihren sein, da fir die dort verwendeten CHO-Zellen kaum endogene Kanale
beschrieben wurden. Im Gegensatz dazu finden sich in den in dieser Arbeit verwendeten
Xenopus-Oozyten verschiedenste endogene Kanale (Weber, 1999a; Weber, 1999b; Kuruma
et al., 2000), deren Expression die Membranlokalisation der Porenmutanten unterstiitzen kann
(Terhag et al., 2010).

Bei den beiden in dieser Arbeit genauer charakterisierten Porenmutanten G402S und G404S
konnte wahrend der Applikation hyperpolarisierender Spannungen eine Kombination aus
Aktivierung, Inaktivierung und langsamer Aktivierung beobachtet werden, wobei keine
Sattigung der I/V-Kurve festgestellt werden konnte (Abbildung 29 A). Ein vergleichbares
Verhalten ohne sattigende I/V-Kurve wurde fiir Mutationen des der Pore direkt benachbarten
LCI-Motivs publiziert (Hernandez et al., 2020). Die ersten beiden Komponenten liefsen sich
dabei auf die mutierten HCN-Kanale zurlckfiihren, wahrend dem Auftreten der spaten,
langsamen Aktivierung endogene Chlorid-Kanale zugrunde liegen. Durch HA-Markierung und
Bindung an spezifische Antikdrper konnte die Membranlokalisation der mutierten HCN-Kanale
belegt werden (Abbildung 45).

Die Differenzierung der Komponenten erfolgte dabei z. B. durch die Applikation spezifischer
Blocker-Lésungen. Die ersten beiden Komponenten wurden durch die Applikation von Cs*
blockiert und weisen damit HCN-artige Eigenschaften auf (Santoro et al., 1998), wahrend die

spate Aktivierung reversibel durch die Kombination aus Gd**, La®*" und Ba?* (Vemana et al.,
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2008) reduziert werden konnte (Abbildung 39), weshalb es sich hier um endogene Chlorid-
Kanale handeln sollte (Kuruma et al., 2000; Terhag et al., 2010).

Zusatzlich wurden bei langsamen Spannungsrampen zwei unterscheidbare Leitfahigkeiten
beobachtet, wobei die erste analog zum HCN2wt-Kanal bei etwa -90 mV, die zweite aber erst
bei etwa -125mV auftrat (Abbildung 31). Dies stimmt mit den Beobachtungen aus
Spannungsfamilien Uberein, die eine Aktivierung der endogenen Kandle ebenfalls ab etwa
-120 bis =130 mV belegten (Abbildung 27; Kowdley et al., 1994).

Aulerdem zeigten die Tailstrome eine starke Reaktivierung (Abbildung 34 C-D), d.h., dass
vorher eine Inaktivierung stattgefunden haben muss und die spate Aktivierung durch eine
unabhangige Leitfahigkeit hervorgerufen wird. Diese Reaktivierung der HCN-artigen Kompo-
nente ahnelt dabei strukturell den ,resurgenten Strdmen®, die unter speziellen Umstanden bei
den schnell inaktivierenden Nay-Kanalen (Raman und Bean, 1997; Cannon und Bean, 2010;
Lewis und Raman, 2014; Thull et al., 2020), aber auch bei Chimaren aus dem HCN1- und dem
Kv10.1-Kanal (Cowgill et al., 2018) beobachtet werden kénnen.

Auch die Modellierung des Tailstroms in Kapitel 5.7.4 basiert auf der Annahme zweier
unabhangiger Komponenten und besteht aus der Kombination eines HCN-artigen Strom-
anteils, der eine Reaktivierung und einen Teil der Deaktivierung beschreiben soll, und eines
Stromanteils der endogenen Kanale, durch den der restliche Anteil der Deaktivierung
charakterisiert werden soll (Abbildung 36). Dabei wurde gezeigt, dass mit zunehmender Akti-
vierungsdauer der Anteil langsam 6ffnender endogener Kanale steigt und dadurch die Deakti-
vierung stark verlangsamt und damit schwacher wird (Abbildung 37). Die Geschwindigkeit der
Reaktivierung der HCN-artigen Komponente blieb jedoch konstant, womit deren Unabhangig-

keit von der Dauer der Aktivierung belegt werden kann.

