Forschungszentrum Julich ’
in der Helmholtz-Gemeinschaft

Institut flr Biologische Informationsverarbeitung 1

Untersuchung zur Expression und Funktion
von HCN-Kanalen in Photorezeptoren und
Bipolarzellen der Mauseretina

Frank Thiel




Berichte des Forschungszentrums Julich 4202







Untersuchung zur Expression und Funktion
von HCN-Kanalen in Photorezeptoren und
Bipolarzellen der Mauseretina

Frank Thiel



Berichte des Forschungszentrums lJiilich ; 4202

ISSN 0944-2952

Institut fir Biologische Informationsverarbeitung 1 Jl-4202
D 38 (Diss., K&In, Univ., 2005)

Zu beziehen durch: Forschungszentrum Jilich GmbH - Zentralbibliothek
D-52425 Julich - Bundesrepublik Deutschland
= 02461 61-5220 - Telefax: 02461 61-6103 - e-mail: zb-publikation@fz-juelich.de



Kurzfassung

Die Arbeit untersucht die Expression und die funktionellen Eigenschaften von HCN-Kanélen
(hyperpolarization-activated and cyclic nucleotide-gated) in Photorezeptoren und
Bipolarzellen der Mauseretina. Die Verteilung der HCN-Isoformen 1-4 wurde
immunhistochemisch mit isoformspezifischen Antikorpern an Schnitten der Retina
untersucht. Die Féarbungen wurden mit dem Konfokalen Laserscanning Mikroskop
ausgewertet.

In der Mauseretina ist HCN1 die am stirksten exprimierte Isoform. HCN1 konnte in Stdbchen
und Zapfen sowie in Stidbchenbipolarzellen, TypS und Typ7 Bipolarzellen nachgewiesen
werden. HCN2, HCN3 und HCN4 werden in der Miuseretina nicht so hédufig exprimiert.
HCN4 wird in Typ3 Bipolarzellen exprimiert. HCN2 und HCN3 konnten in Photorezeptoren
und Bipolarzellen nicht nachgewiesen werden. Diese Isoformen werden besonders in
Amakrin- und Ganglienzellen exprimiert.

In retinalen Gewebsschnitten wurden Photorezeptoren und Bipolarzellen elektrophysiologisch
im Ganzzellmodus der Patch-clamp Technik abgeleitet und die Aktivierungskinetik und die
Strom-Spannungsbeziehung der HCN-Kanéle untersucht. Wihrend der Ableitung wurden die
Zellen mit einem Farbstoff gefiillt und anschlieBend morphologisch identifiziert. Die
Eigenschaften der retinalen HCN1-Kanédle unterscheiden sich z.T. von denen heterolog
exprimierter HCN1-Kanéle. Die Eigenschaften der HCN1-Kanile unterscheiden sich auch
zwischen verschiedenen retinalen Zelltypen. Dies konnte bedeuten, dass HCN1-Kanile in der
Retina moduliert werden.

Fiir die Messung retinaler Lichtantworten stand eine transgene Mauslinie zur Verfiigung, in
der das Gen fiir die HCNI1-Isoform ausgeschaltet worden war — ein ,,HCNI1-Knockout®.
Lichtantworten wurden in Form von Elektroretinogrammen (ERG) in vitro von Retinae von
Wildtypméusen und von HCNI1-Knockoutméusen abgeleitet. In HCN1-Knockoutretinae ist
die B-Welle des ERGs leicht verldngert. Dies konnte auf eine Verlangerung der Lichtantwort
in Photorezeptoren hinweisen. Im skotopischen Flimmer-ERG ist die Frequenziibertragung in
der Knockoutretina leicht verschlechtert. Applikation des HCN-Kanalblockers ZD7288 zur
Wildtypretina fiihrt ebenfalls zur leichten Verschlechterung der Frequenziibertragung.

Die Untersuchungen liefern erste Erkenntnisse iiber die Rolle von HCN1-Kanilen an der

Ausbildung retinaler Lichtantworten.



Abstract

The aim of this study was to examine the expression and the functional properties of HCN-
channels (hyperpolarization-activated and cyclic nucleotide-gated) in photoreceptors and
bipolar cells of the mouse retina. The expression pattern of the four HCN channel isoforms
HCNI - 4 was studied in retinal sections using immunocytochemistry with isoform-specific
antibodies. The stainings were analysed using confocal laser scanning microscopy.

In the mouse retina HCN1 is the predominantly expressed isoform. HCN1 could be detected
in rods and cones as well as in type5 and type7 bipolar cells. HCN2, HCN3 and HCN4 are not
abundantly expressed in the mouse retina. HCN4 was expressed in type 3 bipolar cells. HCN2
and HCN3 could not be found in photoreceptors and bipolar cells. These isoforms were
mainly expressed in amacrine and ganglion cells.

In retinal slices photoreceptors and bipolar cells were recorded electrophysiologically in the
whole-cell mode of the patch-clamp technique to study the activation kinetics and the mid-
point potential of activation of HCN channels. During the recording the cells were filled with
dyes and were subsequently morphologically identified. The properties of the retinal HCN1
channels differ to some extend from those of heterologically expressed HCN1 channels. The
properties of the HCN1 channels also vary between different cell types. This could mean, that
HCNI1 channels are modulated in the retina.

To record retinal light-responses, a genetically modified mouse strain was used in which the
gene coding for HCN1 has been deleted - “HCN1 knockout”. Electroretinogramms (ERG)
were recorded in vitro from wildtype retinae and HCN1 knockout retinae. In HCN1 knockout
retinae the B-wave of the ERG was slightly elongated. This could reflect extended light-
responses of the photoreceptors. In the scotopic flicker-ERG the frequency transfer is slightly
reduced in knockout retinae. Application of the HCN channel blocker ZD7288 also slightly
reduced the frequency transfer in wildtype retinae.

The study provides first insights into the role of HCN1 channels in the generation of light-

responses.
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1. Einleitung

1.1 Aufbau der Retina

Die Netzhaut (Retina) entsteht in der Embryonalentwicklung als Ausstiilpung des
Zwischenhirns und ist somit ein Teil des Zentralnervensystems. Die Retina ist ein ca. 200 um
dickes Nervengewebe, das den Augenhintergrund auskleidet. Sie ist anatomisch klar in die
drei Zellkorperschichten ONL, INL und GCL (Outer und Inner Nuclear Layers und Ganglion
Cell Layer) geschichtet (Abb. 1.1). Es konnen fiinf Klassen von Nervenzellen unterschieden
werden  (Photorezeptoren,  Bipolarzellen,  Horizontalzellen, = Amakrinzellen  und
Ganglienzellen), die eine Vielzahl funktioneller Untertypen aufweisen. Die Interaktion der
Zellen findet in zwei synaptischen Schichten statt, der OPL und der IPL (Outer und Inner

Plexiform Layers).

ff'fzéffz

“ _",‘!‘ U] )

Abb. 1.1: Aufbau der Retina.

A: Schema, die neuronalen Zellen sind in abgegrenzten Schichten angeordnet und in zwei synaptischen
Schichten verschaltet. (OS: outer segment layer, IS: inner segment layer, ONL: outer nuclear layer, OPL: outer
plexiform layer, INL: inner nuclear layer, IPL: inner plexiform layer, GCL: ganglion cell layer, NFL: nerve fiber
layer; Cajal, um 1890; entnommen aus Hubel, 1988).

B: Vertikalschnitt durch eine Rattenretina, Differential-Interferenz-Kontrast Aufnahme, Pfeil: angeschnittenes
Blutgefaf3, Balken: 30 um.
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Die lichtempfindlichen Zellen der Retina, die Photorezeptoren (in der ONL), bilden mit den
Bipolarzellen (in der INL) und den Ganglienzellen (in der GCL) einen Ubertragungsweg fiir
neuronale Signale von der &uBeren Schicht der Netzhaut zu hoheren Zentren des Gehirns.
Horizontalzellen (in der INL) und Amakrinzellen (in der INL und GCL) bilden hauptsédchlich

laterale Verbindungen.

1.2 Lichtantwort und Signaliibertragung

Die Photorezeptoren liegen auf der lichtabgewandten, duBleren Seite der Netzhaut. Das Licht
mufl aufgrund dieser inversen Anordnung zunichst alle davor liegenden Zellschichten
durchdringen, bevor es auf die eigentlichen Photorezeptoren trifft. Im AuBlensegment der
Photorezeptoren entsteht nach Absorption von Licht durch das Photopigment ein elektrisches
Signal. Man nennt diesen Prozess Phototransduktion (fiir Details: Miiller und Kaupp, 1998).
Es gibt zwei Arten von Photorezeptoren, die Stibchen und die Zapfen, die unterschiedliche
funktionelle Eigenschaften besitzen (zur Ubersicht: Dowling, 1987). Stibchen sind fiir das
Déammerungssehen zustdndig. Sie sind sehr sensitiv und sind in der Lage einzelne Photonen
zu detektieren, wie es zum Beispiel bei schwachem Mondlicht der Fall ist. Zapfen sind sehr
viel weniger empfindlich und fiir das Tageslicht- und Farbsehen verantwortlich. Bei
Dunkelheit sind beide Photorezeptortypen depolarisiert und schiitten den Transmitter
Glutamat an ihren Synapsen aus. Bei Belichtung hyperpolarisieren die Photorezeptoren und
die Glutamatfreisetzung ist reduziert (zur Ubersicht: Miiller und Kaupp, 1998).

Zapfen verschalten auf 8-11 morphologisch unterschiedliche Typen von Zapfenbipolarzellen
(im Kaninchen, Famiglietti, 1981; in der Katze, Famiglietti, 1981; Kolb et al., 1981; McGuire
et al., 1984; Cohen und Sterling, 1990; in Primaten, Boycott und Wissle, 1991; in der Ratte,
Euler und Wissle, 1995; Hartveit, 1997; in der Maus, Ghosh et al., 2004). Man unterscheidet
zwei Klassen von Zapfenbipolarzellen, so genannte ,,ON“-Bipolarzellen, die bei Belichtung
depolarisieren und so genannte ,,OFF*“-Bipolarzellen, die bei Belichtung hyperpolarisieren.
Die Axone von ON-Bipolarzellen statifizieren in der inneren Hailfte der IPL, der ON-
Sublamina nahe der GCL, OFF-Bipolarzellen stratifizieren in der dueren Hélfte der IPL, der
OFF-Sublamina. Zur unterschiedlichen Anwort in ON- und OFF-Bipolarzellen kommt es
durch unterschiedliche Glutamatrezeptoren in ihren Dendriten. Eine Glutamatausschiittung im
Dunkeln fiihrt in OFF-Bipolarzellen iiber ionotrope Rezeptoren zu einem Na'-Einstrom und

zur Erregung. ON-Bipolarzellen besitzen metabotrope Glutamatrezeptoren, deren Aktivierung
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zum SchlieBen von Kationenkanélen fithrt (Nawy und Jahr, 1991; Yamashita und Wissle,
1991). Diese ON-OFF-Dichotomie wird in den nachfolgenden Verarbeitungswegen
beibehalten. ON-Bipolarzellen erregen ON-Ganglienzellen und OFF-Bipolarzellen erregen
OFF-Ganglienzellen.

In der Séugerretina verschalten Stibchen auf Stidbchenbipolarzellen (Boycott und Dowling,
1969; Dacheux und Raviola, 1986; Wissle et al., 1991), die bei Belichtung depolarisieren. Im
Sduger sind Stdbchenbipolarzellen nicht direkt mit Ganglienzellen verkniipft. Bei Belichtung
erregen die Stibchenbipolarzellen AIl  Amakrinzellen. Diese wiederum erregen
depolarisierende  Zapfenbipolarzellen iiber elektrische Synapsen und inhibieren
hyperpolarisierende Zapfenbipolarzellen iiber glycinerge Synapsen (Kolb und Famiglietti,
1974; Famiglietti und Kolb, 1975; Kolb und Nelson, 1983; Pourcho und Goebel, 1985; Miiller
et al., 1988). Bei niedrigen Lichtintensitéiten, also unter scotopischen Bedingungen, werden
die Signale der Stdbchen iiber diesen Weg zu den ON- und OFF-Ganglienzellen tibertragen.
Bei hoheren Lichtintensititen, im mesopischen Bereich, wird das Stdbchensignal
wahrscheinlich zusitzlich noch iiber zwei weitere Wege iibertragen (Volgyi et al., 2004). Zum
Einen kann dies iiber elektrische Verbindungen zwischen Stiabchen und Zapfen geschehen,
die sowohl physiologisch (Schneeweis und Schnapf, 1995; Nelson, 1977), als auch
anatomisch (Smith et al., 1986) dokumentiert sind. Zum Anderen konnen Stébchen
wahrscheinlich auch direkt auf einen OFF-Zapfenbipolarzelltyp verschalten (Soucy et al.,
1998; Hack et al., 1999; Tsukamoto et al., 2001).

Die Bipolarzellen iibertragen die Information vertikal von den Photorezeptoren auf die
Ganglienzellen. Ein lateraler Informationsfluss findet tiber die Horizontalzellen in der OPL
und iiber die Amakrinzellen in der IPL statt.

Sowohl im Stidbchen- als auch im Zapfensystem fiihrt die laterale Inhibition der
Horizontalzellen zur Kontrastverstdrkung bei angrenzenden hellen und dunklen Bereichen
und zur Bildung von rezeptiven Feldern mit exzitatorischem Zentrum und inhibitorischem
Umfeld. Wahrend die meisten Sduger zwei Typen von Horizontalzellen besitzen, wurde in
Ratte und Maus nur ein Typ beschrieben (Peichl und Gonzalez-Soriano, 1994; Jeon et al.,
1998).

Die Lichtantwort wird in der IPL stark durch Amakrinzellen moduliert. Verschiedene
Amakrinzelltypen erzeugen dazu laterale Inhibition, negative Riickkopplung und vorwirts
gerichtete Inhibition. Die Informationsverarbeitung durch Amakrinzellen ist eine
Voraussetzung zur Bildung von komplexen Eigenschaften der rezeptiven Felder einiger

Ganglienzelltypen, wie zum Beispiel Bewegungs- und Richtungsselektivitit. In S&ugern
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wurden neunundzwanzig Amakrinzelltypen beschrieben (zur Ubersicht: Masland, 1988;
Vaney, 1990). Diese iibernehmen eng begrenzte Aufgaben wie Umformung und Kontrolle der
Ganglienzellantwort. In Sdugern wurden zehn bis fiinfzehn Ganglienzelltypen gefunden (in
der Katze, Boycott und Wissle, 1974; Kolb et al., 1981; im Kaninchen, Amthor et al., 1983,
1984, 1989; Famiglietti, 1987; in der Ratte, Peichl, 1989; in der Maus, Sun et al., 2002). Da
die Ganglienzellen die Ausgangsneurone der Retina sind, konnen die unterschiedlichen
Ganglienzellklassen als neuronale Filter betrachtet werden, die unterschiedliche Aspekte der
Information eines komplexen Bildes trennen, das auf die Retina projiziert wird. Die Axone
der Ganglienzellen bilden die innerste Schicht der Retina, die Nervenfaserschicht (nerve fiber
layer, NFL). Alle Ganglienzellaxone laufen zur retinalen Papille (blinder Fleck) und bilden
dort den Sehnerv (nervus opticus), der die Signale in die visuellen Zentren des Gehirns
weiterleitet (zur Ubersicht: Peichl, 1990; Wissle und Boycott, 1991; Masland, 2001).

Um die Funktionsweise der Retina vollstindig zu verstehen, miissen zwei Aspekte der
Informationsverarbeitung betrachtet werden. Erstens miissen die synaptischen Schaltkreise
verstanden werden, um die Netzwerkeigenschaften der Retina zu verstehen. Zweitens muss
die Umformung und Modulation der Signale innerhalb der einzelnen Elemente des
Netzwerks, der Zelle, verstanden werden. Dazu muss das Repertoire von Ionenkanilen
untersucht werden, die die funktionellen Eigenschaften der Zellen bestimmen.

Eine Klasse von spannungsabhidngigen Ionenkanélen, die in einer Vielzahl von retinalen
Zellen gefunden werden, sind die HCN-Kanile (hyperpolarization-activated and cyclic

nucleotide-gated).

1.3 HCN-Kaniile

HCN-Kandle wurden sehr gut in einer Vielzahl von Geweben und heterologen
Expressionssystemen untersucht (zur Ubersicht: Pape, 1996; Kaupp und Seifert, 2001).

Die HCN-Kanéle wurden in den spéten siebziger Jahren im Sinusknoten entdeckt, wo sie an
der Generation des Herzrhythmus beteiligt sind. Sie wurden deshalb Schrittmacherkanéle
genannt (Brown et al., 1979; Brown und DiFrancesco, 1980; DiFrancesco, 1981a und 1981b;
Yanagihara und Irisawa, 1980). Zur Zeit der Entdeckung der Kanile schienen deren
Eigenschaften einzigartig zu sein, dies galt besonders fiir die Aktivierung durch
Hyperpolarisation. Deshalb wurden diese Kandle I, (fiir hyperpolarisationsaktiviert), If

(funny) oder I; (queer) genannt. Dieselben Strome wurden in Pyramidenzellen des
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Hippocampus (Halliwell und Adams, 1982; Maccaferri et al., 1993) und in Photorezeptoren
(Fain et al., 1978; Baylor et al., 1984; Hestrin, 1987) entdeckt. Mittlerweile wurde die
Gensequenz entschliisselt, die in verschiedenen Vertebraten (Maus, Ratte, Mensch,
Kaninchen) und Invertebraten (Seeigel, Fruchtfliege) fiir HCN-Kanile codiert (Gauss et al.,
1998; Ishii et al., 1999; Krieger et al., 1999; Ludwig et al., 1999; Marx et al., 1999; Seifert et
al., 1999; Shi et al., 1999; Vaccari et al., 1999).

In Séugern sind vier HCN-Isoformen (HCN1-4) bekannt. Die vier Gene im Sduger zeigen
eine hohe Sequenzhomologie. Hydropathie-Analysen und Sequenzvergleiche zeigen, dass die
HCN-Kanidle zur Familie der spannungsabhingigen Kationenkanédle gehdren. Die Kanile
werden den eag K'-Kanilen und den zyklisch-Nukleotid gesteuerten Kanilen zugerechnet (20
— 25 % Sequenzhomologie). AuBerdem zeigen HCN-Kanile einige Ahnlichkeit mit
einwirtsgleichrichtenden K'-Kanilen aus Arabidopsis thaliana (KAT-Kanile) (zur Ubersicht:
Warmke und Ganetzky, 1994; Kaupp und Seifert, 2001; Biel et al., 2002).

HCN-Kanile setzen sich aus vier Untereinheiten zusammen. Jede Untereinheit besteht aus
sechs transmembranalen Helizes (S1 — S6) (Abb. 1.3). Das positiv geladene S4-Segment
enthilt das Spannungsfiihler-Motiv, zwischen S5 und S6 bildet sich eine Ionen leitende Pore
aus. Am C-Terminus des Kanals befindet sich eine Bindestelle fiir zyklische Nukleotide. Vier
Untereinheiten formen den funktionellen Kanal. In heterologen Expressionssystemen lassen
sich funktionelle Kanéle aus vier gleiche Untereinheiten, so genannte homooligomere Kandile,

exprimieren (zur Ubersicht: Kaupp und Seifert, 2001).

Sxiieze e | Abb. 1.3: Schematische Darstellung der HCN-

. Kanaltopologie.
Der Kanal besteht aus sechs transmembranalen

Domédnen (S1 — S6). S4 enthdlt den
Spannungssensor, zwischen S5 und S6 bildet sich
die Pore aus. Am C-Terminus befindet sich eine
Bindestelle fiir zyklische Nukleotide. Aus vier
dieser Untereinheiten wird der funktionelle Kanal
gebildet.
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Kennzeichen von nativen und exprimierten HCN-Kanédlen sind die Aktivierung durch
Hyperpolarisation, eine Na'/K'-Leitfahigkeit, Blockierbarkeit durch extrazellulires Cs™ und
Modulation durch zyklische Nukleotide.

1. Aktivierung der Kanile: Bei Hyperpolarisation entwickeln sich alle HCN-Strome mit

einem charakteristischen sigmoidalen Zeitverlauf, der auf eine mehrstufige und komplexe
Serie von Aktivierungsschritten hindeutet (Kaupp und Seifert, 2001). Die HCN-Isoformen
zeigen deutliche Unterschiede in ihrer Aktivierungsinetik. HCN1 besitzt die schnellste, HCN4
die langsamste Aktivierungkinetik.

In der Aktivierungskurve ist der Spannungsbereich abzulesen, in dem der Kanal arbeitet. Die
Malfeinheit ist die Spannung bei der der Kanal halbmaximal aktiviert, das so genannte V.
Das V;,; unterscheidet sich zwischen den HCN-Isoformen.

2. Ionenselektivitit: HCN-Kanile leiten sowohl Na'- als auch K -Ionen. Die relative Na'/K -

Leitfahigkeit ist von der extrazelluliren K'-Konzentration abhingig und variiert zwischen
0,15 und 0,40 (Edman et al., 1987; Hestrin, 1987; Maricq und Korenbrot, 1990; Wollmuth
und Hille, 1992; Gauss et al., 1998; Ludwig et al., 1998; Santoro et al., 1998). Unter
physiologischen Gradienten monovalenter lonen liegt das Umkehrpotential zwischen -20 und
-30 mV (Seifert et al., 1999; Gauss et al., 1998; Ludwig et al., 1998). Eine Aktivierung der
HCN-Kanile fiihrt unter physiologischen Bedingungen zu einem Einwirtsstrom und damit
zur Depolarisation der Zelle.

3. Cisium-Block: Die HCN-Kanile werden durch millimolare extrazellulire Cs'-

Konzentrationen geblockt (K;, = 2.19 mM, in Purkinje-Fasern, DiFrancesco, 1982). Der
Block  ist  spannungsabhingig. = HCN-Kandle  werden, 1im  Gegensatz  zu
einwartsgleichrichtenden Kanidlen wie I, nicht durch millimolare Ba’"-Konzentrationen
beeinflusst (Ludwig et al., 1998; Pape, 1996).

4. Modulation durch zyklische Nukleotide: Die Aktivitit der Kandle wird direkt durch die
Bindung der zyklischen Nukleotide cAMP (K, = ~0.5 uM, gemessen fiir HCN2; Ludwig et
al., 1998) und cGMP (K, = ~6 uM, gemessen fiir HCN2; Ludwig et al., 1998) moduliert.

Dabei wird die Aktivierungskurve zu positiveren Spannungen verschoben. Die HCN-
Isoformen unterscheiden sich in ihrer Modulierbarkeit. Die Verschiebung des Vi,-Wertes
durch cAMP ist am geringsten bei HCN1 (~2 mV, Santoro et al., 1998; ~4 mV, Chen et al.,
2001). HCN2 zeigt eine Verschiebung des Vi, von 12 — 14 mV (Ludwig et al., 1998 und
1999), HCN4 von 11 — 13 mV (Ishii et al., 1999; Ludwig et al., 1999; Seifert et al., 1999).
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Zeitkonstante der Aktivierung, das V;, und die
Modulation durch zyklische Nukleotide fiir jede HCN-Isoform spezifisch sind und die Kanile

dadurch unterschieden werden konnen.

1.4 HCN-Kaniile verindern die Lichtantwort

HCN-Kanile werden in einer Vielzahl von retinalen Zellen exprimiert und konnten eine
wichtige Rolle bei der retinalen Signaltransduktion spielen. In Stibchen und Zapfen
verdndern HCN-Kanéle die Lichtantwort. Die Kanidle werden durch Hyperpolarisation bei
Belichtung aktiviert und depolarisieren die Zelle in Richtung des urspriinglichen
Membranpotentials bei Dunkelheit. Dadurch wird die Lichtantwort transienter (Fain et al.,
1978; Baylor et al., 1984; Hestrin, 1987). Dies konnte dazu flihren, dass das zeitliche
Auflésungsvermdgen der Retina bei Lichtreizen hoherer Frequenz verbessert wird (im
Meerschweinchen, Demontis et al., 1999; in der Katze, Gargini et al., 1999; im Bullenfrosch,
Satoh und Yamada, 2000; in der Ratte, Maccarone et al., 2004).