Als weiteres Phanomen wurde aulRerdem beobachtet, dass bei kurzen Recovery-Perioden
keine optische Unterscheidung der beiden Strom-Komponenten mdglich war und gleichzeitig
groflere Instantanstrome gemessen wurden (Abbildung 43). Sowohl in der Modellierung der
Aktivierungsstrome als auch in der empirischen Differenzierung konnte gezeigt werden, dass
bei sehr kurzen Haltepotentialen der Anteil der HCN-artigen Stréme sehr gering ist und somit
hauptsachlich endogene Strome sichtbar sind (Abbildung 44). Gleichzeitig schliefen die

endogenen Kanale bei kurzer Pause nicht komplett und erhéhen somit den Instantanstrom.

Diese vielfaltigen Auswertungen belegen die parallele Expression von mutierten HCN-Kanalen
und endogenen Chlorid-Kanalen, insgesamt zeigte sich aber zwischen den einzelnen Oozyten
eine grolRe unsystematische Varianz, wie stark die beiden verschiedenen Strom-Komponenten
ausgepragt waren. Insbesondere bei den HA-markierten Mutanten wurden sogar Oozyten
vermessen, die nur den Strom durch die mutierten HCN-Kanéle, aber keinen Strom durch

endogene Kanale zeigten (Abbildung 50, Abbildung 46). Bei diesen Messungen war die
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relative Tail-Leitfahigkeit sogar noch héher (Abbildung 51), was belegt, dass es sich hierbei

um eine Reaktivierung wahrend der Depolarisation handelt.

Gleichzeitig zeigten sogar Cut-Open-Messungen nicht-injizierter und auch HCN4wt-injizierter
Oozyten eine spate Aktivierungskomponente (Abbildung 52), die auf die Expression endo-
gener Kanale zurtuckzufuhren ist. Dieses Verhalten konnte teilweise auch bei TEVC- und Cut-
Open-Messungen, allerdings nicht bei Patch-Clamp-Messungen des HCN2wi{-Kanals beo-
bachtet werden (Magee et al., 2015; Abbildung 9). Das Auftreten endogener Kanale und die
damit verbundene spate Aktivierung ist demnach keine Eigenheit der Porenmutanten, sondern
tritt regelmaRig bei Ganzzell-Messungen von Xenopus laevis-Oozyten auf (Weber, 1999a;
Terhag et al., 2010; Kuruma et al., 2000). Die fehlende Beobachtung endogener Strdme bei
Patch-Clamp-Messungen lasst sich wahrscheinlich darauf zurlickfihren, dass das Auftreten

dieser Strome den Patch instabil werden oder gar rei3en lasst.

A 0mV B 0mV
-50 mV -50 mV ‘ [
150 mV -150 mV ‘

5|.IA| 2PA|_
2s
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Abbildung 52: A: Endogene Kandéle bei nicht-injizierten Oozyten. B: Messung endogener Kanéle bei
Injektion von HCN4wt-mRNA.

Insgesamt konnten auch mithilfe der Porenmutationen keine Gating-Strome gemessen
werden, da weiter lonenstrome vorhanden waren. Das dreiphasige Verhalten der beiden
Mutanten G402S und G404S war allerdings auffallig und wurde daher genauer untersucht, um
zum besseren Verstandnis der Aktivierung des HCN2-Kanals und der Funktion des

Selektivitatsfilters beizutragen.

Die fir die Porenmutanten spezifische Kombination aus Inaktivierung und Reaktivierung kann
dabei moglicherweise durch den aus homologen HCN-Kanalen bekannten ,Mode Shift"
(Mannikko et al., 2005) erklart werden. Als mechanistische Erklarung fur diesen Effekt wird
eine spate Bewegung der S4-Helix postuliert, die nach der Ubertragung der Aktivierung auf
die Pore in einen relaxierten Zustand verschoben wird (Jensen et al., 2012; Bruening-Wright
und Larsson, 2007; Villalba-Galea et al., 2008). Dabei l6st diese spate S4-Bewegung in Ky-
Kanalen (Barghaan und Bahring, 2009; Kalstrup und Blunck, 2018) eine C-Typ-Inaktivierung
aus (Hoshi und Armstrong, 2013), die bei fehlender cAMP-Applikation &hnlich auch bei
spHCN-Kanalen beobachtet werden kann (Shin et al., 2004).
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6.4 Mutationen am mutmalilichen Selektivitatsfilter
Eine solche Inaktivierung wurde bei HCN2wt-Kanalen bisher nicht beobachtet, allerdings bleibt
offen, ob die spate S4-Bewegung ablauft und lediglich keinen Einfluss auf die Pore hat oder
ob sie exklusiv bei den hier vorgestellten Mutanten stattfindet und damit eine C-Typ-analoge

Inaktivierung hervorruft.