HCN-Strome wurden ebenso in Ganglienzellen gefunden (im Goldfish, Tabata und Ishida,
1996; in der Katze, O’Brien et al., 2002). Dort sollen sie die Erregbarkeit der Zellen nach der
Hyperpolarisation verbessern (Tabata und Ishida, 1996).

HCN-Kanile wurden in Bipolarzellen von Fischen (im Goldfish, Kaneko und Tachibana,
1985; im Barsch, Lasater, 1988; im Zebratisch, Connaughton und Maguire, 1998), Kaninchen
(Kim et al., 2003), differentiell exprimiert in Bipolarzellen von Ratten (Karschin und Wissle,
1990; Ma et al., 2003; Miiller et al., 2003) und in einigen unidentifizierten Bipolarzellen der
Maus (Kaneko et al., 1989) gefunden. Uber die Funktion von HCN-Kanilen in Bipolarzellen
ist nichts bekannt.

Das Ziel dieser Studie ist es, HCN-Kandle in Bipolarzellen der Mauseretina
elektrophysiologisch zu untersuchen. Auflerdem sollen Lichtantworten in normalen Retinae
und in Retinae transgener Tiere, bei denen der HCN1-Kanal ausgeschaltet wurde, verglichen
werden, um Riickschliisse iiber die physiologische Funktion der HCN1-Kanéle ziehen zu

konnen.
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1.5 Bipolarzellen

In der MaAuseretina wurden zehn morphologisch unterschiedliche Bipolarzelltypen
beschrieben (Ghosh et al., 2004). Man unterscheidet neun Zapfenbipolarzellen und eine
Stdbchenbipolarzelle. Weiter werden die Zapfenbipolarzellen in ,,OFF*“-Bipolarzellen (Typ 1
— 4), die bei Belichtung hyperpolarisieren, und ,,ON“-Bipolarzellen (Typ 5 — 9), die bei
Belichtung depolarisieren, unterteilt. Die Stibchenbipolarzelle ist eine ,,ON“-Bipolarzelle.

Das wichtigste morphologische Unterscheidungskriterium ist das Stratifikationsniveau der
Axonterminalsysteme (Abb. 1.5). Nach Cajal ldsst sich die IPL in fiinf Sublaminae (1-5)
gleicher Dicke unterteilen. Der Antikorper gegen das Kalzium-bindende Protein Calretinin
farbt drei dendritische Strata in der IPL (siche Abb. 1.5, rot markierte Banden). Zwei der
Strata werden von den Dendriten cholinerger Amakrinzellen gebildet. Das dulere Stratum
(zwischen Sublamina 1 und 2) stammt von den Dendriten OFF-cholinerger Amakrinzellen,
das innere Stratum (zwischen Sublamina 3 und 4) von den Dendriten ON-cholinerger
Amakrinzellen. Das Stratum in der Mitte der IPL (zwischen Sublamina 2 und 3) wird von den
Dendriten einer NOS-immunoreaktiven (nitric oxid synthase) Amakrinzelle (Haverkamp und
Wissle, 2000; Ghosh et al., 2004) gebildet. Ein Antikorper gegen Cholinacetyltransferase

farbt nur die beiden Banden der cholinergen Amakrinzellen.

— hyperpolarisierende OFF — | depolarisierende ON i
’ ’ ? INL

r \ o 1
TrE) Tt

H ,_#% 7 4

Maus Arr—— 5
b . GCL

Zapfenbipolarzellen Stébchenbipolarzelle

Abb. 1.5 : Morphologische Klassifikation der Bipolarzellen in der Miiuseretina

Klassifikationsschema der Bipolarzellen in der Méuseretina (nach Ghosh et al., 2004). Man unterscheidet neun
Zapfenbipolarzelltypen (nummeriert) und eine Stibchenbipolarzelle. Typ 1 — 4 sind OFF-Bipolarzellen, die bei
Belichtung hyperpolarisieren, Typ 5 — 9 und die Stibchenbipolarzelle sind ON-Bipolarzellen, die bei Belichtung
depolarisieren. Die fiinf Sublaminae der IPL sind markiert, auBerdem sind die drei Calretinin-positiven Strata rot
markiert.

Man beniitzt diese Farbungen als Orientierungshilfe in der IPL (im Huhn, Baughman und

Bader, 1977; im Kaninchen, Masland und Mills, 1979; Hayden et al., 1980; in der Ratte,



1 Einleitung 9

Voigt, 1986; in der Maus, Ghosh et al., 2004), um das Stratifikationsniveau der Bipolarzellen

besser bestimmen zu konnen.

1.6 Ziel der Arbeit

In der Miuse- und Rattenretina wurden zehn Bipolarzelltypen morphologisch klassifiziert,
aber es ist wenig iiber ihre Eigenschaften und Funktion bekannt. Das Repertoire von HCN-
Kanilen in Bipolarzellen der Rattenretina ist gut untersucht (Miiller et al., 2003). Die HCN-
Isoformen sind dort differentiell exprimiert. In Bipolarzellen der Maus ist weder etwas liber
das Inventar und die Verteilung von HCN-Kanélen, noch etwas iiber die physiologische
Funktion dieser Kanile bekannt. Sind die HCN-Kanile in der Méuseretina auch differentiell
exprimiert? Welche Eigenschaften und physiologische Bedeutung haben sie? Warum gibt es
zehn Typen von Bipolarzellen? Sind alle Bipolarzelltypen gleich hiufig? Unterscheiden sich
die Bipolarzelltypen nicht nur morphologisch, sondern auch elektrophysiologisch?

Mit dem Maussystem hat man die Moglichkeit mit transgenen Tieren, wie dem in der
vorliegenden Arbeit untersuchten ,,HCN1-Knockout* zu arbeiten. Bei dieser Mauslinie wurde
der HCN1-Kanal ausgeschaltet. Vergleicht man Lichtantworten dieser Tiere mit denen
genetisch unveridnderter Tiere, so lassen sich Riickschliisse auf die Funktion der HCNI1-
Kanile ziehen. Dazu miissen Wildtyptiere und Knockouttiere zuerst genau untersucht und
charakterisiert werden. Eine wichtige Frage ist, welcher Bipolarzelltyp welche HCN-Isoform
exprimiert.

Es gibt gegen alle HCN-Isoformen Antikorper, die als molekulares Werkzeug zum Nachweis
von HCN-Kanélen dienen konnen. AuBlerdem gibt es fiir viele Bipolarzelltypen spezifische
Antikorpermarker, die eine detaillierte immunhistochemische Analyse ermoglichen. So lésst
sich immunhistochemisch die Expression von HCN-Kandlen einzelnen Bipolarzelltypen
zuordnen (Kap. 3.1).

In retinalen Schnitten konnen Bipolarzellen elektrophysiologisch abgeleitet und dabei mit
einem fluoreszierenden Farbstoff gefiillt und morphologisch identifiziert werden. Dadurch
lassen sich morphologischen Zelltypen elektrophysiologische Eigenschaften zuordnen (Kap.
3.2).

Mit dem in vitro ERG konnen Lichtantworten von , HCNI1-Knockouttieren“ mit denen
unverdnderter Tiere verglichen werden, um somit Erkenntnisse {iber die physiologische

Bedeutung des HCN1-Kanals in der Retina zu erhalten (Kap. 3.3).
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2. Material und Methoden

2.1 Priparation

2.1.1 Priparation von Méuseretinae

Es wurden Retinae adulter Méduse der Stimme C57B1/6 und SV129, sowie Maiuse mit
gemischtem genetischen Hintergrund ,,C57SV* im Alter von fiinf bis vierzehn Wochen
untersucht. Die Mduse wurden von Charles River, Elevage Janvier, oder aus der eigenen
Tierzucht bezogen. AuBBerdem wurden Tiere aus drei transgenen Mauslinien verwendet. In der
HCNI1-Knockout-Linie (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Prof. E. Kandel, New
York) wurde der HCNI-Kanal ausgeschaltet (Nolan et al., 2003). In der Mauslinie
GUS34GFP (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Prof. R. F. Margolskee, New
York) wird das griinfluoreszierende Protein GFP unter der Kontrolle des Gustducinpromotors
als Transgen exprimiert (Wong et al, 1999). In der Mauslinie Clomeleon-1
(freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. T. Kuner, Heidelberg), wird Clomeleon,
ein GFP-Dimer unter der Kontrolle des Thy1-Promotors als Transgen exprimiert (Kuner und
Augustine, 2000; Kuner et al., 2002). Die Tiere hatten einen zwolfstiindigen Tag/Nacht-
Rhythmus mit Kunstlicht von 7.00 bis 19.00 Uhr.

Die HCN1-Knockoutméuse sind vom Stamm SV129 (Nolan et al., 2003). Als Standardtiere
fiir physiologische Untersuchungen werden allerdings Maéuse des Stammes C57Bl/6
verwendet, die sich in ihrem genetischen Hintergrund von den SV129 Méusen unterscheiden.
Um HCN1-Knockoutmause mit reinem C57B1/6 Hintergrund zu erhalten, miissten die SV129
Knockouttiere iiber 10 — 20 Generationen mit C57B1/6 Mausen riickgekreuzt werden. Dies
wiirde viel Zeit in Anspruch nehmen. Eine zeitsparende, allgemein anerkannte Moglichkeit
besteht darin, SV129 Knockouttiere mit C57Bl/6 Wildtyptieren zu kreuzen und somit
Knockouttiere mit gemischtem genetischen ,,C57SV* Hintergrund zu erhalten.

Die uns gelieferten, fir den HCNI1-Knockout heterozygoten SV129 Maiuse wurden mit
C57Bl/6 Maiusen gekreuzt. Die daraus hervorgehende F1-Generation wurde genotypisiert.
Dazu wurde von jedem Tier genomische DNA aus einer Schwanzbiopsie pripariert. Durch

eine Polymerasekettenreaktion (PCR) mit geeigneten Primern konnte der Genotyp bestimmt
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werden. Die gemischtrassigen, heterozygoten F1-C57SV Tiere wurden untereinander
weiterverpaart. In der F2-Generation erwartet man nach Mendel 25% homozygote normale
Kontrolltiere (HCN1 +/+ F2C57SV), 50% heterozygote Kontrolltiere (HCN1 +/- F2C57SV)
und 25% homozygote HCNI1-Knockouttiere (HCN1 -/- F2C57SV). Diese Tiere hatten nun
alle den gemischten genetischen Hintergrund C57SV. Auch die F2-Tiere wurden mittels PCR

genotypisiert.
Zuchtplan fur den HCN1-Knockout
Stammlinie in SV129, C57BI/6 Mause,
heterozygot Wildtyp
HCN1 +/- HCN1 +/+
SV129 C57BI/6
| |
HCN1 +/- W
F1-C57SV -C578V >
>
G :
o
| | | =
HCN1 +/+ HCN1 +/- HCN1 -/- °
F2-C57SV F2-C57SV F2-C57SV §
homozygote normale heterozygote homozygote
Kontrolltiere Kontrolltiere HCN1-Knockout-
tiere

Abb. 2.1.1: Zuchtplan fiir den HCN1-Knockout.

Mause der heterozygoten Stammlinie SV129 wurden mit C57Bl/6 Wildtyp Maiusen gekreuzt. Nach
Genotypisierung der F1-Generation wurden die heterozygoten Tiere untereinander weitergekreuzt. Die F2-
Generation verteilte sich nach Mendel in homozygote normale Kontrolltiere (HCN1 +/+ F2C57SV),
heterozygote Kontrolltiere (HCN1 +/- F2C57SV) und homozygote Versuchstiere (HCN1 -/- F2C57SV). Die
Knockout-Zuchttiere wurden freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Prof. E. Kandel, New York.

Es wurden Retinae von hell- oder dunkeladaptierten Mausen prépariert. Soweit nicht anders
beschrieben wurden die Mause bei Tageslicht (ca. 1000 Lux) pripariert. Die Tiere wurden
zuerst mit Isofluoran (Curamed Pharma, Karlsruhe) betdubt und dann dekapitiert.
AnschlieBend wurden die Augen entnommen und in eine Schale mit oxygenierter Hanks-
Losung (Tab. 2.2.3) iiberfithrt. Die Augen wurden unter dem Binokular mit einer Kaniile
angestochen und entlang der Ora serrata mit einer kleinen Schere aufgeschnitten. Mit feinen
Pinzetten wurden Cornea, Linse und Glaskorper entfernt und die Retina vom Augenbecher
vorsichtig gelost. Die Rénder der Retina wurden glatt geschnitten. Danach wurde der

Augenbecher nach hinten umgestiilpt und der Sehnerv am blinden Fleck durchtrennt. Mit
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einem Loffelspatel wurde die Retina in eine selbst gefertigte, mit oxygenierter Hanks-Losung
gefiillte Kammer iiberfiihrt, in der die folgende Schneideprozedur durchgefiihrt wurde (Abb.
2.1.2).

2.1.2 Anfertigung von Retina Schnitten

Die Retina wurde mit zwei feinen Pinseln mit den Photorezeptoren nach oben auf einem
Millipore Filter (Schleicher und Schuell, NC10, Dassel, Deutschland) ausgebreitet
(Abb.2.1.2). Unter dem Filter befand sich ein pordser Glasstein, durch den man mit einer 20
ml Plastikspritze Unterdruck an den Filter anlegen konnte. Dadurch wurde die Retina an den
Filter gesaugt und haftete daran. Dies ermdglichte es, die Retina mit Hilfe des Filters zu
bewegen und in eine Schneide-Vorrichtung einzuspannen, ohne die Retina selbst zu beriihren.
Vertikalschnitte von Retina und Filter wurden durch folgende Techniken hergestellt und
optimiert. Zum Einen wurde eine gekriimmte Skalpell-Klinge iiber den Filter gerollt (Boos et
al., 1993), zum Anderen wurde mit einer geraden Rasier-Klinge ,.gestempelt. Um die
Schnittdicke einzustellen, wurde die gesamte Kammer mit der Retina durch Drehen an einer
Mikrometerschraube nach jedem Schnitt, relativ zur Klinge versetzt. Dadurch wurden

Schnitte von 150 pm Dicke hergestellt.

Halterung mit
Rasierklinge ]

Retina F|Iter Lésung

MV

Mikrometerschraube

—» Unterdruck

poroser Glasstein

Abb. 2.1.2: Die Schnittstation.

Die Kammer wurde mit begaster Hanks-Losung gefiillt. Die Retina wurde zu einem Rechteck geschnitten und
mit feinen Pinseln auf einem Millipore Filter ausgebreitet. Uber einen pordsen Glasstein konnte mit einer Spritze
Unterdruck an den Filter angelegt werden. Dadurch wurde die Retina an den Filter gesaugt und haftete daran.
Mit einer Klinge wurde die Retina in 150 um dicke Schnitte geschnitten. Dazu wurde die gesamte Kammer mit
der Retina vor jedem Schnitt durch eine Mikrometerschraube um 150 um relativ zur Klinge versetzt.
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Die Schnitte wurden, mit oxygenierter Hanks-Losung bedeckt, in einer geschlossenen
Petrischale bei Dunkelheit aufbewahrt. Die Petrischale wurde mit angefeuchtetem Sauerstoff
durchstromt. Dadurch waren die Schnitte ausreichend mit Sauerstoff versorgt, so dass das
Gewebe fiir mindestens sechs Stunden am Leben erhalten werden konnte. Zur Durchfithrung
der Patch-clamp Experimente wurde immer nur ein Schnitt entnommen und in die

Messkammer gelegt.

2.2 Elektrophysiologie

2.2.1 Die Messkammer

Die elektrophysiologischen Messungen wurden in einer Plexiglaskammer mit einem
Glasboden und einem Volumen von ca. 200 pl durchgefiihrt (Abb. 2.2.1). An
gegeniiberliegenden Seiten waren Einschnitte zur Fixierung des Schnittes angebracht. Die
Kammer wurde kontinuierlich mit Sauerstoff-gesittigter Hanks-Losung durchspiilt (ca. 2

ml/min). Vier unterschiedliche, oxygenierte Losungen konnten schwerkraftgetrieben iiber

Abb. 2.2.1: Schemazeichnung der Messkammer fiir Retinaschnitte: 1 - Patch-Pipette mit Elektrode; 2 —
Rand der Kammerhalterung; 3 — Ausgang der Kammer, aus dem Losung iiber die Pumpe abgesaugt wurde; 4 —

Einschnitte zur Fixierung der Schnitte; 5 — Zulauf in die Kammer; 6 — Referenzelektrode.

Plastikschlduche (Tygon), die in vier verbundenen Kaniilen endeten, in die Kammer gespiilt

werden. Pharmaka wurden so durch kompletten Badwechsel appliziert. Durch eine Peristaltik-
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Pumpe (Varioperpex II, LKB) konnte Losung vom anderen Ende der Kammer abgesaugt

werden. Die Referenzelektrode wurde in der Néhe des Zulaufs in der Kammer positioniert.

2.2.2 Der Messstand

Alle elektrophysiologischen Messungen wurden an folgendem Messstand durchgefiihrt. Der
gesamte Messstand befand sich in einem geerdeten Faraday 'schen Kifig. Die Retinaschnitte
wurden unter einem aufrechten Mikroskop (Axioskop FS, Zeiss) mit Wasser-Immersions
Objektiv (Zeiss, 40/0.75 W) und DIC (Differential Interference Contrast) Optik betrachtet.
Als Lichtquelle diente eine konventionelle Mikroskopleuchte. Mit Hilfe einer
Quecksilberdampf-Lampe konnte unter Auflicht Fluoreszenz angeregt werden. Um mit
Lucifer Yellow (LY) gefiillte Zellen sichtbar zu machen, wurde der Zeiss Filtersatz Nr. 5
verwendet. Um mit Alexa 488 gefiillte Zellen, sowie GFP in HEK293-Zellen und in retinalen
Zellen zu sehen, wurde der Zeiss Filtersatz Nr. 9 beniitzt.

Die elektrischen Messungen wurden mit zwei Ag/AgCl-Elektroden durchgefiihrt. Als
Referenzelektrode wurde ein Ag/AgCl Pellet verwendet, als Ableitelektrode diente ein
Ag/AgCl Draht in einer Glaspipette. Die Glaspipette wurde aus filamentiertem Borosilikat-
Glas (Hilgenberg, Malsfeld) auf einem horizontalen DMZ-Universal Puller (Zeitz, Augsburg)
gezogen. Die Pipetten hatten unter Standardbedingungen einen Widerstand von 7-10 MQ.

Die Elektroden waren mit dem Vorverstirker (CV 201A) eines Patch-clamp Verstéirkers
(Axopatch 200A, Axon Instruments) verbunden. Der Vorverstirker war auf einen
Mikromanipulator (SM 1; Luigs & Neumann) montiert. Mikroskop und Mikromanipulator
waren fest auf einem schwingungsgeddampften Tisch (Newport, VH 3036-OPT) befestigt.
Clampex 6 Software wurde zur Stimulation und zur gleichzeitigen Datenerfassung eingesetzt.
Halte- und Kommandospannung des applizierten Stimulus wurden von einem 12-bit Digital-
zu-Analog Wandler umgewandelt. Signale wurden nach Tief-Pass-Filterung von 5 kHz in
einem 12-bit 125 kHz Analog-zu-Digital Wandler (TL-1, Axon Instruments) digitalisiert. Die
Daten wurden mit einer Abtastrate von 1-10 kHz aufgenommen und auf der Festplatte eines

Rechners gespeichert.
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2.2.3 Durchfiihrung der Patch-clamp Experimente

Fir die Durchfiihrung der Messung wurde ein mit HEK293-Zellen bewachsenes
Glasplittchen, bzw. ein Retinaschnitt in die Messkammer gelegt. Die Messungen wurden in
Sauerstoff-gesittigter Hanks-Losung bei RT durchgefiihrt. Bei Patch-clamp Experimenten
wurden Pipetten mit ~8 MQ Widerstand verwendet, die mit intrazelluldrer Losung (Tab.
2.2.3) gefiillt waren. Fiir die Messung wurde die Pipette gegen eine intakte Zelle gedriickt und
ein schwacher Unterdruck angelegt, um einen ,,Gigaseal* zu erzielen. Der Seal-Widerstand
lag iiblicherweise liber 3 GQ. Nach elektrischer Kompensation der Pipettenkapazitit wurde
der Membranfleck unter der Pipette durch kurzes Saugen durchgerissen und die
Ganzzellkonfiguration etabliert.

Die Zellen wurden meist in der Spannungs-Klemme vermessen. Hierbei wird die Spannung
vorgegeben und der resultierende Strom gemessen. StandardméfBig wurden Bipolarzellen und
Photorezeptoren bei einem Haltepotential von V,, = -60 mV gehalten. Es wurden Familien
von Spannungsspriingen von -60 mV bis -135 mV in -15 mV Schritten (500 ms Dauer)
appliziert, um HCN-Kanile zu aktivieren und HCN-Strome aufzunehmen. Nach jeder
Hyperpolarisation wurde die Zelle fiir 250 ms auf V;,, = -60 mV geklemmt um ,,tail-Stréme*
zu messen. Bei -60 mV besitzen die HCN-Kandle eine gewisse Offenwahrscheinlichkeit,
zudem schliefen die Kanile bei -60 mV nur sehr langsam. Um die Kandle mdglichst schnell
zu schlieBen, wurde anschlieBend fiir 150 ms auf V,, = -10 mV depolarisiert. Nach weiteren
100 ms wurde der nichste Spannungsprung angewandt.

Um die HCN-Kanile ndher zu untersuchen, wurden zwei Parameter im Detail betrachtet: die
Aktivierungskinetik und die Strom-Spannungsbeziehung.

Die Aktivierungskinetik kann als Kriterium verwendet werden, um die HCN-Isoformen zu
bestimmen. Dazu wurde die Aktivierungskinetik im oben beschriebenen Protokoll im letzten
Sprung auf V,, = -135 mV bestimmt. Die Dauer von 500 ms war bei -135 mV ausreichend,
um HCNI1 vollstindig zu aktivieren und den stabilen Zustand zu erreichen. Die
Aktivierungskinetik wurde nur wéhrend der ersten Minute nach Erreichen der Ganzzell-
Konfiguration gemessen. Wéhrend dieser Zeit konnte kein erkennbarer ,,rundown® der HCN-
Kanalaktivitat festgestellt werden.

Der zweite Parameter, der im Detail untersucht wurde, war die Strom-Spannungsbeziehung.
Dazu wurden Familien von Spannungsspriingen von -10 bis -135 mV angelegt. Nach jeder
Hyperpolarisation wurde der ,tail-Strom™ bei -110 mV gemessen. Dann wurde die

Membranspannung auf V,, = -10 mV geklemmt, um die Kanéle zu schlieen. Die Protokolle
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variierten je nach Zelltyp in der Lange, dem Ausgangsniveau und der Schrittweite der
Spannungsfamilien.

In einigen Féllen wurden Zellen in der Strom-Klemme vermessen. Die Zelle wurde dabei
durch Strom-Injektion auf einem Membranpotential von -60 bis -70 mV gehalten. Dann
wurden Familien von Stromspriingen vorgegeben und die resultierende Membranspannung
gemessen. Die Stromspriinge hatten eine Schrittweite von -2.5 pA und wurden im FAST-
CLAMP Modus des Verstdrkers durchgefiihrt.

Die Zellen wurden wéhrend der Messung mit Biocytin und dem Farbstoff ,,Lucifer Yellow®,
bzw. Alexa 488 gefiillt. 4%

Nach der Ableitung wurden die Retinaschnitte in

Paraformaldehyd fixiert und immunhistochemisch geférbt.