Die Reaktivierung der Porenmutanten koénnte dadurch erklart werden, dass dieser
inaktivierende Einfluss der relaxierten S4-Helix im Zuge des Off-Gatings aufgehoben wird. Da
die bei Spannungen nahe des Umkehrpotentials gemessenen potentiellen Gating-Strdme des
HCN2wit-Kanals mit Zeitkonstanten von etwa 3 bis 4 ms verlaufen (Abbildung 23 A), kann das
Off-Gating dabei durchaus fir die Reaktivierung der Porenmutanten mit Zeitkonstanten von
etwa 20 bis 50 ms (Abbildung 37 A-B) verantwortlich sein.

Fir den Einfluss sowohl der Porenregion als auch der S4-Helix auf die C-Typ-Inaktivierung
spricht die rdumliche Nahe der extrazellularen Enden von S4- und S5-Helix sowie des P-
Loops, Uber den am Shaker-Kanal die C-Typ-Inaktivierung vermittelt wird (Carvalho-de-Souza
und Bezanilla, 2019). Fir die Untersuchung dieser Fragestellung wére z. B. eine Fluoreszenz-
Markierung der S4-Helix zielfihrend, woflr allerdings weitgehend cysteinfreie Mutanten oder

der Einbau der unnatirlichen Aminosaure Anap notwendig waren.

Zur weiteren Untersuchung des Schaltverhaltens des HCN2wi{-Kanals sowie der Rolle des
Selektivitatsfilters ware neben der hier nicht untersuchten AAA-Mutation (Xue et al., 2002)
auch eine Chimarisierung mit dem drHCNL1-Kanal denkbar, dessen zentrale Pore durch die

kaum konservierte Aminosauren-Sequenz keine Kationen leitet (Wobig et al., 2020).
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7. Schlussfolgerungen

(1)

(2)

3)

(4)

S)

(6)

(7)

(8)

9)

Mithilfe der Cut-Open-Voltage-Clamp-Technik kénnen lonenstrome des HCN2wt-
Kanals zusatzlich zur Patch-Clamp-Technik ebenfalls plausibel gemessen werden.
Gegenuber Patch-Clamp-Messungen mit Applikation von 10 uM cAMP fallt auf,
dass die Aktivierung mit vergleichbarer Vi und Kinetik ablauft, wahrend die
effektive Gating-Ladung am Cut-Open-Setup deutlich niedriger ist und die
Deaktivierung deutlich langsamer ablauft.

Die effektive Gating-Ladung konnte neben der Boltzmann-Beschreibung der I/V-
Kurve auch mithilfe der ,initial-slope“-Methode bestimmt werden.

Das Blockieren des HCN2wi-lonenstroms zur Messung von Gating-Strémen ist
weder durch Applikation von Cs® oder ZD7288 noch durch Austausch der
permeablen Kationen durch NMDG komplett moglich.

Durch Messungen bei Spannungen nahe des Umkehrpotentials konnten mut-
malliche Off-Gating-Stréme mit einer Kinetik im Bereich von wenigen ms gemessen
werden.

Mutationen am Selektivitatsfilter fuhrten nicht zu einem Verlust des lonenstroms,
sondern zu funktionellen Kanalen mit einer spezifischen Kombination aus
Aktivierung, Inaktivierung und spater Aktivierung.

Die ersten Komponenten konnten den mutierten HCN-Kanalen zugeordnet werden,
wahrend die spate Aktivierung auf endogene Chlorid-Kanale zurlickzufiihren ist.
Die Membranlokalisation der entsprechenden Porenmutanten wurde durch Anti-HA-
spezifische fluoreszenzmarkierte Antikérper belegt.

Die Aktivierung und die Tailstréme der Porenmutanten konnten durch eine globale

Modellierung konsistent beschrieben werden.
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9. Anhang
. Die Cut-Open-Voltage-Clamp-Technik

Da Gating-Strdme spannungsabhangiger Kanale oft sehr klein sind, ist zur Messung dieser
Strome eine Ganzzell-Technik notwendig, weil die entsprechende Kanalanzahl bei Patch-
Clamp-Messungen nicht erreicht werden kann. Aufgrund ihrer Geschwindigkeit im Bereich von
1 bis 2 ms waren die Gating-Strdme des Shaker-Kanals jedoch nicht mithilfe der zu langsamen
Zwei-Elektroden-Technik (TEVC) messbar, weshalb in den frihen 1990er-Jahren die Cut-

Open-Vaseline-Gap-Voltage-Clamp-Technologie (Taglialatela et al., 1992) entwickelt wurde.

Das Besondere an der Cut-Open-Technik besteht in der Unterteilung der Oozyte in drei
verschiedene, durch eine Vaseline-Mischung sowie verschiedene ,Pools” elektrisch isolierte
Kompartimente (vgl. Abbildung 53). In den Top Pool ragen dabei drei Agar-Briicken, von
denen eine mit dem negativen Eingang von Spannungsfolger 1 und eine weitere mit dessen
Feedback-Widerstand verbunden wird. Der positive Eingang des Spannungsfolgers wird durch
den Kommandopuls V.om belegt. Durch den Differenzverstarker 2 wird der Membranstrom I,
als Spannungsabfall iUber den Feedback-Widerstand gemessen und als zentrale Messgroflie

ausgegeben.

Mithilfe der Spannungsfolger 1 und 3 werden Guard und Top Pool auf das gleiche elektrische
Kommando-Potential Vcom geklemmt, wodurch der Guard Pool als Isolatior zwischen Top und
Bottom Pool wirkt. Zur Vermeidung von Elektroden-Polarisations-Artefakten wird Spannungs-

folger 3 mit den beiden Guard Pool-Agar-Bricken aufgebaut.

intrazellulare Mikroelektrode Spannungsfolger
Verstérker Differenz-
- | u &
\ Haupt-Agar-Briicke >2 verstirker
4 I
l } Spannungs-
Differenz- folger
verstarker
Top Pool
Guard Pool

Bottom Pool

Abbildung 53: Schematischer Aufbau der Cut-Open-Messzelle, Abbildung von Jana Kusch nach
(Taglialatela et al., 1992).

Am unteren Rand der Oozyte wird die Membran durch Applikation des Detergens Saponin
geodffnet, sodass das Innere der Oozyte mit dem Bottom Pool als elektrisch identisch
angenommen werden kann, jedoch noch eine im Wesentlichen der Zellmembran
zuzuschreibende Kapazitat auftritt. Zur schnellen Erdung des Intrazellular-Raums und

Minimierung des Serienwiderstandes wird Mikroelektrode 4 genutzt, die das intrazellulare
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Potential direkt an der Membran misst und an den negativen Eingang des Differenz-
verstarkers 7 angeschlossen wird, dessen positiver Eingang geerdet ist. Der Ausgang dieses
Verstarkers wird dann Uber eine Agar-Briicke mit dem Bottom Pool verknipft, sodass das
elektrische Potential innerhalb der Oozyte und im Bottom Pool auf eine virtuelle Masse
geklemmt sind und die GrélRe der kapazitiven Stromspitze bei einem Spannungssprung
deutlich verringert bzw. beschleunigt wird. Mithilfe des Verstarkers 6 wird schlieBlich das
Membranpotential als Potentialdifferenz zwischen der intrazellularen Mikroelektrode 4 und der
dritten in den Top Pool ragenden Haupt-Agar-Briicke 5 gemessen und als KontrollgroRe Vi,

ausgegeben.

Die Messung von lonen- bzw. Gating-Stromen verlduft, indem durch den Top Pool eine
Kommandospannung V.om zwischen Top Pool und Masse angelegt wird, der lonenkanal
darauf reagiert und der resultierende Strom das elektrische Potential im Top Pool verandert.
Um dieses Potential wieder auf das des Guard Pools zu klemmen, induziert der Spannungs-
folger 1 einen Strom, welcher dann am Differenzverstarker 2 verstarkt und ausgegeben wird.
Die beiden Spannungsklemmen befinden sich zwischen Top und Guard Pool bzw. zwischen
Bottom Pool und der Mikroelektrode 4. Durch die mit dem negativen Eingang von Spannungs-
folger 1 verbundene Agar-Briicke ist aulierdem eine weitergehende elektronische Leck- und

Kapazitatskompensation moglich.