Extrazellulire Losung Extrazellulires Intrazelluliire Losung
Substanzen (Hanks) Ames Medium [mM]
[mM] [mM]
NaCl 146,89 119,99 10,00
KC¢H;,0; - - 126,00
KCl 5,36 3,09 4,00
KPO, - 0,50 -
CaCl, 0,81 1,68 1,00
MgCl, 1,25 1,42 1,00
Hepes 10,00 10,00
D-Glukose 5,55 5,45 -
Phenolrot 0,03 - -
EGTA - - 10,00
ATP
1 mol Mg**/mol ) ) 1,00
GTP
3 mol Na“/mol ) ) 1,00
Lucifer Yellow (LY) 0,15
bzw. Alexa 488 ) ) bzw. 0,1
Biocytin - - 10,00
NaHCO; - 22,14 -
inkl. verschiedener
) Zusitze, wie Aminosiuren )
pH 7,4; mit NaOH pH 7.4; mit NaHCO; und pH 7,3; mit KOH
eingestellt begast mit Carbogen bei eingestellt
35°C eingestellt

Tab. 2.2.3: Extrazelluliire Hanks- und Ames-Lésungen und intrazelluléire Losung.

Bei Zugabe von z.B. 3 mM CsCl zur extrazelluldren Losung, wurde die entsprechende Menge an NaCl durch
CsCl ersetzt. Nernstpotentiale fiir die Kombination Hanks-Losung / intrazelluldre Losung: Na” = +69 mV; K =
-82 mV; ClI'=-55mV.

Die extra- und intrazelluldren Losungen beinhalteten Ionen unterschiedlicher Konzentration.
In der Badlosung herrscht eine hohe Cl-Konzentration, in der Pipettenlosung eine hohe
Glukonat-Konzentration. Die Mobilitdt von Cl ist deutlich héher als die von Glukonat. Dies

filhrt dazu, dass Cl entlang seines Konzentrationsgradienten vom Bad in die Pipette
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diffundiert. Dieser negative Strom erzeugt ein negatives Potential (Ubergangspotential oder
»liquid junction Potential®), das bei der Offset-Korrektur nach Eintauchen der Pipette ins Bad
manuell mit abgeglichen wird. Im Ganzzellmodus existiert dieses Ubergangspotential nicht
mehr, die Offset-Korrektur ist jetzt um den Betrag dieses Potentials ,,iiberkorrigiert*.

Das Potential wurde mit -10 mV gemessen (nach Neher, 1992). Der Wert, der mit dem
»Junction Potential Calculator* (Clampex 8, Axon Instruments) berechnet wurde, liegt bei -12
mV. Die Membranspannung wurde nachtriaglich um das gemessene Potential von -10 mV

korrigiert.

2.2.4 Bewertung der Spannungskontrolle

Bipolarzellen in der Mauseretina besitzen abhéngig vom Zelltyp Axone von 15 bis 60 pm
Linge und ungefdhr 1 um Durchmesser. Stibchenbipolarzellen besitzen das langste Axon mit
~ 60 um. Dies wirft die Frage auf, ob das Axonterminalsystem dieser Zellen richtig geklemmt
werden kann. Ausgehend von einer Zelloberfliche von 400 pm?®, einem Membranwiderstand
von 10 GQ, einem cytoplasmatischen Widerstand von 2 Q*m und einem Axondurchmesser
von 1 pum (Daten aus De la Villa et al., 1998) kann mit folgender Formel eine Léngskonstante

von 700 pm berechnet werden:

Rm - Membranwiderstand
A= /M Ri - cytoplasmatischer Widerstand
4RI A - Oberfliache der Zelle
- Axondurchmesser
A - Langskonstante

Bei einer Axonldnge von maximal 60 pm und einer Lingskonstante von 700 um erhélt man
einen Spannungsabfall von maximal 5 % in den distalen Bereichen der Zelle. Deshalb war es

nicht notwendig, den Spannungsabfall in der Zelle zu kompensieren.
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2.2.5 Datenanalyse

Die Daten wurden mit Clampfit 6 und Clampfit 8 Software (Axon Instruments) ausgewertet.
Die fertigen Abbildungen wurden mit Excel und Sigma Plot hergestellt.

Es wurden nur Zellen mit vernachldssigbarem Leckstrom und guten Eingangswiderstinden
ausgewertet. Diese lagen bei Stdbchen und Stébchenbipolarzellen iiber 1 GQ, bei Typ 5
Bipolarzellen um 700 MQ und bei HEK293-Zellen bei 300-800 MQ. Die Leckstrome wurden
nicht abgezogen. Alle Daten wurde nachtrdglich um das ,,liquid junction Potential* von -10
mV korrigiert (siche Kap. 2.2.3).

Die Aktivierungskinetik der HCN-Strome wurde mathematisch beschrieben, indem eine
einfach exponentielle Funktion an die spite ansteigende Phase der HCN-Strome bei Vy, =
-135 mV angepasst wurde (,,exponentieller Fit*). Die anfangliche Verzdgerung bis zum Start
dieser Phase wurde nicht mitgefittet. Zur Berechnung der Grée der HCN-Strome wurde die
Amplitude der instantanen Strome (zu Beginn des Sprungs) von der Amplitude des stabilen
Zustands am Ende des Sprungs abgezogen.

Zur Auswertung der Strom-Spannungsbeziehung wurden die ,,tail-Strome* als Funktion der

Spannung aufgetragen und mit der Boltzmann Funktion wie folgt gefittet:

Lmax I - tail-Strom,
A - Offset,
I=A+ —(Vm — V1/2)
Imax - maximaler Strom,
1 +exp S ,
Vi - angelegte Testspannung,
Vin - Spannung halbmaximaler Aktivierung,
s - Steigung der Boltzmann Funktion.

Die V;,-Werte aus verschiedenen Experimenten wurden gemittelt und ab n > 2 (n = Zahl der
Experimente) mit der Standardabweichung (+/-) angegeben. Zur graphischen Darstellung
wurden die tail-Strome aus jeder Messung auf den Maximalwert der Boltzmann Funktion
normiert. Die normierten tail-Strome wurden gemittelt und als Mittelwert mit
Standardabweichungen dargestellt. Der Fit der gemittelten Werte mit der Boltzmann Funktion

ergab sehr dhnliche Werte, wie die gemittelten Werte der individuellen Boltzmann Fits.
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2.2.6 ERG: Priparation dunkeladaptierter Retinae

Zur Durchfithrung von ERG-Experimenten (Elektro-Retinogramm) wurden Méiuse zur
Dunkeladaptation {iber Nacht, bezichungsweise fiir mindestens 2h in voéllige Dunkelheit
verbracht. Die Priparation der Retinae erfolgte wie unter 2.1.1 beschrieben, allerdings wurde
die Retina fiir die ERG-Experimente, nachdem sie am Filter festgesaugt wurde, in vier gleich
grof3e Teile geschnitten.

Die gesamte Praparation erfolgte in einem vollig abgedunkelten Raum mit Lichtschleuse. Zur
Praparation wurde ein Nachtsichtgerdt (Bushnell Pathfinder) mit Infrarot (IR)-Diode und
Infrarotkonverter verwendet. Die Pridparation wurde in Carbogen (95% O,, 5% CO,)
begastem Ames-Medium (Sigma, A1420-1L) (Tab. 2.2.3) durchgefiihrt. Die Schnitte wurden
in einer lichtdichten Kammer in zirkulierendem, Carbogen-begastem Ames-Medium bei RT
aufbewahrt. Auch der weitere Umgang mit den Schnitten erfolgte ausschlieBlich unter

Infrarot-Bedingungen.

2.2.7 In vitro ERG

Die ERGs in vitro wurden einer dhnlichen Kammer wie in 2.1.2 beschrieben, abgeleitet. Auf
dem Boden der Kammer war ein ringférmig gebogener Ag/AgCl-Draht als Referenzelektrode
angebracht. Die Lichtstimulation erfolgte wie in 2.2.8 beschrieben, von unten durch die Ose
der Referenzelektrode. Fiir die Experimente wurden die Filterstiicke mit dem Retinastiick, mit
den Photorezeptoren nach oben auf die Referenzelektrode gelegt. Als Ableitelektrode wurde
eine Glaspipette (~ 6 MQ) mit Ag/AgCl-Draht wie in 2.2.3. verwendet. Die Pipette wurde auf
Hohe der PhotorezeptorauBBensegmente eingestellt.

Die Messungen fanden in Carbogen-gesittigtem Ames-Medium statt. Als Pipettenldsung
wurde Hanks-Losung verwendet. Die Messungen wurden in der Strom-Klemme mit den unter
2.2.2. beschriebenen Gerdten durchgefiihrt. Die Daten wurden nach Tief-Pass-Filterung von 1
kHz mit einer Abtastrate von 2 kHz auf dem Rechner gespeichert. Zur Auswertung wurden

die Daten mit einem 50 Hz Gauss-Filter in Clampfit 8 digital nachgefiltert.



2 Material und Methoden 20

2.2.8 Die Lichtstimulation

In vitro ERG-Experimente wurden im selben Messstand wie unter 2.2.2 beschrieben
durchgefiihrt. Der Faraday’sche Kifig, in dem sich das Pridparat befand, konnte wiahrend der
Dunkelexperimente durch schwarze Vorhénge abgedunkelt werden, um Streulicht von aulen
abzuschirmen. Die Préparate wurden mit einer konventionellen Mikroskopleuchte durch einen
LangpaB3 IR-Filter (RG 850, Schott) beleuchtet und in IR-DIC Optik mit einer CCD-Kamera
(COHU 4910, S/W) auf einem Bildschirm dargestellt. Das hier verwendete IR-Licht hat
Wellenldngen tiber 850 nm und wird von den Polarisatoren, die in konventioneller DIC-Optik
verwendet werden, nicht mehr polarisiert. Deshalb wurden IR-Polarisatoren in Form von
Polarisations-Strahlenteiler-Wiirfeln (B. Halle Nachfl. GmbH, Berlin) verwendet. Die
gesamte IR-DIC Optik setzte sich zusammen aus einem Polarisations-Strahlenteiler-Wiirfel
unter dem Kondensor, einem ersten Prisma im Kondensor, einem zweiten Prisma hinter dem
Objektiv und einem zweiten Polarisations-Strahlenteiler-Wiirfel im Tubus des Mikroskops.
Die Experimente wurden in Carbogen-gesittigtem Ames-Medium bei 35°C durchgefiihrt. Der
Zulaufschlauch der Badperfusion in die Kammer flihrte durch ein Peltier-Element, mit dem
die Losung erwiarmt werden konnte. Das Peltier-Element wurde iiber ein Steuergerdt (LN
Temperature Controller) mit je einem Temperaturfithler im Bad und am Peltier-Element
reguliert.

Die Lichtstimulation erfolgte mit einer Glithlampe (Osram 6V) durch einen Bandpassfilter
von ca. 300 — 700 nm (BG 39, Schott). Durch einen Glasfaserlichtleiter wurde der Stimulus
iber den Polarisations-Strahlenteiler-Wiirfel von unten durch den Kondensor auf das Priparat
gespiegelt. Als Stimuli wurden Einzelblitze oder Blitzfolgen verwendet. Die Lange des
Lichtblitzes und die Frequenz der Blitzfolgen wurden mit einem Steuergerit (Uniblitz VMM-
T1, Shutter Driver/Timer) und einem Verschluss im Strahlengang (Uniblitz) vorgegeben. Als
kiirzeste Reizdauer konnten 3 ms eingestellt werden. Das Steuergerit wurde vom
Messrechner zeitgleich mit dem Beginn der Aufnahme gestartet. Die Helligkeit wurde durch
Einschieben von unterschiedlichen Graufiltern auf Werte zwischen 0,4 und 1735

Isomerisationen/Stibchen und Blitz eingestellt (siche Kap. 2.2.9).
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2.2.9 Kalibrierung des Lichtstimulus

Bei der gewihlten MeBanordnung musste der Lichtreiz von unten durch den Kondensor des
Mikroskops, den Kammerboden, den Millipore-Filter und durch die gesamte Retina hindurch,
bis die Photorezeptoren erreicht wurden. Der Lichtstimulus wurde mit dem Kondensor auf die
Ebene der Photorezeptoren scharf gestellt und hatte einen Durchmesser von ca. 350 pm. Um
die Leuchtdichte des Lichtreizes zu messen, wurde die experimentelle Anordnung wie folgt
imitiert.
Um eine ausgeleuchtete Fldche definierter GroB3e zu erhalten, wurde auf Glas derselben Dicke
wie der Kammerboden eine diinne Loch-Blende aus Aluminiumfolie gelegt. Die Brennebene
wurde mit dem Kondensor so justiert, dass die Blende optimal ausgeleuchtet wurde. Uber die
Blende wurde ein angefeuchteter Millipore-Filter gelegt, um die Situation in der mit Losung
gefiillten Kammer zu simulieren. Ein feuchter Filter zeigt eine 3- bis 4fach bessere
Lichtdurchldssigkeit als ein trockener Filter.
Die Energie des Lichtstimulus wurde mit einem Leistungsmessgerdt (Oriel 70260 mit
Messkopf 70282, LOT-Oriel, Darmstadt), eingestellt auf den Messbereich fiir
monochromatisches Licht bei 500 nm Wellenldnge vermessen. Dabei wurde angenommen,
dass das Spektrum des Lichtes im Bereich des Bandpassfilters symmetrisch um 500 nm liegt.
Die maximale, durch eine Lochblende von 0,3 mm Durchmesser, gemessene Leistung betrug
28,35 nW.
Die gemessene Leistung in Watt kann fiir die dunkeladaptierte Retina nach Wyszecki und
Stiles (1982) und Pugh et al. (1998) in Photonen pro Stdbchen umgerechnet werden:
1 scotopisches Lumen = 1/1700 Watt (bei 507 nm)

Desweiteren gilt: 1/1700 Watt = 1,5 x 10" Photonen/s
Die gemessene Leistung entspricht also 7,2 x 10'° Photonen/s (bei 507 nm).
Bei einer Lochblende von 0,3 mm Durchmesser und damit einer Flache von 0,07 mm? folgt
daraus eine Leuchtdichte von:

7.2 x 10'° Photonen/s : 0,07 mm?* = 1,03 x 10'® Photonen/sm?
Diese Leuchtdichte herrscht vor der Retina. Das Licht wird wiahrend des Durchgangs durch
die Retina abgeschwicht. Der Intensititsverlust wurde an zwei frisch isolierten Retinae
gemessen. Die Retinae wurden flach auf Objektriger ausgebreitet und wie Filter vor den
Messkopf des Leistungsmessgerites gehalten. Die Retinae absorbierten zwischen 15 und 35%

des auffallenden Lichts. Geht man zur Sicherheit von einem Lichtverlust von 35% aus,
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herrscht an den AuBensegmenten der Photorezeptoren eine Leuchtdichte von ca. 6,64 x 10"
Photonen/sm’.

Elektronenmikroskopische Untersuchungen an der Miuseretina ergaben einen Durchmesser
der StibchenauBensegmente von 1,4 pm (Carter-Dawson und LaVail, 1979). Unter
Berticksichtigung mehrerer Faktoren, wie der Dichte der Rhodopsinmolekiile im
Aullensegment und der Quanteneffizienz der Photoisomerisation, berechneten Lyubarsky et
al. (2004) einen effektiven Absorptionsquerschnitt eines Stabchenauflensegmentes von 0,87
umz. Bei einer Leuchtdichte von 6,64 x 10'” Photonen/sm” und einem Lichtblitz von 3 ms
Dauer entspricht dies 1735 Isomerisationen/Stabchen/Blitz. Um Lichtreize geringerer
Intensitdit zu applizieren, wurde die Intensitit mit entsprechenden Neutralfiltern
(Neutralfiltersatz NG 4, 9 und 11 mit unterschiedlichen Glasstdrken, Schott) abgeschwicht.

Die niedrigste eingestellte Intensitét lag bei 0,4 Isomerisationen/Stidbchen und Blitz.

2.3 Immunhistochemie

2.3.1 Immunhistochemischer Nachweis von Proteinen

Der Nachweis von Retinaproteinen erfolgte mit immunhistochemischen Methoden. Es
wurden sowohl monoklonale, als auch polyklonale Antikorper gegen die entsprechenden
Proteine verwendet. Die Erstantikorper (1.AK) wurden durch fluoreszenzgekoppelte
Zweitantikorper 2.AK detektiert. 2.AK sind spezifisch gegen die konstante Region des 1.AK
gerichtet, die fiir jede Spezies charakteristisch ist.

Es wurden drei Arten von Fluoreszenzfarbstoffen verwendet, die sich durch ihre
charakteristischen Anregungs- und Emissionsspektren unterscheiden. Alexa 488 und Cy2
werden mit blauem Licht angeregt und emittieren im griinen Bereich des Spektrums, Cy3
wird griin angeregt und emittiert rot, Cy5 wird rot angeregt und emittiert im roten-infraroten
Bereich des Spektrums. Durch entsprechende Kombination der 1.AK und 2.AK ist es

moglich, Zwei- und Dreifach-Farbungen anzufertigen.
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2.3.2 Immunhistochemie an der Retina

Maiuse wurden wie unter 2.1.1 beschrieben getotet und die Retina prépariert. AnschlieBend
wurde die Retina in 4 % Paraformaldehyd in Phosphatpuffer (PA) fiir 15 bis 30 min bei
Raumtemperatur (RT) fixiert. Danach wurde die Retina in 0,1 M Phosphatpuffer (PB; 19 mM
Na,HPOy4; 81 mM NaH,PO4; pH= 7,4) zweimal 20 min gewaschen. Anschlieend wurde die
Retina zur Kryoprotektion zuerst in 10% Saccharoselosung (in PB) fiir mind. 1 h und dann in
30% Saccharoselosung (in PB) iiber Nacht iiberfiihrt. Die Retina wurde danach in 30%
Saccharoselosung dem Augenbecher entnommen und zu einem Rechteck zurechtgeschnitten.
AnschlieBend wurde das Stiick flach in Gefriermedium (Tissue Tek, Sakura Finetek,

Zoeterwoude, NL) eingebettet, eingefroren und bei -80° Grad gelagert.

2.3.3 Anfertigung von Kryostatschnitten

Zur immunhistochemischen Farbung wurden die angefertigten Retinapréparate im Kryostaten
(2800 Frigocut-E, Reichert-Jung) in 20 um dicke Schnitte geschnitten. Die Schnitte wurden
senkrecht zur retinalen Schichtung angefertigt, auf gelatinisierten Objekttragern (Objekttrager
wurden in 0,5 %ige Gelatinelosung getaucht und getrocknet) aufgenommen und 20-30 min
bei RT getrocknet. Die Schnitte wurden anschlieBend bei -20° Grad gelagert. Zur
Uberpriifung der Gewebserhaltung wurden stichprobenartig Schnitte mit Richardson Blau
(0,5% Azur 2; 0,05% Methylenblau in 0,05 % Na,B40-) gefarbt und unter dem Mikroskop
betrachtet.

2.3.4 Immunhistochemische Farbung auf Kryostatschnitten

Zur Farbung wurden die tiefgefrorenen Schnitte aufgetaut und 20-30 min bei RT getrocknet.
Die Schnitte wurden auf dem Objekttrager mit einem Fettstift umrandet und in der Losung
,»CT*“ (siche Tab. 2.3.4.3) 1h bei RT vorinkubiert. Alle Inkubationen erfolgten in einer
feuchten Kammer, um Austrocknung der Schnitte zu vermeiden. AnschlieBend wurde die
Losung abgesaugt und die Schnitte wurden mit dem entsprechenden 1.AK (siche Tab.

2.3.4.1) iiber Nacht inkubiert. Die 1.AK wurden in der Inkubationslosung ,,CTA* (siche Tab.
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2.3.4.3), in den in Tab. 2.3.4.1 angegebenen Verdiinnungen auf das Gewebe pipettiert.
Sowohl CT, als auch CTA enthielten Triton-X-100. Dieses Detergens dient dazu, die
Zellmembran anzuldsen und dadurch fiir die AK permeabel zu machen.

Die Schnitte wurden anschlieBend 2 x 20 min mit PB gewaschen und fiir 1 h bei RT im
Dunkeln mit dem entsprechenden 2.AK inkubiert. Die 2. AK wurden in ,,CA* (siche Tab.
2.3.4.3) verdiinnt und auf die Schnitte pipettiert (Tab. 2.3.4.2). Die gefarbten Schnitte wurden
danach 2 x 20 min im Dunkeln mit PB gewaschen. AnschlieBend wurden sie mit einem
Deckglas und Eindeckmedium (Aqua Poly/Mount, Polysciences Inc., Warrington) versiegelt
und unter dem Konfokalen Laserscanning Mikroskop ausgewertet. Bei Doppel- bzw.

Dreifachfarbungen wurden die 1.AK bzw. die 2.AK gemischt auf die Schnitte aufgebracht.

1.AK-Bezeichnung | Antigen Herkunft | Verdiinnung | Bezugsquelle

anti HCN1 HCNI1 Kaninchen | 1/400 Alomone, Jerusalem, Israel
RTQ-7C3 HCNI1 Ratte 1/10 E. Kremmer, GSF, Miinchen, D
QQA-4A6 HCN2 Ratte 1/10 E. Kremmer, GSF, Miinchen, D
HCN3 HCN3 Kaninchen | 1/4000 R. Shigemoto, Okazaki, J
FPc73K HCN4 Kaninchen | 1/400 A. Scholten, IBI-1, Jilich, D
PKCa Proteinkinase C Kaninchen | 1/2000 Santa Cruz, Heidelberg, D

PKCa Proteinkinase C Maus 1/4000 BD Biosciences, San Jose, USA
CabP5 Ca’-bindendes Protein 5 Kaninchen | 1/1600 K. Palczewski, Washington, USA
CD15 Epitop CD15 Maus 1/50 Becton Dickinson, Heidelberg, D
NK3R Neurokinin-3 Rezeptor Kaninchen | 1/8000 Acris, Hiddenheim, D

Chat Cholinacetyltransferase Maus 1/400 Chemicon, Hofheim, D

Cal Calretinin Ziege 1/3000 Chemicon, Hofheim, D

GFP GFP Huhn 1/1000 Chemicon, Hofheim, D

Anti-LY biotinyliert | Lucifer Yellow Kaninchen | 1/200 Molecular Probes, Leiden, NL
PEA Erdnuf 1/200 Sigma, Miinchen, D

Tab. 2.3.4.1: 1.AK. Die 1.AK wurden in CTA verdiinnt. Bei ,,PEA* handelt es sich nicht um einen Antikorper,
sondern um ein biotinyliertes Lectin aus der ErdnuB}, das an Zapfenendfiile bindet.

Die Detektion der 2.AK erfolgte mit einem Konfokalen Laserscanning Mikroskop (Leica
TCS). Dazu wurde das jeweilige Fluorochrom der 2.AK mit einer spezifischen Wellenldnge
angeregt. Bei Doppel- und Dreifachfairbungen wurden Kontrollen durchgefiihrt, um

Kreuzreaktionen der 2.AK mit dem falschen 1.AK auszuschliefen. Dazu wurden



2 Material und Methoden 25

Kontrollfairbungen mit jeweils einem 1.AK, aber zwei, bzw. drei 2.AK durchgefiihrt. Um das
sog. ,,Durchbluten* zwischen den Detektionskanédlen bei Mehrfachfarbungen zu vermeiden,
wurde sequentiell gescannt, d.h. jeder Farbstoff wurde einzeln angeregt und detektiert.
AuBlerdem wurden nur schmalbandige Ausschnitte in den nicht iiberlappenden Bereichen der
Emmissionsspektren detektiert (siche Tab. 2.3.4.2).

Durch das konfokale Prinzip erhédlt man im Bild nur Informationen aus einer sehr diinnen
Schnittebene des Préparats. Diese ,,optischen Schnitte® waren unter den gewéhlten
experimentellen Bedingungen diinner als 1 um. Die meisten der gezeigten Abbildungen sind
solche optischen Schnitte. Bei einigen Priparaten wurden Stapel solcher Schnitte in Z-
Richtung angelegt, die dann auf eine Ebene ,projiziert“ wurden. Die Bilder wurden

anschlieBend in Corel Draw und Adobe Photoshop weiterverarbeitet.

2. AK Verdiinnung | Anregung | Detektion d. Bezugsquelle
[nm] Emission [nm]

d o rb Alexa 488 1/500 488 ~ 500-550 Molecular Probes, Leiden, NL
gt o tb Alexa 488 1/500 488 ~500-550 Molecular Probes, Leiden, NL
gt o rt Alexa 488 1/500 488 ~500-550 Molecular Probes, Leiden, NL
gt oo ms Alexa 488 1/500 488 ~500-550 Molecular Probes, Leiden, NL
d a ch Cy2 IgG/IgM 1/200 488 ~ 500-550 Molecular Probes, Leiden, NL
do gt Cy2 1/500 488 ~500-550 Dianova, Hamburg, D

gt oo ms Cy2 1/500 488 ~ 500-550 Dianova, Hamburg, D
darbCy3 1/500 543 ~ 580-620 Dianova, Hamburg, D

d ooms Cy3 1/100 543 ~ 580-620 Dianova, Hamburg, D

d o rb Cy5 1/100 633 ~ 660-760 Dianova, Hamburg, D

d aoms Cy5 1/100 633 ~ 660-760 Dianova, Hamburg, D
Streptavidin Alexa 488 | 1/1000 488 ~500-550 Molecular Probes, Leiden, NL
Streptavidin Alexa 647 | 1/100 633 ~ 660-760 Molecular Probes, Leiden, NL

Tab. 2.3.4.2: 2.AK. Die 2.AK wurden in CA verdiinnt. Angeregt wurde durch Laserlicht der angegebenen
Wellenldnge, der detektierte Bereich der Emission wurde durch Filter festgelegt. a: anti; d: donkey; gt: goat; ms:
mouse; rb: rabbit. Streptavidin ist kein Zweitantikorper. Es wird zum Nachweis biotinylierter Antikorper (oder
Lectine) verwendet.

Zur Féarbung von Ganzretinaprdparaten, Retinaschnitten und HEK293-Zellen wurde das
Férbeprotokoll entsprechend Tab. 2.3.4.3 variiert. Ganzretinapréparate wurden vor der

Antikorperinkubation wiederholt ein- und aufgetaut (,,gecrackt™). Dadurch bilden sich
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Eiskristalle, die die Zellmembranen durchléochern, was zu einer verbesserten
Antikorperpenetration fiihrt.
Inkubationsbedingungen: Losungen, Inkubationszeit
Inkubations- Retina
) HEK293-
schritte Retinaschnitte
Kryostatschnitte Ganzretina Zellen
CD15 Markierung
Fixierung PA /15 -30 min PA /30 min PA /15 min - PA /7 min
Waschen PB /2 x 20 min PB/2x20min | PB/2x20 min - PB /2 x 20 min
) 10% Sacch./1h 10% Sacch. / 1h - - -

Kryoprotektion

30% Sacch./i.N. | 30% Sacch. / ii.N. - - -
“Cracken” - 10x - - -
Prainkubation CT/1h CT/4h CT/2h - CT /20 min
Ilnk:Eaﬁon mit CTA /ii.N. CTA /4-5Tage | CTA/iN. oxy. Hanks / 1h CTA/1h
Waschen PB /2 x 20 min PB/2x2h PB /2 x 20 min | oxy. Hanks/2 x 10 min | PB /2 x 10 min
;nkxgaﬁon mit CA/lh CA /N, CA/12h oxy. Hanks /30 min | CA /30 min
Waschen PB /2 x 20 min PB/2x2h PB /2 x 20 min | oxy. Hanks/2 x 10 min | PB /2 x 10 min

Tab.2.3.4.3: Firbeprotokolle. ii.N.: {iber Nacht; Sacch.: Saccharose; oxy. Hanks: oxygenierte Hanks-Losung;
CT: 5% Chemiblocker (Chemicon); 0,5% Triton-X-100, in PB; CTA: 5% Chemiblocker; 0,5% Triton-X-100;
0,05% Natriumazid in PB; CA: 5% Chemiblocker; 0,05% Natriumazid in PB; PB: Phosphatpuffer; PA: 4%
Paraformaldehyd in PB.

2.3.5 Vormarkierung von Bipolarzellen im Schnitt

Um gezielt Bipolarzellen eines bestimmten Typs zu patchen, wurden diese Bipolarzelltypen

durch folgende Techniken vormarkiert.

Nach dem Protokoll in Tab. 2.3.4.3 konnten lebende Typ2 Bipolarzellen auf Schnitten mit

einem Antikdrper gegen CD15 gefarbt werden. Diese konnten dann durch Anregung mit

blauem Licht visualisiert und gezielt gepatcht werden. Auflerdem standen die transgenen

Mausestimme GUSg4GFP und Clomeleon-1 (siche Kap. 2.1.1) zur Verfiigung, in denen

Varianten des GFP in einigen retinalen Zelltypen exprimiert werden. Das GFP wurde in

Schnitten der transgenen Tiere mit Auflicht angeregt. GFP-positive Zelltypen konnten so

gezielt gepatcht werden.
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2.4 Heterologe Expression von HCN-Kanilen in HEK293-Zellen

Die heterologe Expression von Maus HCN1 wurde in HEK293-Zellen (Human Embryonic
Kidney cells, ECACC Nr. 85120602) durchgefiihrt. Die Zellen wurden in Petrischalen in
MEM Medium (Minimal Essential Medium, Invitrogen) mit dem Zusatz von 10 % FCS (fetal
calf serum), 2 mM L-Glutamin, 1 % Antibiotika/Antimykotika (Invitrogen) kultiviert.

Fiir die transiente Expression wurden die cDNAs in den Expressions-Vektor pcDNAI Amp
(Invitrogen) kloniert. Das HCN1-Kanal Konstrukt wurde mit einem Plasmid kotransfiziert,
das cDNA enthielt, die fiir GFP (pBOB1.5, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von
Thomas Hughes, Yale University, USA) kodierte. Das Maximum der Exzitation des GFP ist
durch die Mutation S65T zu 488 nm verschoben. Die Zellen, die GFP und HCNI
koexprimierten, konnten mit konventioneller Fluoreszenz-Optik betrachtet werden. Die Zellen
wurden transient, mit einer Mischung der beiden Vektoren, nach dem Kalziumphosphat-

Transfektions Protokoll (Chen und Okayama, 1987) transfiziert.

Stamm Losung Transfektionsmischung fiir & 5 cm Schalen
~4x10° Zellen
HCNI1-Kanal Konstrukt 0,6 - 1 pg DNA/ul 6-10 pg DNA HCN1-Kanal Konstrukt
GFP Konstrukt 0,5 pg DNA/ul + 1 ng DNA GFP Konstrukt
H,0 T auf4gladfgefalle
CaCl, 1M 41 pl
2 x BBS (pH 6,95)* 165 pl

Tab. 2.4: Losung zur Transfektion: *2 x BBS (pH 6,95) - 50 mM N,N,-bis-(2-Hydroxyethyl)-2-
Aminoethansulfonsdure (BES); 280 mM NacCl; 1,5 mM Na,HPO,

Die Transfektionsmischung wurde fiir 20 min (RT) inkubiert und dann in & 5 cm Petrischalen
mit logarithmisch wachsenden HEK293-Zellen (~ 4x10° Zellen mit 3 ml M10) pipettiert.
Wihrend einer 20-22 stiindigen Inkubation bei 35°C, 3 % CO; und 95 % Luftfeuchtigkeit
bildet sich ein Kalziumphosphat-DNA Prézipitat aus. Nach dem Waschen mit 3 ml PBS (RT)
wurden die Zellen mit 2 ml PBS/EDTA (0,5 % EDTA in PBS, pH 7,4) bei RT behandelt, um
das Prazipitat zu entfernen. Die Zellen wurden von der Schale mit 0,3 ml Trypsin/EDTA
(0,05 % Trypsin/0,02 % EDTA, Invitrogen) bei 37°C geldst und in 4,7 ml M10 resuspendiert.
Ungefdhr 300 pl der Zellsuspension wurden auf beschichtete Glaspléttchen in eine Multiwell-
Schale iiberfiihrt. Die Glasplittchen wurden vorher {iber Nacht mit Poly-L-Lysin (0,1 mg/ml
H,0, Sigma) beschichtet und waren von 200 pl M10 Medium bedeckt. Die Zellen wurden bei
37°C, 5 % CO; und 95 % Luftfeuchtigkeit fiir vier Stunden inkubiert. Dann wurde
Natriumbutyrat (0,5 M in PBS, Sigma) in der Endkonzentration von 3 mM zugegeben, um die
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Expression zu verstiarken. Die Zellen wurden an den folgenden beiden Tagen fiir Patch-clamp

Experimente verwendet.
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3. Ergebnisse

In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse der Untersuchung zur Expression und
Funktion von HCN-Kanidlen in der Maiuseretina gezeigt. In Kapitel 3.1 werden
Bipolarzelltypen immunhistochemisch mit Antikdrpermarkern identifiziert und quantifiziert,
sowie auf ihre Expression von HCN-Kanélen hin untersucht. Bipolarzellen werden in Kapitel
3.2 sowohl morphologisch, als auch elektrophysiologisch charakterisiert. AuBlerdem werden
ausgesuchte Zelltypen aus HCNI1-Knockouttieren untersucht. In Kapitel 3.3 werden
Elektroretinogramme von HCNI1-Knockoutmdusen und von Kontrolltieren miteinander

verglichen.

3.1 Immunhistochemie

3.1.1 Expression von HCN1-4 in der Miiuseretina

Die Verteilung der HCN-Kanidle wurde immunhistochemisch in Kryostatschnitten der
Maiuseretina mit monoklonalen und polyklonalen Antikdrpern untersucht. In Abb. 3.1.1.1 A
ist eine Ubersichtsaufnahme der Retina mit Differential-Interferenz-Kontrast Optik
dargestellt. B-E zeigen in einem vergleichbaren Ausschnitt die Verteilung der vier HCN-
Isoformen. Mit Antikorpern gegen HCNI1 erkennt man eine sehr kriftige Farbung in der
duBeren Retina (B). Gefirbt sind Innensegmente (IS), Somata (in der ONL) und
Axonterminalien (in der OPL) der Photorezeptoren. In der inneren Retina sind einige
Bipolarzellsomata mit Dendriten und Axonen HCN1-positiv (langer Pfeil). Bereits bei dieser
VergrofBerung wird deutlich, dass die Plasmamembran der Zelle, aber kaum das Zytoplasma
durch den Antikoérper gefdrbt wird. In der IPL sieht man eine deutliches Bandenmuster. Die
Bande 1 in der duBleren IPL wird wahrscheinlich von Dendriten von Amakrinzellen gebildet,
da diese Bande nicht von einem Antikorper gegen den vesikuldren Glutamat-Transporter 1
gefarbt wurde, der ein guter Marker fiir Axonterminalien von Bipolarzellen ist (Daten nicht

gezeigt). In der Mitte der IPL ist eine kriftige Bande (Pfeil 2) zu sehen. Bei hoher Auflosung
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siecht man, dass diese Bande von den Axonterminalien der HCNI1-positiven Bipolarzellen
gebildet wird. Am unteren Rand der IPL ist nur eine relativ schwache und diffuse HCNI1-
Féarbung zu erkennen (Pfeil 3). An der Grenze der INL zur IPL sind Amakrinzellsomata
HCNI-positiv (kurzer Pfeil). In der Ganglienzellschicht sind einige Ganglienzellsomata
HCN1-positiv  (Pfeilspitze) und man kann teilweise gefiarbte Axonbiindel in der

Nervenfaserschicht erkennen.
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Abb. 3.1.1.1: Immunhistochemische Lokalisation von HCN1-4.

A, DIC Ubersichtsaufnahme eines vertikalen Retinaschnittes.

B, Antikorper gegen HCN1 férben Photorezeptoren, einige Bipolarzellsomata (langer Pfeil) und mehrere Banden
in der IPL (durch Nummern bezeichnet), aulerdem werden Amakrinzellen (kurzer Pfeil) und Ganglienzellen
(Pfeilspitze) markiert.

C, HCN2 ist in der Retina nur sehr schwach exprimiert, meist werden nur einige Ganglienzellen (schwache
Férbung, hier nicht zu sehen), sowie Axonbiindel gefarbt.

D, Punktuelle Farbung gegen HCN3 in der IPL, ein Ganglienzellsoma ist mit einem kurzen Pfeil markiert.

E, Mit dem Antikdrper gegen HCN4 werden Somata (langer Pfeil), Dendriten und Axonterminalien (Pfeilspitze)
von wenigen Bipolarzellen angeférbt, auBerdem sind HCN4-positive Amakrinzellen zu erkennen (kurzer Pfeil).
OS: outer segments; IS: inner segments; OPL: outer plexiform layer; INL: inner nuclear layer; IPL: inner
plexiform layer; GCL: ganglion cell layer; NFL: nerve fibre layer.
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Die Farbung mit dem Antikorper gegen HCN2 (C) zeigt, dass HCN2 in der Miduseretina sehr
schwach exprimiert wird. Nur Axonbiindel in der NFL werden kriftig gefdrbt, auBerdem
konnen teilweise Ganglienzellen markiert werden (schwache Féarbung, in dieser Aufldsung
nicht zu sehen). Dies ist ein deutlicher Unterschied zur Rattenretina, in der HCN2 massiv in
der IPL exprimiert wird (Miiller et al., 2003).

In Abb. D ist die Farbung mit dem Antikorper gegen HCN3 gezeigt. Auch HCN3 wird in der
Retina wenig exprimiert. Man kann punktuelle Farbungen in der IPL beobachten, die
vermutlich von Fortsétzen von Amakrinzellen und Ganglienzellen stammen. Ein HCN3-
positives Ganglienzellsoma ist mit einem Pfeil markiert.

In der Antikorperfarbung gegen HCN4 (E) sind wenige Bipolarzellsomata (langer Pfeil) mit
Dendriten und eine deutliche Bande in der IPL (Pfeilspitze) zu erkennen. Diese Bande wird
von den Axonterminalien der HCN4-positiven Bipolarzellen gebildet. AuBerdem sind
teilweise Amakrinzellen (kurzer Pfeil) und Ganglienzellen HCN4-positiv.

Somit konnte gezeigt werden, dass von allen HCN-Isoformen in der MAiuseretina
iberwiegend HCNI exprimiert wird. HCNI wurde ebenso wie HCN4 in einigen
Bipolarzellen nachgewiesen. HCN2 und HCN3 konnten in Bipolarzellen nicht nachgewiesen
werden.

Um nun im Detail zu kldren, in welchen Bipolarzelltypen HCN1, bzw. HCN4 exprimiert
werden, wurden die HCN-Antikérper in Kombination mit Antikérpern eingesetzt, die
spezifisch einen oder mehrere Bipolarzelltypen markieren. Diese Bipolarzellen konnten dann
mit dem morphologischen Klassifikationsschema der 10 Bipolarzelltypen in der Méuseretina
(Ghosh et al., 2004) (Abb. 3.1.1.2) verglichen werden. In Doppelfarbungen konnen auBBerdem
Antikorpermarker verwendet werden, die definierte Banden (rot markiert) in der IPL farben.
Mit Hilfe dieser Banden ldsst sich die Stratifikationsebene vieler Bipolarzellen leichter

bestimmen.
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Abb. 3.1.1.2: Morphologische Klassifikation von Bipolarzellen in der Méuseretina.

Die Zapfenbipolarzellen sind mit den Nummern 1-9 bezeichnet, die Stibchenbipolarzelle befindet sich ganz
rechts (aus Ghosh et al., 2004). Die IPL lésst sich in fiinf Strata einteilen. Banden, die von Antikérpern markiert
und zur besseren Orientierung beniitzt werden, sind rot markiert.
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3.1.2 TypS Bipolarzellen exprimieren HCN1

In Abb. 3.1.2.1 A ist eine Aufnahme eines Vertikalschnitts der Retina, gefarbt mit dem
Antikorper gegen Calretinin, einem Kalzium bindenden Protein zu sehen. Calretinin wird in
der IPL in drei dendritischen Strata gefunden. Stratum 1 wird von Dendriten OFF-cholinerger
Amakrinzellen gebildet und wird im folgenden ,,OFF-cholinerge Bande* genannt. Stratum 3
stammt von den Dendriten der ON-cholinergen Amakrinzellen (,,ON-cholinerge Bande®).
Stratum 2 wird von den Dendriten NOS-immunoreaktiver (nitric oxid synthase)
Amakrinzellen (,,NOS-Bande*) gebildet (Haverkamp und Wissle, 2000; Ghosh et al., 2004).
AuBerdem werden Somata von Amakrin- und Ganglienzellen mitgefarbt (Pfeilspitzen). Die
Féarbung gegen Calretinin wird als Orientierungshilfe benutzt, um das Stratifikationsniveau
der Bipolarzellen in der IPL besser bestimmen zu konnen. Der Antikorper gegen das Kalzium
bindende Protein 5 (CabP5, B) ist ein bekannter Marker, mit dem drei Bipolarzelltypen
gefdrbt werden konnen (Haeseleer et al., 2000; Ghosh et al., 2004) die in unterschiedlichen
Ebenen der IPL stratifizieren (Pfeile). Dabei handelt es sich um die Typ3 und die Typ5
Bipolarzellen, sowie die Stdbchenbipolarzelle. Die Typ3 Bipolarzelle stratifiziert zwischen
der OFF-cholinergen Bande (1) und der NOS-Bande (2), die TypS Bipolarzelle terminiert
ober- bis innerhalb der ON-cholinergen Bande (3) und die Stdbchenbipolarzelle stratifiziert

mit ihren blasenartig verdickten Axonterminalien an der inneren Grenze der IPL.

Calretinin

(Projektion).

A, Der Antikorper gegen Calretinin markiert drei Banden in der IPL: die OFF-cholinerge Bande (1), die ON-
cholinerge Bande (3) und die NOS-Bande (2). AuBerdem werden Amakrin- und Ganglienzellsomata gefarbt
(Pfeilspitzen).

B, Der CabP5-Antikorper farbt drei Bipolarzelltypen: die Stibchenbipolarzelle, die TypS und die Typ3
Bipolarzelle.

C, Uberlagerung der Kaniile.
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Abb. 3.1.2.2 zeigt eine Dreifachfarbung im Vertikalschnitt der Retina, mit Antikorpern gegen
HCNI (A, griin), CabP5 (B, rot) und die o Isoform der Proteinkinase C (PKC) (C, blau),
sowie eine Uberlagerung der drei Kanile. Mit dem Antikdrper gegen CabP5 kénnen, wie in
Abb. 3.1.2.1 gezeigt, Typ3 (Pfeile 3), Typ5 (Pfeile 2) und Stébchenbipolarzellen (Pfeile 1)
gefarbt werden. In B ist eine in Soma, Axon und Axonterminalsystem CabP5-positive Typ5
Bipolarzelle markiert (Pfeile 2). Dieselbe Zelle ist in A auch durchgehend mit dem Antikorper
gegen HCN1 gefdrbt (Pfeile 2). Das Axon der Zelle endet in einer stark HCN1-positiven
Bande, die von den Axonterminalsystemen der Typ5 Bipolarzellen gebildet wird. Die
Kolokalisation der griinen Farbung (HCNI1) und der roten Féarbung (CabP5) fiihrt in der
Uberlagerung zu einem gelben Signal. Typ5 Bipolarzellen exprimieren also eindeutig HCNI1.
Stdbchenbipolarzellen werden mit dem Antikdrper gegen PKC markiert (Greferath et al.,
1990; Haverkamp und Wissle, 2000). In der Uberlagerung in D erscheinen die CabP5-
positiven und PKC-positiven Stiabchenbipolarzellen rot mit blauer Umrandung. Die Somata
der Stibchenbipolarzellen (C), sitzen an der Grenze zur OPL (Pfeil 1), die Axone terminieren
an der inneren Grenze der IPL (Pfeil 1). Die Axonterminalien dieser Zellen sind blasenartig
verdickt. Bei hoher Auflosung sieht man gelegentlich eine schwache HCNI-Férbung,
besonders am  Axonterminalsystem der  Stdbchenbipolarzelle (nicht  gezeigt).
Stidbchenbipolarzellen konnten also schwach HCN1 exprimieren. Dies wird in Kapitel 3.2.2.3
elektrophysiologisch verifiziert.

Die Typ3 Zellen (B, Pfeile 3) stratifizieren in der &uBeren IPL und sind HCN1-negativ.
Zusitzlich sind in A HCNl-positive Somata von Amakrinzellen (Pfeilspitze) und
Ganglienzellen zu erkennen (langer Pfeil). Die HCN1-positive Bande im dulleren Bereich der
IPL (A, kurzer Pfeil), sowie die HCN1-positive Bande unterhalb der Typ5 Bande stammen
nicht von Bipolarzellen. In Doppelfarbungen mit Antikérpern gegen HCN1 und gegen den
vesikuldren Glutamat-Transporter 1, einem guten Marker flir Bipolarzellterminalien, ergibt
sich keine Kolokalisation (nicht gezeigt). Vermutlich stammen die Fortsdtze von den HCN1-

positiven Amakrinzellen.
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Abb. 3.1.2.2: Dreifachfirbung mit Antikérpern gegen HCN1, CabP5 und PKC in der vertikal
geschnittenen Retina (Projektion).

A, HCN1-Féarbung. Mehrere Bipolar-, Amakrin- und Ganglienzellsomata sind gefarbt. In der IPL sind mehrere
HCN1-positive Banden zu erkennen.

B, Der CabP5-Antikorper farbt drei Bipolarzelltypen. Typ5 Bipolarzellen (Pfeile 3) sind HCN1-positiv, Typ3
Bipolarzellen (Pfeile 2) sind HCN1 negativ.

C, Der PKC-Antikorper markiert Stdbchenbipolarzellen (Pfeile 1). Diese stratifizieren an der Grenze zur
Ganglienzellschicht und besitzen charakteristische blasenartige Verdickungen am Axonterminalsystem.

D, Uberlagerung der Kaniile.

3.1.3 Typ3 Bipolarzellen exprimieren HCN4

Eine Doppelfarbung mit Antikérpern gegen HCN4 und Cholinacetyltransferase (Chat) ist in
Abb. 3.1.3 dargestellt. Der Antikorper gegen Chat (B) farbt die Somata und die Dendriten der

cholinergen Amakrinzellen, und damit die OFF- und die ON-cholinerge Bande an (diese
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Banden entsprechen der ersten und dritten Calretinin-positiven Bande, Vergleich Abb.
3.1.2.1). Der Pfeil in B markiert Blutgefie, die vom Zweitantikérper (anti-Maus) gefarbt
werden. Die Farbung gegen HCN4 zeigt eine Bipolarzelle, die direkt unterhalb der OFF-
cholinergen Bande stratifiziert (kurzer Pfeil). Der Vergleich mit dem Schema von Ghosh et al.
(2004) zeigt, dass es sich dabei um die Typ3 Bipolarzelle handelt. Zusétzlich sind HCN4-
gefarbte Amakrinzellsomata zu sehen (Pfeilspitze). Man beachte die starke Farbung der

Plasmamembran durch die HCN4-Antikorper. Aus den Abb. 3.1.2.2 und 3.1.3 ergibt sich

zusammengefasst, dass die Typ3 Bipolarzelle HCN1-negativ und HCN4-positiv ist.

Abb. 3.1.3: Doppelfirbung mit Antikérpern gegen HCN4 und Cholinacetyltransferase (Chat) in der
vertikal geschnittenen Retina (Projektion).

A, Der HCN4-Antikorper farbt Typ3 Bipolarzellen (Pfeil) und Amakrinzellen (Pfeilspitzen).

B, Der Chat-Antikdrper markiert Somata (Pfeilspitze), sowie zwei Banden in der IPL: Die OFF-cholinerge und
die ON-cholinerge Bande. Blutgefale werden vom Zweitantikorper geférbt.

C, Uberlagerung der Kaniile.

3.1.4 Typ2 und Typ3 Bipolarzellen

In Abb. 3.1.4 sind die Ergebnisse der Antikorperfairbungen gegen den Neurokinin-3 Rezeptor
(NK3R), das Epitop CD15 und Calretinin, bzw. Chat dargestellt.