Durch diesen Aufbau sind das Signal-Rausch-Verhaltnis mit Werten von 10.000:1 bis 15.000:1
sowie die Kapazitatskompensation mit Halbwertsbreiten von bis zu 0,4 ms bzw.
Zeitkonstanten von 0,2 ms im Vergleich zur 2-Elektroden-Messung (7.000:1 bis 10.000:1 bzw.
2 ms Halbwertsbreite und 1 ms Zeitkonstante) deutlich verbessert. Ein kritischer Punkt bzgl.
der Messqualitat ist dabei die Einstichtiefe der Mikroelektrode: Je naher sie sich an der
Oberflache befindet, umso schneller ist die entsprechende Klemme, wobei sich aulerdem der

Anteil des unspezifischen Leckstroms reduziert.

In der urspringlichen Veréffentlichung von Taglialatela et al. (1992) ist auflerdem die
Verwendung einer Kanlle beschrieben, die in das Innere der Oozyte ragt, mit der das Zytosol
gegen eine definierte Losung, z. B. eine K*-freie Losung ausgetauscht werden kann, um dann
Gating-Strome ohne stérenden K*-Ausstrom zu messen (Taglialatela et al., 1992; Perozo et
al., 1992). Somit ware es im Optimalfall mdglich, die intrazellulare cAMP-Konzentration zu

kontrollieren und damit die Wirkung von cAMP auf den Gating-Prozess zu untersuchen.
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Il. Einfluss eines moglichen Leckstroms auf das Umkehrpotential

Das Umkehrpotential einer Zelle gibt an, bei welcher Spannung kein Nettostrom Uber die
Membran der Zelle fliel3t. Bei der Charakterisierung von lonenkanalen, durch die permeable
lonen die Membran passieren kdnnen, spielt es daher —wenn auch abhangig von den

applizierten extra- bzw. intrazellularen Losungen — eine wichtige Rolle.

Allerdings kann das Auftreten eines Leckstroms die Bestimmung des Umkehrpotentials
verfalschen und musste daher immer berlcksichtigt werden. Bei einer elektrophysiologischen
Messung soll der Grofteil des Stroms durch ionenselektive Kanale flielen, die durch einen
Widerstand Rkanar beschrieben werden kdnnen. Daneben tritt aber auch ein ionenunselektiver
Leckstrom mit einem Widerstand Rieck auf (Abbildung 54). Die am Verstarker gemessene

Spannung ergibt sich dann durch die Parallelschaltung der beiden Widerstande zu:

Vgem = Rieck * lreck & Vgem = Vrev + Rkanat * Ixanai (20)

Nur der Widerstand Rxkanar ist dabei als spannungsabhangig anzunehmen.

Umkehrpotential

I Verstarker
BV}

gem

Abbildung 54: Schaltkreis einer offenen Oozyte mit den Leck- und Kanal-Widerstdnden Rieck und Rkanai
sowie dem ionenabhéngigen Umkehrpotential Vre,. Vgem beschreibt die vom Verstérker applizierte

Spannung.

Der im gesamten Messsystem flieRende Strom ergibt sich unter Berlcksichtigung von

Iges = Ixanat + Ireck (21)
ZU:
V, Voem — V, R +R V
| = Leck + gem Rev o | = Leck Kanal . om — Rev (22)
RLeck RKanal RLeck ’ RKanal RKanal

Unter Verwendung der Leitfahigkeit G, also des Kehrwertes des Widerstandes R, ergibt sich

der Strom zu:

I =Greck* I(gem + Gganat Vgem — Gganat * Vrev (23)
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1= (GLeck + GKanal) ’ Vgem — Gkanat " Vrev

Dies bedeutet, dass der real am Verstarker gemessene Strom demnach auch von der Grolie

der Leck-Leitfahigkeit und nicht nur von der Kanal-Leitfahigkeit abhangt.

Am Umkehrpotential gilt I := 0, woraus sich fur die am Verstarker gemessene Spannung

ergibt:
_ GKanal ’ VRev _ . 1
gem Greck + Gkanat Rev M +1 (24)
GKanal

Fur das Umkehrpotential gilt daher, dass es um das Verhaltnis der Leitfahigkeiten von
Leckstrom und Kanal verfalscht wird:

v G G
Rev _ Yleck +1 & Vier = V. Leck

= +V 25
Vgem GKanal gem ( )

Dies bedeutet, dass das als Spannung, bei der der Strom Null ist, bestimmte Umkehrpotential
nicht das ,wahre® Umkehrpotential ist, sondern durch den unspezifischen Leckstrom
beeinflusst wird. Dieser Leckstrom wird bei der Patch-Clamp-Technik durch das Erreichen
eines sogenannten Gigaseals mit einer Leitfahigkeit im pS-Bereich vernachlassigbar klein

sein.

Im Gegensatz dazu wird bei der Cut-Open-Technik die Zellmembran durch das Einstechen mit
der Mikroelektrode verletzt, wodurch ein gréRerer Leckstrom begunstigt wird und das
Umkehrpotential entsprechend verfalscht wird. Insbesondere die mutmalilich endogenen
Chlorid-Kanale kdnnen dabei aufgrund des langsamen SchlieRens zu einem zusatzlichen
Instantanstrom flihren, der kaum von einem mechanisch induzierten Leckstrom zu

unterscheiden ist.
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lll. Globale Modellierung

Das dreikomponentige Verhalten der Mutanten G402S und G404S wurde gemal folgenden
Modells global modelliert:

T1,H1 _ 1,C<1
HCN-artig: C &= 0 1
(Modell I)

13, Hp
endogen: C < 0
Der Parameter C steht fur das Mald der Inaktivierung, die Zeitkonstante ¢, fir die
Geschwindigkeit der Inaktivierung. Die Zeitkonstanten 7, und 3 sowie die

Kooperativitatskoeffizienten H; und H2 beschreiben die beiden Aktivierungskomponenten.

Dieses Modell Iasst sich mithilfe der folgenden Gleichung (26) herleiten. Dabei wird der HCN-
artige Stromanteil sowohl durch die Komponente A fir den inaktivierenden Anteil als auch
durch die Komponente y flur den nicht-inaktivierenden Anteil beschrieben, um eine
unvollstandige Inaktivierung bertcksichtigen zu kénnen. Die Komponente B beschreibt den

Anteil der mutmallichen endogenen Stréme.

10 =4 (1—<e(‘(i—2t°))>>m.e(‘(i—?‘”) +y.<1_ <e(‘<2—j°))>>H1
vo (1= (L)

Die Parameter A und y sind dabei nicht unabhangig voneinander bestimmbar. Daher muss zur

Modellierung der Anteil der Inaktivierung als Parameter C definiert werden.

C = 4 27
A4y (27)

Durch Umstellungen lasst sich der Parameter y mit dem Stromanteil A und dem Mal der

Inaktivierung C wie folgt beschreiben:

]/:E—A (28)

Somit ist es mdglich, beide HCN-artige Stromanteile adaquat zu bestimmen, da die jeweilige
Inaktivierung Uber den Parameter C, der zwischen verschiedenen Aktivierungszeiten konstant
gehalten werden kann, korrekt bertcksichtigt wird. Somit ergibt sich fir die globale

Modellierung folgende Formel:

TOEVE <1 - <e(‘(2—2t‘”)>)m e | (A-4) (1 ) <e<_(tr__1to))>>al
( _(e<-<a—;to)>>> 2

(29)
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Zur Verdeutlichung der Zusammensetzung des HCN-artigen Stromanteils aus einer
inaktivierenden und einer nicht-inaktivierenden Komponente kann die Formel unter Einflhrung
der Variable D wie folgt abgewandelt werden:

A A
HCN-Strom=A+y=A-|-(E_A)=E

—Deo A=C-D (30)
HCN-Strom=C-D+(D—-C-D)=C-D+(1—=C)-D (31)

Somit beschreibt D den gemessenen HCN-artigen Strom, wobei der inaktivierende Anteil dem

Parameter C und der nicht-inaktivierende Anteil dem Term (1-C) entspricht.

Fir die Implementierung der globalen Modellierung in IGOR Pro wurde Gleichung (29)

verwendet.
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