A-C zeigt die Doppelfirbung gegen NK3R und Chat, sowie die Uberlagerung der beiden
Kanile. Die Farbung gegen NK3R (A) zeigt Bipolarzellen, die oberhalb der OFF-cholinergen
Bande (obere Bande in B) stratifizieren. Haverkamp et al. (2003) beschreiben zwei
unterschiedliche Klassen von NK3R-positiven OFF-Bipolarzellen. Nach dem Schema von

Ghosh et al. (2004), konnte es sich dabei um die Typ1 und die Typ2 Bipolarzelle handeln.
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A

Calretinin

Abb. 3.1.4: Doppelfirbungen mit Antikérpern gegen NK3R, CD15, Chat und Calretinin in der vertikal
geschnittenen Retina (Projektion).

A-C, NK3R-positive Bipolarzellen stratifizieren oberhalb der ON-cholinergen Bande.

D-F, CD15-positive Bipolarzellen stratifizieren ebenso oberhalb der ON-cholinergen Bande.

G-I, Der NK3R-Antikorper farbt die Bipolarzelltypen 1 (Pfeil 1 und 2) und 2 (Pfeil 3). Der CD15-Antikorper
markiert Typ2 Bipolarzellen (Pfeil 3).
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In D-F ist die Doppelfiarbung gegen CD15 und Calretinin gezeigt. Die Farbung gegen CD15
(D) (Andressen und Mai, 1997) zeigt Bipolarzellen, die oberhalb der OFF-cholinergen Bande
stratifizieren. Dabei kann es sich nach dem Bipolarzell-Schema nur entweder um Typl oder
Typ2 handeln.

Um zu iberprifen, ob mit dem Antikoérper gegen NK3R und CDI15 die gleichen
Bipolarzelltypen gefarbt werden, wurden beide Antikdrper in einer Doppelfdarbung eingesetzt
(G-I). In H sind drei NK3R-positive Bipolarzellen (Pfeile 1-3) zu sehen. Die mit 3
bezeichnete Zelle ist in G ebenfalls deutlich CD15-positiv. Die Zelle 2 ist mit dem Antikdrper
gegen CD15 nicht, die Zelle 1 nur sehr schwach gefarbt. Dies bestétigt die Vermutung, dass
der Antikorper gegen NK3R tatsdchlich zwei Typen von Bipolarzellen farbt: Ein Zelltyp ist
CDI15-positiv, der andere ist CDI15-negativ. Bei den CDI15- und NK3R-positiven
Bipolarzellen handelt es sich wahrscheinlich um den Typ2, da sie etwas tiefer stratifizieren als
die NK3R-positiven und CD15-negativen Zellen (Typ1).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der Antikorper gegen NK3R Typl und Typ2
Bipolarzellen farbt, wéhrend der Antikorper gegen CD15 nur Typ2 Bipolarzellen markiert.

In Doppelfarbungen mit den Antikorpern gegen HCN1 und CD15 bzw. NK3R konnte keine
Expression des HCN1-Kanals in Typl und Typ2 Bipolarzellen festgestellt werden (Daten
nicht gezeigt).

3.1.5 Die Mauslinie GUS3 4GFP exprimiert GFP in Typ7 Bipolarzellen

Bei der Mauslinie GUSg 4GFP wurde die cDNA fiir das griinfluoreszierende Protein (GFP) an
den Promotor fiir das G-Protein Gustducin gekoppelt (Wong et al., 1999). Gustducin wird in
der Retina nicht exprimiert (F. Miiller, personliche Mitteilung). Das Transgen geriet bei der
Integration in das Genom vermutlich unter die Kontrolle eines starken Promoters, der in der
Retina in einem Bipolarzelltyp abgelesen wird.

In Abb. 3.1.5 ist die Doppelfarbung mit einem Antikorper gegen GFP und gegen Calretinin in
Vertikalschnitten der Retina eines Tieres aus diesem transgenen Méusestamm zu sehen. In A
sind zwei Populationen von Bipolarzellen zu sehen. Ein Typ wird in Dendriten, Soma und
Axon bis in die Axonterminalien kréftig gefarbt (Pfeile) und stratifiziert direkt unterhalb der
ON-cholinergen Bande (kurze Pfeile). Das Axonterminalsystem ist relativ breit und
schmalbandig. Uber den Vergleich mit dem Bipolarzell-Schema wurde dieser Bipolarzelltyp
als Typ7 identifiziert. Ein zweiter Typ ist schwach gefarbt (Pfeilspitze). Wie spiter gezeigt
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wird, handelt es sich dabei um die Stibchenbipolarzelle (siehe 3.1.7.2). In Kap. 3.2.2.6 wird
elektrophysiologisch gezeigt, dass Typ7 Bipolarzellen HCN1-Kanile exprimieren.

Calretinin

Abb. 3.1.5: Doppelfirbung mit Antikérpern gegen GFP und Calretinin in der vertikal geschnittenen
Retina des transgenen Miusestamms GUSg GFP (Projektion).

A, Der GFP-Antikorper farbt Typ7 Bipolarzellen (Pfeile) und Stibchenbipolarzellen (Pfeilspitze).

B, Der Calretinin-Antikorper markiert drei Banden in der IPL, die unterste ist die ON-cholinerge Bande.

C, Uberlagerung der Kaniile.

3.1.6 Im Miusestamm Clomeleon-1 wird GFP in Typ9 Bipolarzellen exprimiert

In Abb. 3.1.6 ist die Doppelfirbung mit Antikérpern gegen GFP und Calretinin in
Clomeleon-1 Méusen gezeigt. Dieser transgene Méusestamm exprimiert unter Kontrolle des
Thy1 Promotors Clomeleon-1, ein Dimer aus GFP Molekiilen, die iiber eine Chlorid-sensitive
Polypeptidkette verbunden sind (Kuner und Augustine, 2000; Kuner et al., 2002) auch in der
Retina. Die Farbung mit dem Antikorper gegen GFP (A) zeigt eine Bipolarzelle, die nahe der
GCL stratifiziert (Pfeilspitzen). Das Axonterminalsystem ist sehr breit verzweigt, ebenso sind
Dendriten gefarbt. Man kann im Schnitt nicht erkennen, ob es sich dabei um Typ8 oder Typ9
handelt, da Fortsdtze von Amakrin- und Ganglienzellen in der IPL sehr kréftig gefarbt sind
und dadurch das Axonterminalsystem schlecht zu verfolgen ist. Haverkamp et al. ( 2005)
beschreiben diese Zelle als Typ9 Bipolarzelle. Wie spéter gezeigt wird (Abb. 3.1.7.4), wird
Clomeleon-1 noch in einem zusétzlichen Bipolarzelltyp exprimiert.

Wie in Abb. 3.1.1. zu sehen ist, wird in der inneren IPL, in der diese Zelle stratifiziert, schr
wenig HCN1 exprimiert. Auch elektrophysiologisch konnen keine HCN-Kanéle in dieser

Zelle nachgewiesen werden (3.2.2.7).
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A Clomeleon:z1 - Calretinin

-

Abb. 3.1.6: Doppelfirbung mit Antikérpern gegen GFP und Calretinin in der vertikal geschnittenen
Retina des transgenen Miusestamms Clomeleon-1 (Projektion).

A, Der GFP-Antikorper farbt Typ9 Bipolarzellen, die sehr breit am unteren Ende der IPL stratifizieren
(Pfeilspitzen).

B, Der Calretinin-Antikérper markiert drei Banden in der IPL.

C, Uberlagerung der Kaniile.

Durch die immunhistochemischen Farbungen auf Kryostatschnitten konnten mit spezifischen
Antikorpermarkern einige Bipolarzelltypen identifiziert werden. Durch Kombination mit
Antikorpern gegen die HCN-Isoformen konnte die Expression von HCNI1 in Typ5 und
Stabchenbipolarzellen, sowie von HCN4 in Typ3 Bipolarzellen nachgewiesen werden. Die
verschiedenen Antikérper werden im Folgenden nun benutzt, um Bipolarzellen in

Ganzretinapriparaten zu quantifizieren.

3.1.7 Quantifizierung der Bipolarzellen in Ganzretinapriparaten

In Abb. 3.1.7.1 ist eine Dreifachfarbung im Ganzretinapraparat mit Antikorpern gegen HCN1
(A, griin), CabP5 (D, rot) und PKC (C, blau) gezeigt. Die Abbildung zeigt eine Projektion
konfokaler Schnitte durch die INL.

Mit dem Antikdrper gegen CabP5 werden Somata von Stdbchenbipolarzellen, Typ3 und Typ5S
Bipolarzellen markiert (B). PKC ist besonders in der Zellmembran von Stiabchenbipolarzellen
zu finden (C). In der Uberlagerung (D) sind Stibchenbipolarzellsomata also rot und von
einem blauen Ring umgeben. Typ5 Bipolarzellen sind CabP5- und HCN1-positiv, aber PKC-
negativ (kurze Pfeile). In der Uberlagerung siecht man ein rotes Soma, das von einem griinen
Ring umgeben ist. Typ3 Bipolarzellen sind weder HCN1- noch PKC-positiv und erscheinen

in der Uberlagerung ausschlieBlich rot (lange Pfeile). Die so identifizierten Zelltypen wurden
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Abb. 3.1.7.1: Dreifachfarbung gegen HCN1, CabP5 und PKC im Ganzretinapriparat (Projektion).

A, Der HCN1-Antikdrper farbt TypS Bipolarzellsomata kréftig.

B, Der Antikdrper gegen CabP5 farbt Stabchenbipolarzellen, Typ3 und Typ5 Bipolarzellen.

C, Der PKC-Antikorper farbt Stabchenbipolarzellen.

D, Uberlagerung der Kanile; Stiibchenbipolarzelle: CabP5- und PKC-positiv; Typ5: CabP5- und HCN1-positiv,
PKC-negativ (kurze Pfeile); Typ3: CabP5-positiv, HCN1- und PKC-negativ (lange Pfeile).

in mehreren Feldern ausgezdhlt und die Zelldichte in Zellen/mm® umgerechnet. Die
Stibchenbipolarzelle hat mit 12227/mm? die hochste Dichte, die Typ5 Bipolarzellen wurden
mit 5004/mm?, die Typ3 Zellen mit 1787/mm? bestimmt (siche Tab. 3.1.7). Zusitzlich wurde
die Dichte der Typ3 und Typ5 Zellen auf die Dichte der Stibchenbipolarzellen bezogen, um
die Dichte in unterschiedlichen Retinae besser miteinander vergleichen zu kénnen. Auf 100
Stdbchenbipolarzellen kommen 13,6 Typ3 Zellen und 37,8 Typ5 Zellen. Auch bei allen
weiteren Quantifizierungen wurde stets eine Doppelfarbung gegen PKC gemacht und die

Dichte der ausgezihlten Zellen in Relation zu den Stiabchenbipolarzellen angegeben.
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Die Typ3 Bipolarzellen wurde auch in einer Farbung gegen HCN4 ausgezahlt (Farbung nicht
gezeigt). Damit stand fiir die Quantifizierung dieses Zelltyps ein zweiter AntikOrper zur

Verfiigung. Das Ergebnis liegt mit 1350/mm” nahe am Ergebnis aus der CabP5-Férbung.

In Ganzretinapraparaten der transgenen Maus-Linie GUSg 4GFP (Abb. 3.1.7.2) konnten Typ 7
Bipolarzellen durch Doppelfarbungen mit Antikérpern gegen GFP und PKC quantifiziert
werden. In A ist die Farbung mit dem Antikorper gegen GFP gezeigt. Man erkennt kréftig
gefdrbte (Pfeil) und schwach gefirbte (Pfeilspitze) Somata. Die schwach gefdrbten Somata
sind PKC-positiv (C), es handelt es sich also um Stédbchenbipolarzellen (Vergleich Abb.
3.1.5). Die kriftig GFP-positiven und PKC-negativen Somata sind Typ7 Bipolarzellen. Es
gibt Bereiche, in denen keine Typ7 Bipolarzellen gefarbt wurden (A, rechtes Rechteck) und
Bereiche, in denen viele Typ7 Bipolarzellen gefarbt wurden (A, linkes Rechteck). Im linken
Rechteck sind Typ7 Zellen gleichmiBig verteilt, das heiflt die Abstédnde zwischen zwei Zellen
sind jeweils dhnlich grof. Das ist charakteristisch fiir alle retinalen Zellpopulationen (Wissle
und Riemann, 1978; Wissle und Boycott, 1991). Man kann deshalb davon ausgehen, dass
auch in dem rechten Rechteck Typ7 Zellen vorhanden sind, die aber aus ungeklérten Griinden
kein GFP exprimieren. Bestimmt man die Dichte der Typ7 Zellen also in Feldern mit
,Lochern®, wie in Abb. 3.1.7.2 gezeigt, wird sie niedriger ausfallen (675/mm2), als sie in

Wirklichkeit ist. Werden dagegen nur solche Felder ausgezéhlt, in der die Typ7 Zellen

homogen verteilt sind (wie im linken Rechteck), ergibt sich eine mittlere Dichte von

2024/mm?.

Abb. 3.1.7.2: Doppelfirbung mit Antikérpern gegen GFP (Projektion) und PKC im Ganzretinapriiparat
der GUS; GFP-Linie.

A, Der GFP-Antikorper farbt Typ7 Bipolarzellen (Pfeil) und Stdbchenbipolarzellen (Pfeilspitze). Es gibt
Bereiche, in denen viele Typ7 Zellen (linkes Rechteck) bzw. wenige Typ7 Zellen (rechtes Rechteck) geféarbt
wurden.

B, Der Antikdrper gegen PKC farbt Stédbchenbipolarzellen.

C, Uberlagerung der Kaniile.
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Die GFP-Farbung wurde als Projektion dargestellt, die PKC-Féarbung, aus Griinden der
Ubersicht, nur als einzelner optischer Schnitt. Deshalb wirken die PKC-positiven

Stdbchenbipolarzellen teilweise inhomogen verteilt. Dies war aber nicht der Fall.

In Abb. 3.1.7.3 ist die Doppelfarbung mit Antikdrpern gegen GFP und PKC in einem
Ganzretinaprdparaten einer Clomeleon-1 Maus gezeigt. Die GFP-positiven Zellen wurden
nach Haverkamp et al. (2005) als Typ9 Zellen klassifiziert (Abb. 3.1.6). Man sieht in A, dass
der Dendritenbaum der Typ9 Bipolarzellen sehr grof8 ist. Typ9 Zellen verschalten
wahrscheinlich ausschlieBlich mit Blauzapfen (Haverkamp et al., 2005). Da dieser Zapfentyp
sehr selten ist (5 % aller Zapfen) miissen diese Blauzapfen-Bipolarzellen einen sehr groen
Dendritenbaum besitzen, um mehrere Zapfen gleichzeitig zu erreichen. Dies ist bei der Typ9
Zelle der Fall. Die Quantifizierung fiir Typ9 ergab 516 Zellen/mm®. Die Dichte der Typ9
Zellen ist sehr gering, wie es zu erwarten wire, wenn dieser Zelltyp nur mit den seltenen
Blauzapfen verschaltet. Die kurz vor Abschluf3 der Arbeit erschienene Verodffentlichung von

Haverkamp et al. (2005) gibt die Dichte der Typ9 Bipolarzellen mit 300 bis 600/mm’ an.

Dieser Wert deckt sich gut mit meinen Daten.

Abb. 3.1.7.3: Doppelfirbung mit Antikérpern gegen GFP (Projektion) und PKC im Ganzretinapriparat
der Clomeleon-1 Linie.

A, Der GFP-Antikorper farbt Typ9 Bipolarzellen mit sehr langen Dendriten.

B, Der Antikorper gegen PKC farbt Stédbchenbipolarzellen.

C, Uberlagerung der Kaniile.

Abb. 3.1.7.4 zeigt eine Ubersichtsaufnahme im Ganzretinapriparat eines Clomeleon-1 Tieres.
Man sieht neben der Farbung mit dem Antikorper gegen GFP (griin) eine Farbung durch
ErdnuBagglutinin (PEA, rot), das an die Zapfenendfiie bindet. In der Mitte sieht man eine
GFP-positive Bipolarzelle mit einem sehr groBen Dendritenbaum. Diese Bipolarzelle scheint
sehr gezielt nur einige wenige ZapfenendfiiBe zu kontaktieren (Pfeilspitzen). Dabei wird es

sich wahrscheinlich um die seltenen Blauzapfen handeln. Einige Fortsdtze der Bipolarzelle



3 Ergebnisse 43

scheinen ,,blind“ zu enden und keine Kontakte zu machen (kurze Pfeile). Dies wurde schon
von Blauzapfen-Bipolarzellen in der Maus (Haverkamp et al., 2005) und im Affen (Kouyama
und Marshak, 1992; Wissle et al., 1994; Herr et al., 2003) beschrieben und ist eventuell
darauf zurlickzufiihren, dass diese Fortsdtze keine Blauzapfen erreichen konnten. Eine andere
GFP-positive Bipolarzelle, mit einem Kreis markiert, besitzt sehr viel kiirzere Dendriten und
scheint alle Zapfenendfiiie in ihrer unmittelbaren Ndhe zu kontaktieren. Bei dieser Zelle muss
es sich um einen anderen Bipolarzelltyp handeln. Damit scheinen in dieser Mauslinie
mindestens zwei Bipolarzelltypen Clomeleon-1 zu exprimieren. Die Identitit des zweiten
Bipolarzelltyps ist unklar. Durch die starke Clomeleon-1 Expression in der IPL konnte das
Stratifikationsniveau dieses zweiten Bipolarzelltyps nicht bestimmt werden (siehe 3.1.6). Im
Ganzretinapriparat konnte der zweite Bipolarzelltyp nicht getrennt quantifiziert werden, da
die Dendriten nicht immer deutlich gefarbt waren. Es ist auerdem unklar, ob von diesem

zweiten Typ alle Zellen Clomeleon-1 exprimieren oder nur einige.

. Clomeleon-1/ PEA

Abb. 3.1.7.4: Doppelfirbung GFP/PEA im Ganzretinapriparat der Clomeleon-1 Linie (Projektion).

PEA (Peanutagglutinin) farbt ZapfenendfiilBe (rot). Mit dem GFP-Antikdrper (griin) koénnen zwei
Bipolarzelltypen markiert werden. Ein Typ in der Mitte besitzt einen sehr groBen Dendritenbaum und kontaktiert
gezielt nur wenige Zapfenendfiie (Pfeilspitzen), bei denen es sich wahrscheinlich um Blauzapfen handelt.
Einige Fortsdtze enden ,,blind“ (kurze Pfeile). Bei diesem Bipolarzelltypen handelt es sich um die Typ9
Bipolarzelle. Ein anderer, nicht identifizierbarer Bipolarzelltyp kontaktiert alle Zapfenendfiille in seiner
unmittelbaren Umgebung (Kreis).
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Zelltyp Marker | Tiere | Felder | Zellen/mm’ Typ X/ | HCN-
SB Kanal
[%]
Stibchenbipolarzelle (SB) | PKC+ | 5 19 122271460 - HCNI
Typ 1 +2 NK3R+| 2 6 23824501 18,6 -
HCN4 + | 1 3 13504390 11,1 | HCN4
Typ3 gﬁ; : 2 4 17874225 136 | HEN4
Typ 5 gg;; . 2 4 5004£1010 | 37,8 | HCNI
Typ 7 GFP + 1 47" 20244376 17,7 | HCNI
Typ9 GFP+ | 2 6 516+154 4,1 -

Tab. 3.1.7: Quantifizierung einzelner Bipolarzelltypen im Ganzretinapriparat.

Einzelne Bipolarzelltypen wurden durch Kombination von Antikdrpermarkern im Ganzretinapraparat
identifiziert und ausgezihlt. Die Zellzahl der markierten Typen wurde auf die Zahl der Stibchenbipolarzellen im
jeweiligen Retinaausschnitt normiert. Insgesamt wurden 7146 Zellen ausgezéhlt.

" Jedes ausgezihlte Feld hatte eine Fliche von 0,025 mm®.

" Die FeldgroBe betrug 0,0018 mm®.

™ Wahrscheinlich wurde die Typ9 Zelle zusammen mit einem anderen Bipolarzelltyp ausgezihlt.

Die Dichten der verschiedenen Bipolarzelltypen sind in Tab. 3.1.7 zusammengefasst. Die
Quantifizierung der Bipolarzellen zeigte, dass die Stibchenbipolarzelle am hédufigsten und die
Typ5 Bipolarzelle am zweithdufigsten ist, gefolgt von der Typ7 und Typ3 Bipolarzelle. Typl
und Typ2 Bipolarzellen konnten nur mit dem Antikdrper gegen NK3R gefarbt und zusammen
quantifiziert werden, da der Antikorper gegen CD15 im Ganzretinapridparat zu schwach férbt,
um Typ2 Bipolarzellen getrennt auszuzéhlen. Am seltensten sind Typ9 Bipolarzellen.

Die folgenden elektrophysiologischen Messungen werden in erster Linie an

Stidbchenbipolarzellen und Typ5 Bipolarzellen durchgefiihrt.
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3.2 Einzelzell-Elektrophysiologie

In den folgenden Kapiteln werden die Eigenschaften von HCNI1-Kanilen
elektrophysiologisch in einem heterologen Expressionssystem untersucht und mit HCNI1-
Kanilen von Zellen in Retinaschnitten verglichen. Die Messungen wurden unter identischen
Bedingungen durchgefiihrt. Dabei wurden zwei Parameter im Detail betrachtet: die
Aktivierungskinetik und die Strom-Spannungsbeziehung. Unter denselben Bedingungen
wurden retinale Zellen aus HCN1-Knockouttieren untersucht. Auflerdem wurden retinale
Zellen aus den Mausestimmen C57B1/6 und SV129 sowie aus Maiusen, die aus einer
Kreuzung beider Stamme resultieren und den gemischten genetischen Hintergrund ,,C57SV*
haben, elektrophysiologisch miteinander verglichen. Alle Untersuchungen in diesem Kapitel

wurden bei RT durchgefiihrt.

3.2.1 HCN1 in HEK293-Zellen

In Abb. 3.2.1 sind Patch-clamp Messungen von HEK293-Zellen im Ganzzell-Modus
dargestellt. Der HCN1-Kanal aus der Maus (msHCN1) wurde in diesen Zellen heterolog
exprimiert. A zeigt oben das applizierte Spannungsprotokoll. Die Membranspannung der
Zelle (V) wurde auf Vp,, = -10 mV geklemmt. Ausgehend von V,, = -30 mV wurde eine
Familie von acht hyperpolarisierenden Spannungsspriingen von -15 mV Schrittweite und
1000 ms Dauer angelegt, um HCN-Kanile zu aktivieren. AnschlieBend wurden die Zelle auf
Vi = +20 mV depolarisiert, um die HCN1-Kanéle zu schlielen, und danach wieder bei V;,, =
-10 mV gehalten. Bei den ersten beiden Spannungsspriingen auf Vy, = -30, bzw. -45 mV zeigt
sich keine Anderung in der Stromamplitude (A). Die Stromspuren liegen iibereinander. Ab
dem dritten Spannungssprung auf V,, = -60 mV kann ein langsam aktivierender Strom
beobachtet werden, der durch zunehmende Hyperpolarisation gréer und schneller wird - der
HCNI-Strom.

Hyperpolarisierende Spriinge erzeugen kleine instantane Einwérts-Strome, denen Strome mit
sigmoidalem Verlauf folgen. Der sigmoidale Verlauf spricht fiir eine komplexe
Aktivierungskinetik in mehreren Schritten und ist charakteristisch fiir HCN-Strome (Kaupp
und Seifert, 2001). In HEK293-Zellen ist der sigmoidale Verlauf der HCN-Strome nicht sehr

gut zu beobachten. Wie spiter gezeigt wird, ist dieser Verlauf in einigen retinalen Zellen
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ausgepragter und besser zu sehen (Abb. 3.2.2.3 und 3.2.2.4).

Nachdem die Zelle auf V,, = +20 mV geklemmt wurde, sicht man Auswirtsstrome, so
genannte ,tail-Strome* der sich langsam schlieBenden HCN-Kandle. Die Amplitude ist
abhingig vom Grad der vorhergehenden Hyperpolarisation. Wahrend der Hyperpolarisation
wird der Einwirtstrom in erster Linie von Na' getragen. Der tail-Strom ist auswirts gerichtet,
da die angelegte Spannung positiver als das Umkehrpotential der HCN-Kanéle ist. Der
HCNI1-Strom wird durch 3 mM extrazellulires Cs™ geblockt (B, Vi, = -120 mV). Dieser
Block ist reversibel und gilt als ein Erkennungsmerkmal fiir HCN-Strome.

Die Aktivierungskinetik, sowie die Kinetik der tail-Strdme sind stark spannungsabhingig.
Vernachldssigt man die Verzogerung und betrachtet nur die langsam ansteigende Phase des
Stromes, so kann man diese mathematisch mit einer einfachen oder einer zweifachen
Exponentialfunktion beschreiben (,,exponentieller Fit*). Eine multiphasische Kinetik kann auf
mehrere ,,gating*-Prozessen innerhalb des Kanals zuriickzufiihren sein (zur Ubersicht: Kaupp
und Seifert, 2001). In einigen Veroffentlichungen wird ein einfach exponentieller Fit
verwendet, um die Aktivierungskinetik der HCN-Kanéle zu beschreiben (Santoro et al., 1998;
Seifert et al., 1999; Ishii et al., 2001; Moosmang et al., 2001; Ludwig et al., 1998). In anderen
Verdffentlichungen wird ein exponentieller Fit mit zwei Komponenten beniitzt (Santoro et al.,
2000; Moroni et al., 2000; Ulens und Tytgat, 2001a; Chen et al., 2001).

In C ist der letzte Sprung des Protokolls aus A (V, = -135 mV) in einer anderen Skalierung
zu sehen. Diese Stromspur wurde zum einen zweifach (oben) und zum anderen einfach
(unten) exponentiell gefittet. Der zweifach exponentielle Fit beschreibt die Kurve sehr gut.
Aus insgesamt acht Zellen wurde eine erste Zeitkonstante von t; = 26+6 ms ermittelt. Die
erste Komponente des zweifach exponentiellen Fits trigt zu 57+8% zum gesamten HCN-
Strom bei. Die zweite Zeitkonstante 1, liegt bei 123434 ms. Die zweite Komponente tragt zu
43+8% zum Gesamtstrom bei. Die Zeitkonstante gibt an, zu welchem Zeitpunkt der Strom ~
63% seiner maximalen Amplitude erreicht. Bei der einfach exponentiellen Funktion wird die
Kurve systematisch schwach {iiber- bzw. unterfittet (Pfeilspitzen). Die resultierende
Zeitkonstante liegt bei T = 6011 (n = 8) und damit ungefdhr im Bereich der Zeitkonstanten
von 100 bis 300 ms, die von anderen Autoren bei V, = -130 bis -100 mV fir HCN1
angegeben werden. Fiir HCN2 werden Zeitkonstanten von 200 bis 500 ms (V,, = -140 bis
-100 mV); fiir HCN4 von mehreren hundert Millisekunden (Vy,, = -150 mV) bis zu 30
Sekunden (V, =-70 mV) genannt (Kaupp und Seifert, 2001; Ivanova, 2003).

AuBler der Aktivierungskinetik wurde noch ein zweiter Parameter analysiert: die Strom-

Spannungsbeziehung. Eine Kennzahl dafiir ist der V,,-Wert. Dieser Wert gibt die
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Abb. 3.2.1: Heterolog exprimierter msHCN1 in HEK293-Zellen.

A, Spannungsprotokoll; Haltespannung = -10mV; ausgehend von V,, = -30 mV wurden hyperpolarisierende
Spannungsspriingen von - 15 mV Schrittweite bis maximal V, = -135 mV von 1000 ms Dauer appliziert; nach
jeder Hyperpolarisation folgte ein 700 ms langer Sprung auf + 20 mV, um die Kanile vollstidndig zu schlieen.
B, HCNI1 wird reversibel durch 3 mM Cs" blockiert (V,, = -120 mV).

C, Die letzte Stromspur aus A (V,, = -135 mV) wurde sowohl zweifach (oben) und als auch einfach (unten)
exponentiell gefittet. Der zweifach exponentielle Fit beschreibt die Kurve sehr gut (t; = 29 ms (61 %), 1, = 118
ms (39 %). Bei der einfach exponentiellen Funktion (t = 61 ms) wird die Kurve systematisch leicht iiber- bzw.
unterfittet (Pfeilspitzen).

D, Messung der Strom-Spannungsbeziehung, die Zellen wurden auf V,, = -15 mV geklemmt und in
Spannungsfamilien von -10 mV Schrittweite bis auf V,,, =-135 mV (1500 ms) hyperpolarisiert. Stromamplituden
wurden bei V, = -110 mV (Pfeil) gemessen. Am Ende des Sprunges wurde die Zelle fiir 800 ms auf -10 mV
depolarisiert, um alle HCN1-Kanile zu schlieBen.

E, Die Strom-Spannungsbeziehung in HEK293-Zellen: V,, = -69,1£3,7 mV, s = 8,3£1,8 mV, n=4.



3 Ergebnisse 48

Membranspannung an, bei der die relative Offenwahrscheinlichkeit der Kanéle 0,5 betrégt. Es
ist kompliziert, die Strom-Spannungsbezichung wihrend der Hyperpolarisation zu
bestimmen, da dabei sowohl die Offenwahrscheinlichkeit der Kanile als auch die
elektromotorische Kraft verdndert werden. Man nutzt fiir die Messung der Strom-
Spannungsbeziehung die Tatsache, dass die Kinetik der HCN-Kanile langsam ist. Die Zellen
werden in einer Familie von Spannungsspriingen hyperpolarisiert und dann jeweils auf V,, =
-110 mV geklemmt. Bei dieser Spannung werden alle Messungen durchgefiihrt, damit die
elektromotorische Kraft stets gleich groB3 ist. Die Stromamplitude wird in den ersten
Millisekunden dieses Sprungs gemessen (Pfeil), denn die Kanéle besitzen dann noch die
Offenwahrscheinlichkeit, die sie bei der vorausgehenden Hyperpolarisation hatten.

Die Amplituden der tail-Strome werden gegen die Membranspannung der vorausgehenden
Hyperpolarisationen aufgetragen. Die Strom-Spannungsbeziehung wurde mit der Boltzmann-
Funktion gefittet (siche Kap. 2.2.5) und in E abgebildet. Das V;, von HCN1 in HEK293-
Zellen liegt bei -69,1£3,7 mV bei einer Steigung von 8,3£1,8 mV. Von anderen
Arbeitsgruppen wird ein V,-Wert fir HCN1 von -72 bis -60 mV fiir HCNI1 angegeben
(Santoro et al., 2000; Ishii et al., 2001; Ulens und Tytgat, 2001b; Chen et al., 2001).

3.2.2 Untersuchung an retinalen Zellen des Miusestammes C57B1/6

Die folgenden elektrophysiologischen Untersuchungen wurden an Stdbchen und Bipolarzellen
im Schnittpriparat von Méuseretinae des Stammes C57Bl/6 durchgefiihrt. Mause des
Stammes C57Bl/6 werden als Standard fiir elektrophysiologische Untersuchungen verwendet.
Die Zellen wurden wihrend der Messungen im Ganzzell-Modus mit den Farbstoffen Lucifer
Yellow (LY), bzw. Alexa 488 und Biocytin gefiillt. Nach Ende der Ableitung wurden die
Schnitte mit Paraformaldehyd fixiert und immunhistochemisch weiterverarbeitet. LY wurde
durch eine Fiarbung mit Antikdrpern gegen LY, Biocytin durch Streptavidin-Alexa 488
nachgewiesen. Die Zellen wurden nach dem Klassifikationsschema nach Ghosh et al. (2004)

morphologisch klassifiziert.
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3.2.2.1 Photorezeptoren exprimieren HCN1

Wie schon in Abb 3.1.1.1 B gezeigt wurde, exprimieren Photorezeptoren sehr kraftig HCN1
in Innensegmenten, Somata und Axonterminalsystemen. Die ersten HCN-Strome wurden
1978 von Fain et al. in der Retina in Stdbchen beschrieben. Die Retina von Maiusen ist
dominiert von Stibchen. Nur ~ 3% aller Photorezeptoren sind Zapfen (Jeon et al., 1998).
Zapfen wurden in dieser Arbeit nicht abgeleitet.

In Abb. 3.2.2.1 A ist das Spannungsprotokoll zu sehen. Die Zelle wurde auf eine
Membranspannung von V,, = -60 mV geklemmt. Davon ausgehend wurde eine Familie von
sechs hyperpolarisierenden Spriingen von -15 mV Schrittweite und 500 ms Dauer angelegt.
AnschlieBend erfolgte ein Sprung zuriick auf V,, = -60 mV (250 ms), gefolgt von einem
Sprung auf V,, =-10 mV (150 ms) um die Kanile zu schlieBen. Nach weiteren 100 ms bei V,
= -60 mV erfolgte der ndchste Spannungssprung. Dieses Protokoll wurde bei allen retinalen
Zellen verwendet und wird im Folgenden als ,,Standardprotokoll* bezeichnet.

In der Spannungsklemme reagieren die Stdbchen auf hyperpolarisierende Spriinge mit
instantanen Stromen (Pfeilspitze), gefolgt von langsam aktivierenden HCN-Stromen (Pfeil).
Bei allen untersuchten retinalen Zellen wurden bei Hyperpolarisation instantane Strome
beobachtet, deren Amplituden sich von Zelltyp zu Zelltyp unterscheiden. Die instantanen
Strome wurden nicht genauer analysiert, aber einiges spricht dafiir, dass sie von
einwirtsgleichrichtenden K'-Kanilen herrithren und nicht von HCN-Kanilen. In Typ5
Bipolarzellen der Maus (eigene Beobachtung, nicht gezeigt) und in Stibchen der Ratte
(Ivanova, 2003) konnten die instantanen Stréme durch Ba®" blockiert werden. In Zellen aus
HCN1-Knockoutmiusen fehlen die HCNI1-Strome, die instantanen Strome sind aber
weitgehend unverindert (siche Kap. 3.2.3.2).

Zur Messung der HCN-Stromamplitude wurde die Amplitude des instantanen Stroms von der
Amplitude des Stroms am Ende der Hyperpolarisation auf V,, =-135 mV abgezogen.

Die HCN-Strome in Stabchen konnten bei Vi, = -135 mV gut mit einer einfach exponentiellen
Funktion mit der Zeitkonstanten T = 29+6 ms gefittet werden (Amplitude: -39+11 pA, n=12).
Diese Zeitkonstante ist deutlich schneller, als fiir HCN1 in HEK293-Zellen (t = 60£11 ms).
Die HCN-Strome konnten in allen untersuchten retinalen Zelltypen zufriedenstellend einfach
exponentiell beschrieben werden. Im weiteren Verlauf der Arbeit werden die Verldufe der
HCN-Strome retinaler Zellen nur einfach exponentiell gefittet und mit der Zeitkonstante des
einfach exponentiellen Fits aus den HEK293-Zellen verglichen. Die schnelle HCN1-dhnliche

Kinetik der HCN-Strome in Stdbchen stimmt gut mit der starken HCN1-Immunfluoreszenz
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iiberein. Nach dem Sprung auf V,, = -60 mV konnten kleine transiente tail-Stréme gemessen
werden. Diese sind auf das langsame SchlieBen der HCN-Kanéle zuriickzufiihren.

Wihrend des Sprungs auf Vi, = +10 mV werden kleine Auswértsstrome gemessen. Diese sind
wahrscheinlich auf K'-Kanile zuriickzufiihren die schon friiher in Photorezeptoren
beschrieben wurden (Wollmuth, 1994).

Sowohl die instantanen Strome als auch die HCN1-Strome in Stdbchen werden reversibel
durch 3 mM extrazellulires Cs” geblockt (B). Cs™ blockt auch einwirtsrektifizierende K'-
Kanile und somit den instantanen Strom. Durch Cs” kénnen HCN-Kanile deshalb nicht von

einwartsrektifizierenden K -Kanélen unterschieden werden.
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Abb. 3.2.2.1: Hyperpolarisationsaktivierte Strome in Stiibchen.

A, Messung der Aktivierungskinetik: Haltespannung V., = -60mV; hyperpolarisierende Spannungsspriinge von
-60 bis -135 mV von 500 ms Dauer wurden appliziert. Dies fiihrte zu instantanen Stromen (Pfeilspitze) und
HCN-Stromen (Pfeil). Nach jeder Hyperpolarisation folgte ein 250 ms langer Sprung auf -60 mV um tail-Strome
zu messen, danach wurde die Zelle fiir 150 ms auf V,;, = -10 mV geklemmt, um die Kanéle vollstindig zu
schlieen. Einfach exponentielle Fits bei V, = -135mV aus 12 Zellen ergaben eine Zeitkonstante von t = 29+6
ms; Amplitude: -39+11 pA, instantaner Strom: -92+22 pA.

B, Instantane Strome und HCN-Strome werden reversibel durch 3 mM Cs” blockiert (V,, = -135 mV).

C, Messung der Strom-Spannungsbeziehung; Haltespannung V,,, = -60 mV. Ausgehend von V, = -65 mV wurde
die Zelle in Spannungsfamilien von -10 mV Schrittweite bis auf V,, = -135 mV (1000 ms) hyperpolarisiert,
Messungen der Stromamplitude wurden bei V,, = -110 mV durchgefiihrt.

D, Die Strom-Spannungsbezichung in Stabchen, V;, =-98,0 mV,s=5,9 mV, n= 1.

Die Strom-Spannungsbeziehung des HCN1-Kanals konnte in nur einem Stébchen gemessen

werden. Bei allen anderen Zellen brach die Ableitung wéhrend der langen
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hyperpolarisierenden Spriinge zusammen. Die Zelle wurde bei Vy, = -60 mV gehalten und es
wurden hyperpolarisierende Spriinge von 1000 ms Lénge von V,, = -65 bis -135 mV
durchgefiihrt. Die Stromamplitude wurde in den ersten Millisekunden beim Sprung auf V., =
-110 mV gemessen (C). Der V,,-Wert (D) war mit -98,0 mV (s = 5,9 mV) deutlich negativer
als der V,-Wert in HEK293-Zellen (-69,1+1,8 mV, s = 8,3£1,0 mV).

3.2.2.2 Funktion von HCNI1 in Photorezeptoren

Photorezeptoren sind bei Dunkelheit depolarisiert und werden durch einen Lichtreiz
hyperpolarisiert. Die Funktion von HCN in Photorezeptoren ist es, Lichtantworten zu
verkiirzen (Fain et al., 1978; Baylor et al., 1984; Hestrin, 1987). Satoh und Yamada (2000)
zeigten dies in isolierten Photorezeptoren des Bullenfrosches (Abb. 3.2.2.2 A). Wird der
Photorezeptor durch einen Lichtblitz gereizt, fiihrt dies zu einer Hyperpolarisation, die sehr
kurz ist (wenige ms lang), da schnell HCN-Kanile aktivieren und die Zelle auf ein
Zwischenniveau depolarisieren (Pfeilspitze). Davon ausgehend erfolgt dann eine zweite
langsame, zwei bis drei Sekunden dauernde Depolarisation auf das Ausgangspotential. Nach
dem Einwaschen von 100 uM des HCN-Kanalblockers ZD7288 (BoSmith et al., 1993) fehlt
diese erste, sehr schnelle Depolarisation und es dauert deutlich ldnger bis der Wert des
Zwischenniveaus erreicht wird. Der HCN-Kanal verkiirzt also die Lichtantwort.

Ich habe diese Situation in Stibchen der Maus in der Stromklemme nachgestellt (B). Die
Zelle wurde durch Strominjektion auf ein Vi, ~ -70 mV eingestellt. Dann wurde eine Familie
hyperpolarisierender Strome von -2,5 pA Schrittweite injiziert, die eine lichtinduzierte
Hyperpolarisation  simulieren  sollten. Die resultierenden Anderungen in  der
Membranspannung wurden aufgezeichnet. Nach der Strominjektion hyperpolarisiert das
Stidbchen bis zu einer Membranspannung, die eine Aktivierung der HCN-Kanéle bewirkt. Die
Kanile 6ffnen und depolarisieren die Zelle. Das Ergebnis ist ein charakteristischer ,,voltage
sag* (Pfeilspitze). Nach Ende der Strominjektion kommt es zu einem UberschieBen der

Membranspannung (kurzer Pfeil), da die Kanile nicht sofort schlief3en.
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Abb. 3.2.2.2: Die Funktion von HCN in Photorezeptoren.

A, Lichtantwort im isolierten Photorezeptor des Bullenfrosches. Ein kurzer Lichtreiz (markiert in der unteren
Spur) bewirkt eine Hyperpolarisation des Photorezeptors. Die Zelle depolarisiert sehr schnell auf ein
Zwischenniveau (Pfeilspitze), von dem aus eine langsame zweite Depolarisation auf die Ausgangsspannung
erfolgt. Nach Applikation von 100 pM des HCN-Kanalblockers ZD7288 bleibt die schnelle erste Depolarisation
aus. Die Zelle benétigt deutlich ldnger um das Zwischenniveau zu erreichen (aus Satoh und Yamada, 2000).

B, Stromklemme im Stibchen der Maus. Die Membranspannung der Zelle wurde durch Strominjektion auf
ungefdhr -70 mV eingestellt. Eine Reihe von hyperpolarisierenden Strémen mit -2,5 pA Schrittweite wurde
injiziert, um eine lichtinduzierte Hyperpolarisation zu simulieren. Die Zelle hyperpolarisiert, bis sie eine
Spannnung erreicht, bei der die HCN-Kanile 6ffnen und diese die Zelle depolarisieren (,,voltage sag®,
Pfeilspitze). Nach Ende der Strominjektion kommt es zu einem UberschieBen der Membranspannung (kurzer
Pfeil).

3.2.2.3 HCNI1 in Stibchenbipolarzellen

Immunhistochemische Untersuchung von Stidbchenbipolarzellen zeigten eine sehr schwache
Féarbung mit Antikorpern gegen HCNI1 (Daten nicht gezeigt). Die Expression von HCN1 in
diesem Zelltyp wurde nun elektrophysiologisch untersucht.

Wihrend der elektrophysiologischen Messung wurden die Zellen mit den Farbstoffen Lucifer
Yellow und Biocytin gefiillt. Nach der Ableitung wurde die Patch-Pipette entfernt, die
Schnitte wurden in PA fixiert und gegen Biocytin (griin) und Calretinin (rot) geférbt. Solch
eine gefarbte Stibchenbipolarzelle ist in Abb. 3.2.2.3 A zu sehen. Die Zelle stratifiziert an der
Grenze der IPL, in unmittelbarer Ndahe zur GCL. Das Axonterminalsystem ist blasenartig
verdickt, wie es charakteristisch fiir Stdbchenbipolarzellen ist. In der Farbung gegen
Calretinin sind nur die ON- und OFF-cholinergen Banden zu sehen. Die NOS-Bande ist oft
schwicher gefarbt und in diesem Schnitt nicht zu erkennen.

Die Stidbchenbipolarzellen zeigen bei Hyperpolarisation im Standardprotokoll instantane
Strome (-55+16 pA) und kleine sich entwickelnde HCN-Strome (Amplitude: -24+9 pA, n =
27) (B). Bei Stibchenbipolarzellen beginnt die Entwicklung des HCN-Stromes mit einer
deutlichen Verzogerung (Kreis in B) und man kann den typischen sigmoidalen Verlauf der
HCN-Aktivierung gut erkennen. In HEK293-Zellen und in Stdbchen ist diese Verzogerung

deutlich geringer. Innerhalb dieser Verzégerung féllt der Strom bis zu einer gewissen Spitze
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ab und steigt dann wieder an, bis er schlieBlich ein Plateau erreicht. Die Verzogerung wird in
den exponentiellen Fit nicht mit einbezogen.

Der Strom in Stabchenbipolarzellen kann mit einer einfach exponentiellen Funktion mit einer
Zeitkonstante von T = 42+14 ms (n = 27) gefittet werden. Diese ist etwas schneller als die
Zeitkonstante von HCN1 in HEK293-Zellen (t = 60+11) und etwas langsamer als in Stdbchen
(t = 29+6). Die Auswirtstrome beim Sprung auf V,, = -10 mV sind etwa 200 pA groB3. Sie
sind wahrscheinlich von K'-Ionen getragen und haben einen sich langsam entwickelnden
Verlauf. Sie erinnern an verzdgerte Gleichrichterkanile aus dem Axon. Der HCN1-Strom und

ein Teil des instantanen Stromes in Stibchenbipolarzellen konnten durch 3 mM Cs’ reversibel

geblockt werden (C).
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Abb. 3.2.2.3: HCNI1 in Stibchenbipolarzellen.

A, Gefiillte Stidbchenbipolarzelle und Farbung gegen Calretinin.

B, Standardprotokoll; einfach exponentielle Fits bei V,,, = -135mV aus 27 Zellen ergaben fiir HCN-Strome eine
Zeitkonstante von t = 42+14 ms, Amplitude: -24+9 pA, instantaner Strom: -55+16 pA; Kreis: Verzégerung der
Aktivierung.

C, Instantaner Strom und HCN-Strom werden reversibel durch 3 mM Cs" blockiert (V,, = -135 mV).

D, Messung der Strom-Spannungsbeziehung.

E, Die Strom-Spannungsbeziehung in Stibchenbipolarzellen, V,, =-101+1,4 mV, s =5,7£1,5 mV, n=4.
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Der V;,-Wert (E) von HCNI liegt in Stibchenbipolarzellen bei -101£1,4 mV (s = 5,7 mV; n
= 4) und ist damit deutlich negativer als das V;, von HCN1 in HEK293-Zellen (-69,1+£1,8
mV, s =8,3+1,0 mV).

3.2.2.4 HCN1 in TypS Bipolarzellen

Die immunhistochemischen Untersuchungen haben gezeigt, dass Typ5 Bipolarzellen HCN1
exprimieren (siche Abb. 3.1.2.2). HCN1 konnte in Somata, Axonen und Axonterminalien von
Typ5 Zellen nachgewiesen werden. In Abb. 3.2.2.4 A ist eine gefiillte Typ5 Bipolarzelle in
der Doppelfarbung mit Calretinin zu sehen. Die Zelle stratifiziert oberhalb der ON-
cholinergen Bande, einige Fortsdtze des Axonterminalsystems reichen bis in die ON-
cholinerge Bande hinein. Im Standardprotokoll sind groe HCN-Strome mit einer Amplitude
von -77+23 pA (Vm = -135 mV, n = 13) zu sehen. Die HCN1-Strome lassen sich mit einer
Zeitkonstante von T = 48+13 ms beschreiben. Diese ist etwas schneller als die Zeitkonstante
von HCN1 in HEK293-Zellen (1t = 60+11). Bei den Typ5 Zellen ist die Verzogerung, die zum
HCN-typischen sigmoidalen Verlauf fiihrt, am besten zu sehen (B, Kreis). Diese Zellen
besitzen auBerdem den grofften HCN1-Strom und den grofBten instantanen Strom (-144+40
PA, Vi = -135 mV) der von mir abgeleiten retinalen Zellen.

Im Sprung auf V,, = -60 mV sind ausgeprigte tail-Strome zu sehen, die auf das langsame
Schlieen der HCN-Kanile zuriickzufithren sind. Zum Einen ist der gréffte Teil der tail-
Strome durch Cs” blockierbar, zum Anderen sind die tail-Strome in Typ5 Bipolarzellen im
HCNI1-Knockout nicht mehr zu sehen. Beide Ergebnisse sprechen dafiir, dass die tail-Strome
von HCN-Kanélen stammen.

In D ist die Messung der Strom-Spannungsbeziehung gezeigt, in E ist sie graphisch
dargestellt. In Typ5 Bipolarzellen liegt das Vi, von HCNI bei -98,5 mV, mit einer Steigung
von s = 8,6 mV (n = 2).
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Abb. 3.2.2.4: HCN1 in TypS Bipolarzellen.

A, Gefiillte Typ5 Bipolarzelle und Farbung gegen Calretinin.

B, Standardprotokoll, einfach exponentielle Fits bei V,, = -135mV aus 13 Zellen ergaben eine Zeitkonstante von
T=48+13 ms, Amplitude: -77£23 pA, instantaner Strom: -144+40 pA; Kreis: Verzogerung.

C, Instantaner Strom und HCN-Strom werden reversibel durch 3 mM Cs” blockiert (V,, = -135 mV).

D, Messung der Strom-Spannungsbeziehung.

E, Die Strom-Spannungsbeziehung in Typ5 Bipolarzellen, Vi, =-98,5 mV, s = 8,6 mV, n=2.

3.2.2.5 Vormarkierung von Typ2 Bipolarzellen mit Antikérpern gegen CD15

Die Stdbchenbipolarzelle und die TypS5 Bipolarzelle sind die mit Abstand héufigsten
Bipolarzellen in der Méuseretina (siche Tab. 3.1.7), deshalb konnten sie auch am héufigsten
abgeleitet werden. Um auch andere, weniger hdufige Bipolarzelltypen in ausreichendem

Umfang und gezielt zu vermessen, wurde versucht Bipolarzellen vorzumarkieren. Dies gelang
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mit einem AntikOrper, der gegen das extrazelluldre Epitop CD15 gerichtet ist und Typ2
Bipolarzellen farbt (siche Abb. 3.1.4).

Retinaschnitte, in denen Typ2 Bipolarzellen gepatcht werden sollten, wurden zuerst mit dem
CD15-Antikérper inkubiert, der anschlieBend mit einem fluoreszenzgekoppelten
Zweitantikorper  sichtbar  gemacht wurde. Die Zellen wurden wihrend der
Antikorperinkubation nicht geschiddigt. Die gefdarbten Schnitte wurden unter Auflicht
betrachtet. Leuchtende Zellen konnten somit gezielt gepatcht werden. Das Ergebnis einer so
vormarkierten und abgeleiteten Typ2 Zelle ist in Abb. 3.2.2.5 A zu sehen. Der Schnitt mit der
gefiillten Zelle wurde nach der Ableitung immunhistochemisch gegen Calretinin geférbt. Die

CD15-positive gefiillte Zelle stratifiziert oberhalb der OFF-cholinergen Bande.
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Abb. 3.2.2.5: Typ2 Bipolarzellen haben keine HCN-Strome.

A, Gefiillte Typ2 Bipolarzelle in der Doppelfarbung gegen Calretinin.

B, Im Standardprotokoll zeigen sich IPSCs (inhibitoric postsynaptic currents), die durch 1 uM Strychnin (unten)
blockiert werden konnen. Die Typ2 Zelle exprimiert keinen HCN-Kanal.

C, Die Zelle wurde bei V,, = -70 mV gehalten und in Schritten von +10 mV depolarisiert. Die IPSCs sind bei V,
= -50 mV nicht messbar. Bei Spannungen negativer als V,, = -50 mV sind die IPSCs einwértsgerichtet, bei
Spannungen positiver V, = -50 mV auswirtsgerichtet (Pfeile; Ec; = -55 mV).
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Die elektrophysiologische Analyse der Typ2 Bipolarzellen gestaltete sich schwierig, da sie
ausgepragte spontane IPSCs (inhibitoric postsynaptic currents) hatten (B, obere Ableitung,
Pfeile). In Gegenwart von 1 uM Strychnin waren keine IPSCs mehr zu sehen (B, untere
Ableitung, gleiche Zelle). Es handelt sich bei den IPSCs also um Glycin-induzierte Cl-
Strome. Nach Blockierung der IPSCs ist zu erkennen, dass die Typ2 Zellen keine HCN-
Strome zeigen. Typ2 Zellen zeigen grofle Auswértsstrome bei Vi, = -10 mV von ~ 300 - 400
pA. Bei den tail-Stromen konnte es sich um T-Typ Ca®* Strome handeln.

In C sind Strome wiéhrend einer Spannungsfamilie zu sehen, bei der die Zelle von -70 mV
ausgehend in 10 mV Schritten depolarisiert wurde. Bei Spannungen negativer als -50 mV sind
die IPSCs einwirts gerichtet, bei Spannungen positiver als -50 mV auswarts gerichtet (Pfeile),
bei Vi, =-50 mV sind keine Strome messbar. Dies entspricht ziemlich genau dem errechneten

Nernstpotential von Cl” unter meinen experimentellen Bedingungen (E¢; = -55 mV).

3.2.2.6 Typ7 Bipolarzellen exprimieren HCN1

Mit dem Maiusestamm GUSg4GFP standen transgene Tiere zur Verfiigung, die GFP unter
Kontrolle des Gustducinpromotors in Typ7 Bipolarzellen exprimieren (sieche Abb. 3.1.5). Das
GFP kann durch Anregung mit blauem Auflicht sichtbar gemacht werden. Die Zellen kdnnen
so gezielt gepatcht, gefiillt und anschlieBend immunhistochemisch geféarbt werden.

In Abb. 3.2.2.6 ist solch eine gefiillte GFP-positive Bipolarzelle in der Doppelfarbung mit
Calretinin gezeigt. Die Typ7 Zelle stratifiziert direkt unterhalb der ON-cholinergen Bande.
Die Strome im Standardprotokoll sind in B dargestellt. Bei Typ7 Bipolarzellen sind wihrend
der Hyperpolarisation zwei Strome zu messen, die sich teilweise iiberlagern: ein instantaner
Strom, der wiahrend des Sprungs kleiner wird (besonders gut zu sehen in der zweiten und
dritten Spur) und ein sich langsam entwickelnder Strom, bei dem es sich um einen HCN-
Strom handeln konnte (fiinfte und sechste Spur). In der vierten Spur scheinen sich die
Abnahme des instantanen Stroms und die Zunahme des sich entwickelnden Stroms zu
kompensieren. In Gegenwart des Ca’"-Kanalblockers Co”" ist der instantane abfallende Strom
nicht zu sehen (Daten nicht gezeigt). Es handelt sich bei diesem Strom wahrscheinlich um
einen Ca’"-aktivierten Cl-Kanal, wie er schon in Axonterminalien von Bipolarzellen der
Goldfischretina (Okada et al., 1995) und Typ6a Bipolarzellen der Ratte (Ivanova, 2003)
beschrieben wurde. Der depolarisierende Sprung im Standardprotokoll auf V;, = -10 mV

aktiviert spannungsgesteuerte Ca”"-Kanile im Axonterminalsystem und fiihrt zu einem Ca**-
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Einstrom. Dies fiihrt wiederum zur Aktivierung der Ca*"-aktivierten Cl-Kanile. Um den
reinen HCN-Strom getrennt messen zu konnen, wurde die Zelle mit einem verdnderten
Protokoll abgeleitet. Die Zelle wurde einige Sekunden bei Vi, = -60 mV gehalten, damit die
intrazelluldre Ca**-Konzentration absinken kann und dann auf Vy, = -135 mV hyperpolarisiert
(C). So wurden keine CI'-Strome aktiviert und es konnte der reine HCN-Strom vermessen
werden (1 = 63 ms, Amplitude = -32 pA, n = 1). Diese Zeitkonstante ist sehr &hnlich zu der
Zeitkonstante von HCN1 in HEK293-Zellen (t = 60+11).

A B

" |so pA

100 ms

|so pA

100 ms

Abb. 3.2.2.6: GUS;3 4GFP-Miiuse: HCN1 in GFP-positiven Typ7 Bipolarzellen.

A, Gefiillte Typ7 Bipolarzelle in der Doppelfarbung gegen Calretinin.

B, Im Standardprotokoll sicht man wihrend der Spannungsfamilie zwei Strome, die sich iiberlagern. In den
ersten Spuren liberwiegt ein instantaner Strom, in den letzten Spuren ein sich langsam entwickelnder HCN-
Strom.

C, Ein Spannungssprung von V, = -60mV auf -135 mV (500 ms) fiihrt zu einem HCN1-Strom (t = 63 ms,
Amplitude =-32 pA,n=1).

3.2.2.7 Typ 9 Bipolarzellen exprimieren keinen HCN-Kanal

Mit der Linie Clomeleon-1 standen transgene Mause zur Verfiigung, die ein GFP-Dimer in
Typ9 Bipolarzellen exprimieren (siehe 3.1.6), so dass diese Zellen gezielt gepatcht werden
konnten. Von diesem Bipolarzelltyp konnten sieben Zellen abgeleitet werden, die alle

identische Stromantworten im Standardprotokoll zeigten (Abb. 3.2.2.7 A). Leider gelang es
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nicht, diese Zellen zu fiillen und zu farben. Im Standardprotokoll siecht man, dass diese Zellen
keinen HCN-Strom besitzen. Der K'-Auswirtsstrom ist relativ groB (~ 300 pA, Vi, = -10 mV)
und hat eine ausgeprégte transiente Komponente. In einem zusétzlichen Protokoll, bei dem
die Zelle von V,, = -90 mV aus in +10 mV Schritten depolarisiert wurde (B, links), kann man
ungefahr ab V;, = -50 mV einen schnellen Einwirtsstrom sehen (Kreis). Aus diesem
markierten Bereich sind in B rechts ausgewihlte Stromspuren bei -40, -20 und 0 mV in einer
anderen Skalierung gezeigt. Die Kinetik des Einwértsstromes wird immer schneller, je
positiver die angelegte Spannung ist, wie es fiir spannungsaktivierte Na -Kanile beschrieben

ist.

A B

e
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100 pA b | 2000n
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Abb. 3.2.2.7: Typ9 Bipolarzellen exprimieren keine HCN-Kaniile.

A, Standardprotokoll, kein HCN-Strom in Typ9 Zellen.

B, Zelle wird fiir 100 ms auf V,, = -110 mV gehalten und dann ausgehend von V,, = -90 mV in Schritten von
+10 mV (100 ms) depolarisiert. Links: Dies fiihrt ab ungeféhr V;, = -50 mV zur Aktivierung von Einwértstromen
(Kreis) und ausgepriagten Auswértstromen. Rechts: Aus dem markierten Bereich sind Stromspuren mit einer
anderen Skalierung bei -40, -20 und 0 mV zu sehen. Die Kinetik des Einwirtstromes wird bei positiveren
Spannungen immer schneller. Es konnte sich dabei um einen Na'-Strom handeln.

3.2.3 Elektrophysiologische Untersuchungen im HCN1-Knockout

In immunhistochemischen und elektrophysiologischen Untersuchungen der vorhergehenden
Kapitel konnte die Expression von HCN1 in mehreren retinalen Zelltypen nachgewiesen
werden. In Stdabchen, Stidbchenbipolarzellen und TypS Bipolarzellen wurde der HCN1-Kanal
detailliert elektrophysiologisch untersucht. Damit wurde nun die Basis geschaffen, um
elektrophysiologisch Wildtyptiere mit HCN1-Knockouttieren zu vergleichen.

Um den HCNI1-Kanal funktionell auszuschalten, wurden die Teile des Gens, die fiir die
Porenregion und die transmembranale Domine S6 kodieren, deletiert. Dieser ,,Knockout*

wurde in Miusen des Stammes SV129 durchgefiihrt (Nolan et al., 2003). Die Zuchttiere
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wurden freundlicherweise von Prof. E. Kandel, New York, zur Verfiigung gestellt. Die bisher
prasentierten Ergebnisse wurden in Maiusen des Stammes C57B1/6 gewonnen, die als
Standard in physiologischen Studien verwendet werden. Sie unterscheiden sich in ihrem
genetischen Hintergrund von den SV129 Tieren. Es wire wiinschenswert, durch
Riickkreuzungen der Knockouttiere mit C57Bl/6 Tieren einen HCN1-Knockout in einem
reinen C57B1/6 Hintergrund zu erhalten. Um den SV129 Hintergrund vollstindig gegen den
C57Bl/6 Hintergrund auszutauschen, muss man die Knockouttiere iiber 10 - 20 Generationen
mit C57B1/6 Tieren riickkreuzen. Das Verfahren ist also sehr zeitaufwendig. Eine schnellere
und allgemein anerkannte Alternative dazu besteht darin, SV129 Knockouttiere mit C57Bl/6
Wildtyptieren zu kreuzen und die Auswirkungen des Knockouts in diesem gemischten
Hintergrund zu untersuchen. Das Zuchtschema ist in Kap. 2.1.1 beschrieben. Die

Nachkommen haben den gemischten genetischen Hintergrund ,,C57SV*.

3.2.3.1 Vergleich der Mauslinien C57Bl/6, SV129 und C57SV

In diesem Kapitel werden die Eigenschaften der HCNI-Strome in Stidbchen,
Stdbchenbipolarzellen und Typ5 Bipolarzellen in Retinae von C57Bl1/6 Tieren, SV129 Tieren
und Tieren mit dem gemischtem genetischen Hintergrund C57SV verglichen. Die Ergebnisse
sind in Abb. 3.2.3.1 und in Tab. 3.2.3.1 zusammengefasst.

Ich mochte hier nur auf einige Tendenzen eingehen.

- Die HCN1-Strome und die instantanen Strome sind in der Regel am groBten in Zellen aus
C57Bl/6 Tieren.

- Die Zeitkonstanten der HCN1-Aktivierung sind am kiirzesten in Zellen aus C57B1/6 Tieren.
- Die Verzogerung (Kreis in Abb. 3.2.3.1) bis zur Aktivierung des HCN1 ist am geringsten in
Zellen aus C57Bl/6 Tieren, am ldngsten in Zellen aus SV129 Tieren, und intermedidr in

Zellen aus C57SV Tieren.
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Abb. 3.2.3.1: Elektrophysiologischer Vergleich von Stibchen, Stibchenbipolarzellen und Typ5
Bipolarzellen in C57Bl/6, SV129 und C57SV Miusen.

Stdbchen, Stdbchenbipolarzellen und Typ5 Bipolarzellen wurden mit dem Standard-Protokoll untersucht (nur
teilweise gezeigt) und die resultierenden Strome miteinander verglichen.

A, D, G: Zellen aus C57Bl/6 Tieren,

B, E, H: Zellen aus C57SV Tieren,

C, F, I: Zellen aus SV129 Tieren.

Fiir Details siehe Tab. 3.2.3.1.
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Stabchen
Tierstamm Zellzahl HCN- Zeitkonstante | Verzogerung | Instantaner
Strom Strom
[pA] [ms] [ms] [PA]
C57Bl/6 12 -39+ 11 20+6 12+4 -92+£22
C578V 7 27+9 31+8 14+4 -80+ 19
SV129 8 -33+ 15 45+ 11 20+ 10 -71 £33
T-Test
C57/C57SV P <0.05 P >0.05 P>0.05 P >0.05
C57/SV129 P>0.05 P <0.01 P <0.05 P >0.05
C57SV /SV129 P>0.05 P >0.05 P>0.05 P >0.05
C57SV k.o. 6 =75+ 32
C57SV heterozygot 3 -15+3 37+5 18+7 -67 £ 10
Stabchenbipolarzelle
Tierstamm Zellzahl HCN- Zeitkonstante | Verzogerung | Instantaner
Strom Strom
[pA] [ms] [ms] [pA]
C57Bl/6 27 -24+9 42 + 14 15+£6 -55+16
C57SV 6 -14+3 63 +24 22+8 -50+7
SV129 6 -17+6 82 +8 37+ 12 -56 + 13
T-Test
C57/C57SV P <0.05 P <0.01 P <0.01 P>0.05
C57/8SV129 P>0.05 P <0.01 P <0.01 P>0.05
C57SV /SV129 P>0.05 P>0.05 P >0.05 P>0.05
C57SV k.o. 4 -78 £25
C57SV heterozygot 12 - - - -49 £+ 17
Typ5 Bipolarzelle
Tierstamm Zellzahl | HCN-Strom | Zeitkonstante | Verzogerung | Instantaner
Strom
[pA] [ms] [ms] [pA]
C57Bl/6 13 -77+23 48+ 13 12+5 -144 + 40
C57SV 3 -39+7 112 +33 24 +7 -78 £23
SV129 1 -72 93 11 -103
T-Test
C57/C57SV P <0.01 P <0.01 P <0.01 P <0.01
C57SV k.o. 3 -98 £ 16
C57SV heterozygot 1 - - -64

Tab. 3.2.3.1: Vergleich von Stibchen, Stibchenbipolarzellen und TypS Bipolarzellen in C57Bl/6, SV129

und C57SV Miusen.

Zusammenstellung der Daten aus Abb. 3.2.3.1. Alle Angaben bei V,, =-135 mV.
k.o. = Knockouttiere; heterozygot = heterozygote Tiere.
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3.2.3.2 Charakterisierung des HCN1-Knockout

Die HCN1-Knockouttiere zeigen ein Defizit im motorischen Lernen (Nolan et al., 2003), sind
aber ansonsten nicht weiter verhaltensauffillig. Visuelle Leistungen wurden bisher nicht
untersucht. Die Retina sieht normal aus. Immunhistochemische Fiarbungen der Retina mit
Antikorpern, die verschiedene Zelltypen markieren, zeigten keine wesentlichen Unterschiede
zu Kontrolltieren (Daten nicht gezeigt).

Die Antikorperfarbungen gegen HCN1 in Knockouttieren und Kontrolltieren sind in Abb.
3.2.3.2.1 gezeigt. Kontrolltiere (HCN1 +/+) und Knockouttiere (HCN1 -/-) waren F2-Tiere
aus der gleichen Zucht mit dem genetischen Hintergrund C57SV.

In Kontrolltieren ist eine kréiftige Expression von HCN1 in Photorezeptoren, einigen Somata
in der INL und in Banden in der IPL zu sehen (A). Die HCN1-Knockoutretina (C) zeigt keine
spezifische Farbung. Fiir diese Aufnahme wurde das Mikroskop empfindlicher eingestellt, als
fiir die Abb. A, um auch eine schwache HCNI1-Expression detektieren zu konnen. Der

Hintergrund ist deshalb hoher, HCN1 kann jedoch nicht detektiert werden.

Abb. 3.2.3.2.1: Firbung gegen HCN1 in Kontrolltieren, heterozygoten Tieren und Knockouttieren

A, HCN1-Férbung in Kontrolltieren zeigt eine breite Expression in der Retina.

B, Féarbung in heterozygoten Tieren unter identischen Férbebedingung und Einstellungen des Konfokalen
Laserscanning Mikroskops. Es werden die gleichen Strukturen geférbt wie im Kontrolltier, allerdings deutlich
schwicher.

C, Féarbung gegen HCN1 im Knockout. Trotz der hoher eingestellten Empfindlichkeit des Mikroskops ist keine
spezifische HCN1-Farbung zu sehen.
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AuBerdem wurden Schnitte aus heterozygoten Tieren desselben Wurfes gefirbt (B).
Kontrolltiere und heterozygote Tiere wurden am selben Tag pripariert, geschnitten und mit
derselben Antikorperlosung inkubiert. Die fertigen Farbungen wurden dann nacheinander
unter identischen Einstellungen des Konfokalen Laserscanning Mikroskops ausgewertet. Im
heterozygoten Tier werden die gleichen Strukturen gefirbt wie im Kontrolltier, allerdings
deutlich schwécher.

In Abb. 3.2.3.2.2 sind die Ergebnisse der elektrophysiologischen Untersuchungen in
Knockouttieren und Kontrolltieren gezeigt. Stidbchen, Stébchenbipolarzellen und Typ5

Bipolarzellen wurden mit dem Standardprotokoll untersucht.

A +/+ B -/-
Stabchen Stabchen

e T T

L e et s
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Abb. 3.2.3.2.2: Elektrophysiologischer Vergleich von Stibchen, Typ5 Bipolarzellen wund
Stiibchenbipolarzellen in Kontrolltieren und Knockouttieren.

A, C, E: Im Standardprotokoll ist in Zellen von Kontrolltieren deutlich ein HCN1-Strom zu erkennen (Pfeil).

B, D, F: In Zellen von HCN1-Knockouttieren kann kein HCN-Strom gemessen werden. Die Amplitude der
instantanen Strome ist weitgehend unverandert.
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In den Kontrollen sind in allen Zelltypen bei Hyperpolarisation die bereits beschriebenen zwei
Stromkomponenten zu erkennen: instantaner Strom und der sich langsam entwickelnde
HCNI1-Strom (Pfeil). In den Knockouttieren sind in keinem der drei Zelltypen HCN1-Strome
mehr nachzuweisen. Die Amplitude der instantanen Strome bleibt weitgehend unveréndert.
Auch die Auswiértstrome wihrend der Depolarisation sind sehr dhnlich zu den Kontrollen. In
den Knockouttieren bleiben die elektrophysiologischen Eigenschaften der Zellen, vom
Verlust des HCN1-Stroms abgesehen, also im Wesentlichen unveréndert.

Die HCNI-Strome in Stdbchen aus heterozygoten Tieren zeigen eine &hnliche
Aktivierungskinetik und eine dhnliche Verzogerung bei der Aktivierung wie die HCNI1-
Strome in Stdbchen von Kontrolltieren. Die Amplitude des HCNI1-Stromes hingegen ist
halbiert (sieche Tab. 3.2.3.1). Der HCNI-Strom in Stibchenbipolarzellen und TypS5
Bipolarzellen von heterozygoten Tieren ist zu klein, um die Aktivierungskinetik zu
vermessen. Gelegentlich wurden Strome mit einem HCN-dhnlichen Zeitverlauf und einer
Amplitude von -2 bis -4 pA beobachtet. Der instantane Strom zeigte sich weitgehend
unverdndert (Stabchenbipolarzelle: -49+17 pA, n = 12; Typ5 Bipolarzelle: -64 pA, n = 1; zur
Ubersicht: Tab. 3.2.3.1).

3.2.3.4 Retinale Lichtantworten

Durch die bisher beschriebenen Untersuchungen wurden HCNI1-positive Zelltypen in der
Retina identifiziert und die Eigenschaften der HCN1-Strome in diesen Zellen charakterisiert.
Die Analyse der HCNI1-Knockoutretinae zeigt den vollstdindigen Verlust von HCNI.
Abgesehen von diesem Verlust sind die Eigenschaften der untersuchten Zellen im
Wesentlichen unverdndert. Insbesondere wird der Verlust von HCN1 nicht durch Expression
anderer HCN-Isoformen kompensiert. Durch diese Ergebnisse war die Basis geschaffen, um
in Wildtyp- und in Knockoutretinae Lichtantworten in Photorezeptoren und Bipolarzellen
abzuleiten und zu vergleichen. Leider gelang es nicht, Lichtantworten auf Einzelzellniveau in

den Retinaschnitten routineméfig abzuleiten.

Fiir diese Versuche wurden Retinae unter Infrarotbedingungen pripariert und die Ableitungen
bei 35°C durchgefiihrt. Eine groBe Schwierigkeit bei Patch-clamp Ableitungen in
Retinaschnitten besteht darin, dass nur Zellen abgeleitet werden konnen, die sich an der

Oberflache des Schnittes befinden. Gerade diese Zellen werden beim Schneidevorgang
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natiirlich am leichtesten gestresst oder verletzt. Bei den Photorezeptoren besteht die Gefahr,
dass das empfindliche AuBlensegment am diinnen Cilium abgerissen wird. Die komplizierten
Synapsen von Photorezeptoren auf Bipolarzellen in der OPL konnen beim Schneiden leicht
zerstort werden. Die Bipolarzellen sehen dann zwar noch intakt aus, erhalten aber keinen

synaptischen Eingang mehr.

Ich versuchte durch mehrere methodische Ansitze, die Qualitdt der Retinaschnitte und der
Ableitung zu verbessern. 1.) Ich versuchte durch Variation der Prédparationsbedingungen
Stress und Schéden zu minimieren. Ich benutzte bei der Praparation eiskalte Losungen, um
einer  eventuellen  Sauerstoffunterversorgung  entgegenzuwirken.  Wihrend  des
Schneidevorgangs konnten gestresste Zellen Glutamat freisetzen, das iiber die Aktivierung
von Glutamatrezeptoren zu einem Einstrom von Ca*" und damit evtl. zur Schidigung von
Zellen fiihren kann. Ich priparierte deshalb Retinae in Co*"-haltiger und Ca*"-armer Losung,
um solche Schiden zu minimieren. 2.) Ich probierte verschiedene Schneidemethoden aus. Ich
verwendete gerade Klingen, um mit leichtem Druck von oben zu schneiden. Ich verwendete
halbrunde Skalpellklingen, um eine gefiihrte, rollende Schneidebewegung auszufiihren. In
einigen Experimenten wurde die Retina in Agar eingebettet und mit dem Vibratom
geschnitten. 3.) Ich versuchte vor der Ableitung mit groBen Saugpipetten Somata an der
Schnittoberfliche zu entfernen, um ungeschidigte tiefer liegende Zellen fiir die Patch-Pipette
zugédnglich zu machen. Trotz all dieser Bemiihungen gelang es nicht, routinemifBig
Lichtantworten in Photorezeptoren und Bipolarzellen abzuleiten. Aus Zeitgriinden verfolgte
ich diesen Ansatz nicht weiter, sondern wihlte eine andere Methode, um Lichtantworten zu
erhalten. Ich fiihrte Ableitungen des Elektro-Retinogramms (ERG) in vitro an Wildtypretinae
und an Knockoutretinae durch. Diese Experimente sind im nachfolgenden Kapitel

beschrieben.
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3.3 Elektroretinogramm

In diesem Kapitel werden Messungen des Elektro-Retinogramms (ERG) in vitro an Retinae
aus Kontrolltieren und HCN1-Knockoutmédusen présentiert. Als Kontrolltiere wurden Mause
mit dem gemischten genetischen Hintergrund C57SV aus der Knockout-Zucht (siehe Kap.

2.1.1) verwendet.

3.3.1 Grundlagen des ERG

Damit die folgenden Untersuchungen besser verstanden werden konnen, mochte ich hier kurz
auf die Grundlagen des ERGs eingehen (Abb. 3.3.1.A).

Photorezeptoren sind im Dunkeln depolarisiert. Dabei flieBen im AuBensegment Na'- und
Ca**-Ionen durch die gedffneten CNG-Kanil (cyclic nucleotide-gated) nach innen, im
Innensegment flieBen K'-Ionen durch K'-Kanile nach auBen (zur Ubersicht: Miiller und
Kaupp, 1998). Einstrom und Ausstrom sind gleich gro und bilden einen zirkulierenden
stabilen Strom, den ,,Dunkelstrom”. Da dieser Strom tuber den Widerstand des
Extrazellulirmediums flieB3t, bildet sich ein Potential entlang der Photorezeptorachse aus.
Durch die grof3e Zahl von Photorezeptoren kann dieses Potential im Bereich von einigen 100
uV liegen. Bei Belichtung schlieBen CNG-Kanile, der Dunkelstrom wird kleiner und das
Potential dndert sich. Mit zwei Elektroden, die vor und hinter der Retina platziert sind, kann
man diese Potentialinderung als so genannte A-Welle des ERGs messen. Kurz darauf kommt
es zur Depolarisation der ON-Bipolarzellen, das heit zum Einstrom von Na'-Ionen in die
Dendriten und zum Ausstrom von K'-Ionen aus den Axonen. Es bildet sich ein zweites
Potential aus, das als B-Welle des ERGs gemessen werden kann.

In vivo misst man ein corneales ERG, indem man dunkeladaptierten, betdubten Tieren eine
ringféormige Messelektrode auf der Cornea und eine Referenzelektrode zum Beispiel hinter
dem Ohr oder unter der Kopthaut befestigt. Ein solches ERG ist in Abb. 3.3.1.B gezeigt.

Ich habe ERG-Messungen in vitro an Retinastiicken von dunkeladaptierten Tieren
durchgefiihrt. Die Retinastiicke wurden mit den Photorezeptoren nach oben in der
Messkammer auf eine ringformige Referenzelektrode gelegt. Als Messelektrode wurde eine
Glaspipette verwendet, die an einem Mikromanipulator montiert war. Dadurch befindet sich

die Retina auch in dieser Messanordnung zwischen zwei Elektroden. Alle Messungen wurden
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unter Infrarot-Bedingungen und bei 35°C durchgefiihrt. Das ERG weist eine A- und eine B-
Welle auf (Abb. C).

A B invivo ERG
f_,B—WeIIe

0.P.—»

7

A-Welle

50 ms

C invitro ERG
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Abb. 3.3.1: In vivo und in vitro ERG.

A, Schematische Darstellung der Photorezeptor- und Bipolarzell-Dipole. Mess— und Referenzelektrode befinden
sich oberhalb, bzw. unterhalb der Retina.

B, ERG-Ableitung in vivo: Die A-Welle entspricht einer Summenpotentialinderung der Photorezeptoren, die B-
Welle einer Summenpotentialinderung der ON-Bipolarzellen (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von G.
Knop, Jilich).

C, ERG-Ableitung in vitro.

o0.P.: oszillatorische Potentiale.

Das in vitro ERG in C und das in vivo ERG in B wurden unter nicht identischen Bedingungen
aufgenommen. Man darf deshalb nur die grundlegende Form vergleichen. Die ERGs zeigen
dhnliche A- und B-Wellen. Beide Ableitungen wurden nachtrdglich mit 50 Hz gefiltert. Beim
in vivo ERG sind oszillatorische Potentiale (Pfeil) zu beobachten, die man in vitro nicht sieht.
Die oszillatorischen Potentiale sind wahrscheinlich auf Netzwerkeigenschaften der Retina,
zum Beispiel laterale Kopplung durch Amakrinzellen mit groen Dendritenbdumen,

zurlickzufiihren, die nur beim in vivo ERG gemessen werden konnen. Beim in vivo ERG
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stimuliert man die gesamte Retina und leitet auch {iber die gesamte Retina ab. Beim in vitro
ERG wird nur ein kleiner Bereich der Retina stimuliert (ca. 300 um Durchmesser) und man
misst mit der Pipette nur die Summenpotentiale eines begrenzten Bereiches der Retina von ca.
200 um Durchmesser (Green et al., 1999).

Das in vitro ERG hat gegeniiber dem in vivo ERG einige Vorteile. ERG-Messungen in vivo
sind Tierveruche, die eine spezielle Ausstattung, wie zum Beispiel Ganzfeldkugel,
Corneaelektrode und so weiter verlangen. In vitro ldsst sich das ERG nach geringfiigigen
Modifikationen an fast jedem elektrophysiologischen Messstand durchfiihren. Eine
Untersuchung mit Pharmaka beim in vivo ERG erfordert entweder eine systemische
Verabreichung oder das Pharmakon muss ins Auge injiziert werden. Beim in vitro ERG

konnen Pharmaka einfach mit der extrazelluldren Losung ein- und ausgewaschen werden.

3.3.2 Optimierung der B-Wellenamplitude

In Abb. 3.3.2 ist die Ableitung eines in vitro ERGs in einer anderen zeitlichen Auflosung als
in Abb. 3.3.1 dargestellt. Der Zeitpunkt des Lichtblitzes ist durch eine Erhebung in der Spur
darunter angegeben. Man erkennt die A- und B-Welle. Die B-Welle geht in eine andere
Komponente, die so genannte ,langsame PIII-Welle* iiber. Diese ist wahrscheinlich auf
Potentialdnderungen in Miillerzellen (Steinberg et al., 1991) zuriickzufiihren. Die langsame
PIII-Komponente wird in dieser Arbeit nicht ndher untersucht.

In B befindet sich die Referenzelektrode vor und die Messelektrode hinter der Retina. Alle
Komponenten des ERGs konnen abgeleitet werden. In C wird die Messelektrode bis in die
ONL versenkt. Nun ist zu erwarten, dass man Potentialinderungen der Photorezeptoren nicht
mehr messen kann und damit keine A-Welle mehr ableiten kann. Wie die Ableitung zeigt
trifft dies zu. Aulerdem wird die Amplitude der B-Welle grofer, da sich die Messelektrode
nun niher an den Bipolarzellen befindet und sich deren Potentialéinderungen besser ableiten
lassen. Man beachte, dass die ERGs in C, D und E eine andere Skalierung haben als in B.
Versenkt man die Messelektrode noch tiefer bis zur OPL und néhert sich den Bipolarzellen
weiter an, so wird die Amplitude der B-Welle maximal (D) und das Signal-Rausch Verhiltnis
wird deutlich verbessert. Wird die Elektrode noch tiefer, bis unterhalb der OPL versenkt, so
konnen auch keine Potentialdinderungen der Bipolarzellen mehr abgeleitet werden und die B-

Welle verschwindet (E).



3 Ergebnisse 70

A-Welle ] 10 v
i 500 ms

C
RS

é

I 50 uv
500 ms

i MVNW | s0uv
500 ms

Y@

Abb. 3.3.2: Positionseffekt der Pipette beim in vitro ERG (Einzelblitz mit 30 Isomerisationen/Stibchen
und Blitz).

A, Schematische Darstellung des Photorezeptor- und Bipolarzell-Dipols.

B, A- und B-Welle, sowie die langsame PIII-Komponente.

C, Durch Absenken der Pipette in die Retina verschwindet die A-Welle, die Amplitude der B-Welle wird grofer,
(man beachte die andere Skalierung).

D, Wird die Pipette noch weiter, bis zur OPL abgesenkt, wird die Amplitude der B-Welle maximal.

E, Versenkt man die Pipette noch tiefer, verschwindet auch die B-Welle. Der Zeitpunkt der Lichtreize ist durch
eine Erhebung in der Spur unter den ERGs angegeben.

Vor jeder Messreihe an einem Retinastiick wurde die Pipettenposition gesucht, bei der die
Amplitude der B-Welle maximal war. Dazu wurde die Pipette zuerst auf die Enden der
PhotorezeptorauBBensegmente eingestellt. Ausgehend davon konnte die Pipette um 0 bis -120
um in die Retina abgesenkt werden. Bei einer Tiefe von -60 bis -80 pm wurde die Amplitude
der B-Welle maximal. Bei den Untersuchungen wurde aber nicht nur die Amplitude, sondern
auch die Lange der B-Welle ausgewertet. Dabei wurde die Zeit vermessen, bis die B-Welle
zur Hilfte ihrer maximalen Amplitude (Tso) zuriickkehrte. Die Amplitude und der Tso-Wert
verdndern sich abhéngig von der Position der Pipette. Bei Pipettenpositionen zwischen -60
und -80 um waren sie jedoch konstant (Tab. 3.3.2). Auf dieses Niveau wurde die Pipette in

allen folgenden Experimenten eingestellt. Dies entspricht in etwa einer Pipettenposition auf

Hohe der OPL.
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Die B-Welle kann also relativ einfach untersucht werden. Bei der A-Welle ist das nicht so, da
sie von der sich entwickelnden B-Welle iiberlagert wird. Deshalb und aufgrund der grofBeren
Amplitude ist die B-Welle der am einfachsten zu messende Parameter der Lichtantwort. Aus
der B-Welle lassen sich Schlussfolgerungen auf Lichtantworten in ON-Bipolarzellen ziehen.
Da ON-Bipolarzellen postsynaptisch zu den Photorezeptoren sind, kann man indirekt auch auf

Lichtantworten in Photorezeptoren schlie3en.

Position der
Pipette Opm | 20 pum | -40pm | -60 pm | -80 um | -100 um | -120 pm
Amplitude der
B-Welle [11V] 30 150 290 420 430 340 5
Tso [ms] - 150 190 220 210 420 -

Tab. 3.3.2: Amplitude und Ts5)-Wert der B-Welle bei verschiedenen Pipettenpositionen.

Die Position der Pipette wurde relativ zu den Spitzen der Photorezeptoraulensegmente in pm angegeben. Die
Amplitude der B-Welle war bei einer Tiefe zwischen -60 und -80 pm maximal. Dies entspricht in etwa einer
Pipettenposition auf Hohe der OPL. Auf diesem Niveau war der Tso-Wert relativ konstant. Die gezeigten Daten
sind Einzelwerte aus einer Retina bei einer Helligkeit von 30 Isomerisationen/Stibchen und Blitz. Ahnliche
Messungen wurden auch bei anderen Helligkeiten und in anderen Retinae durchgefiihrt. Unabhéngig von der
Helligkeit war die Pipettenposition immer zwischen -60 und -80 um optimal und der Tso,-Wert konstant.

3.3.3 Eigenschaften des in vitro ERGs

In diesem Kapitel werden Kontrollmessungen vorgestellt, die zeigen, dass mit der in vitro
Priparation physiologisch relevante Parameter untersucht werden kdnnen.

Die B-Welle im ERG ldsst sich mit L-APB (2-Amino-4-Phosphonobuttersidure), einem
Agonisten an den Glutamatrezeptoren der ON-Bipolarzellen, blocken (Slaughter und Miller,
1981; Knapp und Schiller, 1984) und dadurch identifizieren. In Abb. 3.3.3.1 ist dieser Block
durch 100 pM L-APB gezeigt. Bei diversen Messungen wurde die Pipette abwechselnd
oberhalb der Photorezeptoren positioniert, bzw. in die Retina versenkt.

In A - C st eine Ableitung zu sehen, bei der die Pipette iiber die
Photorezeptorauflensegmente eingestellt wurde. Man erkennt A-, B- und langsame PIII-Welle
(A). Nach dem Einwaschen von 100 uM APB fiir 7 — 8 Minuten ist keine B-Welle mehr zu
erkennen (B). Die A-Welle beginnt zum selben Zeitpunkt wie in A. Die A- und die langsame
PIII-Welle gehen ineinander iiber. Nach dem Auswaschen kehrt die B-Welle zuriick, erreicht
allerdings nicht mehr die urspriingliche Amplitude.

D - F zeigt eine Ableitung im selben Retinastiick, bei der die Pipette um -60 pm in die Retina

versenkt wurde. Die Amplitude der B-Welle in D ist deutlich grofer als in A — C. Nach
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Applikation von 100 uM L-APB wurde die B-Welle zwar deutlich kleiner, konnte aber nicht
vollstindig geblockt werden (auch nicht wenn 200 uM L-APB appliziert wurden oder die
Applikationszeit auf 30 min verlingert wurde). Nach dem Auswaschen wurde die
urspriingliche Amplitude der B-Welle fast vollstdndig wieder erreicht.

Fiir dieses Experiment wurde wihrend der APB-Applikation mehrfach die Position der
Pipette gewechselt. Es kann deshalb nicht ausgeschlossen werden, dass die Pipettenposition

im ERG in A und C nicht identisch ist und die B-Welle in C deshalb kleiner erscheint.

A Kontrolle B + 100 uM APB C Auswasch

B-Welle

~ o P
i Yal

500 ms

D Kontrolle E + 100 uM APB F Auswasch

__|s0uv

500 ms

Abb. 3.3.3.1: Block der B-Welle mit L-APB (Einzelblitze mit 30 Isomerisationen/Stiibchen und Blitz).
Ableitungen aus einem Retinastiick. Die Pipette wurde abwechselnd auf Hohe der Photorezeptorau3ensegmente
(A = C) positioniert und -60 pm in die Retina versenkt (D — F).

A, A- und B-Welle, sowie die langsame PIII-Komponente sind zu sehen.

B, Block der B-Welle durch 100 pM L-APB. Die A-Welle geht in die langsame PIII-Welle iiber.

C, Auswasch, die B-Welle kehrt teilweise wieder zuriick.

D, Bei versenkter Pipette ist nur noch die B-Welle zu sehen.

E, Die B-Welle wird deutlich, aber nicht ganz vollstdndig reduziert.

F, Nach dem Auswasch kehrt die B-Welle fast vollstindig wieder zurtick.

In einer Versuchsreihe wurde die Lichtempfindlichkeit der in vitro Préparation untersucht.
Dazu werden Blitze mit Intensitdten zwischen 0,4 und 1735 Isomerisationen/Stdbchen und

Blitz verwendet.
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In Abb. 3.3.3.2 A sind B-Wellen aus einer Retina bei verschiedenen Blitz-Intensititen zu
sehen. Die Amplitude der B-Welle nimmt mit steigender Intensitét zu, auBerdem wird die B-

Welle breiter. Fiir jede Retina wurden die Amplituden der B-Wellen bei den verschiedenen
14
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Abb. 3.3.3.2: Intensititsreihe.
A, Die B-Welle wird mit zunehmender Intensitét grofer und ldnger (Angaben in Isomerisationen/Stidbchen und
Blitz).

B, Die Amplitude der B-Welle ist bei ca. 17 Isomerisationen/Stdbchen und Blitz halbmaximal (n=5).

C, Der Ts,-Wert steigt bei zunehmender Intensitét an (n=5).

D, Normierte B-Wellen bei verschiedenen Intensititen: die Zeit bis zum Maximum wird kiirzer.

E, Die Zeit bis zum Maximum verkiirzt sich von 210 ms bei geringen Intensititen auf 140 ms bei hohen
Intensititen (n=5).

Intensititen auf die Amplitude der B-Welle bei 173 Isomerisationen/Stibchen und Blitz
normiert. Die normierten Werte aus flinf Retinae verschiedener Tiere wurden dann gemittelt

und gegen die Intensitit im Diagramm in B aufgetragen. Die Kurve zeigt einen sigmoidalen
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Verlauf. Die relative Amplitude ist halbmaximal bei 17 Isomerisationen/Stdbchen und Blitz
und geht bei ungefdhr 170 Isomerisationen/Stibchen und Blitz in die Séttigung. Green et al.
(1999) geben als Intensitdt 5 Isomerisationen/Stdbchen und Blitz an, bei der die B-
Wellenamplitude im in vitro ERG der Ratte halbmaximal ist. Der von mir ermittelte Wert ist
also vergleichbar mit Werten aus anderen Priparationen.

In C ist die Auswertung der Lange der B-Welle bei unterschiedlichen Intensitdten zu sehen.
Zur Bestimmung der Lénge der B-Wellen wurde der Tso-Wert verwendet. Dieser Wert gibt
die Zeit an, nach der die B-Welle auf 50% ihrer Amplitude abgefallen ist. Der Tso-Wert bleibt
bei geringeren Intensititen relativ konstant und steigt dann ab ungefihr 20
Isomerisationen/Stdbchen und Blitz an. Bei hoheren Intensititen ist im Verlauf der B-Welle
oft eine zweite Komponente zu sehen, die die B-Welle verlingert (A bei 1735
Isomerisationen/Stdbchen und Blitz).

In D wurde die Amplitude der B-Welle bei unterschiedlichen Intensititen normiert
aufgetragen. Man sieht, dass die Zeit bis zum Maximum bei hoheren Intensititen kiirzer wird.
Die gemittelten Messungen aus fiinf Tieren wurden in einem Diagramm in D aufgetragen. Bei
geringen Intensitéten betrdgt die Zeit bis zum Maximum bis zu 210 ms und verkiirzt sich mit

zunehmender Intensitét auf ungefédhr 140 ms.

3.3.4 Vergleich der B-Welle in Wildtyp- und Knockoutméiusen und nach Applikation
von ZD7288

HCN1-Kanéle verkiirzen die Lichtantwort in Photorezeptoren (siche Kap. 3.2.2.2). Man
wiirde deshalb erwarten, dass die B-Wellen in HCN1-Knockouttieren verlidngert sind. In
Wildtypretinae sollte die B-Welle nach Applikation des HCN-Kanalblockers ZD7288
verlangert sein. Im folgenden Kapitel werden Retinae von Wildtyp- und HCNI-
Knockoutméusen mit Einzelblitzen gereizt und die Lange der B-Wellen verglichen. Die Blitze
haben ungefahr halbmaximale (30 Isomerisationen/Stibchen) bzw. séttigende Intensitit (867
Isomerisationen/Stdbchen). AuBlerdem wird die Wirkung von ZD7288 in Wildtyp- und
HCN1-Knockoutretinae untersucht.

In Abb. 3.3.4 A-D sind B-Wellen nach FEinzelblitzen mit einer Reizintensitit von 30
Isomerisationen/Stédbchen zu sehen. In der Spur unter dem ERG ist der Zeitpunkt des Reizes
durch eine Erhebung gekennzeichnet. In A ist eine B-Welle aus einer Wildtypretina

dargestellt. Der Tso-Wert betrdgt 209 ms. Messungen aus 11 Retinae ergaben einen mittleren
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Tso-Wert von 232434 ms. Um die Wirkung von ZD7288 zu untersuchen, wurde der Tso-Wert
in jeder Retina vor und nach dem Einwaschen gemessen und die Verdnderung in Prozent
angegeben. Nach 10 miniitigem Einwaschen von 100 uM ZD7288 ist der Tso-Wert der B-
Welle in dieser Retina um 48% verlédngert (B). Messungen aus 7 Retinae ergaben eine mittlere
Verldngerung von 59+11%.

Abb. C zeigt die Ableitung einer B-Welle aus einer HCN1-Knockoutretina (Tso = 271 ms;
mittlerer Wert 255448 ms, n = 9). Im Vergleich mit den Wildtyptieren bedeutet das eine
Verldngerung des Tso-Wertes um 10%. Nach Einwaschen von ZD7288 ist die B-Welle in
dieser Retina um 41% verldngert (D; mittlere Verldngerung 3512 %, n = 3).

In Abb. E-H wurden Einzelblitze mit einer Reizintensitdt von 867 Isomerisationen/Stibchen
appliziert. In E ist eine B-Welle aus einer Wildtypretina dargestellt. Der Tso-Wert betrdgt 503
ms, (mittlerer Wert 559+56 ms, n = 9). Einwaschen von ZD7288 fiihrte zu einer Verlingerung
des Tso-Wertes um 7% (F; mittlere Verlingerung 11+5%, n = 3). Der Tso-Wert fiir die B-
Welle aus der Knockoutretina in G betrdgt 513 ms. Messungen aus 6 Tieren ergaben einen
Tso-Wert von 609+94 ms (verglichen mit den Wildtypretinae eine Verldngerung um 9%).
Applikation von ZD7288 bewirkt keine eindeutige Verlingerung der B-Welle. Der Tso-Wert
der B-Welle in H ist sogar um 2% verkiirzt (mittlere Verldngerung 3%, n = 2).

Der HCN-Kanalblocker ZD7288 wirkt intrazellular (Harris et al., 1994; Harris und Constanti,
1995; Satoh und Yamada, 2000). Der Blocker muss deshalb eine gewisse Zeit eingewaschen
werden, bis er in die Zelle gelangt (mindestens 10 Minuten). ZD7288 blockt aullerdem
irreversibel und kann deshalb nicht wieder ausgewaschen werden. Es ist deshalb wichtig zu
untersuchen, ob die Verlingerung der A-Welle spezifisch durch Applikation von ZD7288
erzielt wurde oder durch eine langsame Verdnderung der Retina wéhrend der langen
Ableitung. Wildtypretinae wurden unter Kontrollbedingungen iiber 20 Minuten abgeleitet und
die Verinderung des Tso-Wertes bestimmt (Helligkeit: 30 Isomerisationen/Stibchen und
Blitz). Bei einer von drei Retinae verldangerte sich der Tsp-Wert wiahrend der 20 Minuten um
10%, bei den zwei anderen kam es zu einer moderaten Schwankung. Im Mittel nahm der Tso-
Wert um 3% zu. Bei Helligkeiten von 30 Isomerisationen/Stibchen und Blitz verlangerten
sich bei Applikation von ZD7288 die Tso-Werte in Wildtypretinae um 59%, in
Knockoutretinae um 35%. Diese starken Anderungen weisen auf einen eindeutigen Effekt von
ZD7288 hin. Bei hohen Intensititen verldngert sich der Tsp-Wert in Wildtypretinae nur um
11%, in Knockouretinae um 3%. Diese Anderungen sind zu klein um von einem eindeutigen

7ZD7288 Effekt zu sprechen.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die B-Wellen von Knockoutretinae im Vergleich
zu Wildtypretinae leicht verldngert sind. Eine deutliche Verldngerung der B-Welle unter
ZD7288 ist bei niedrigen Intensitdten sowohl bei Wildtyp-, als auch bei Knockoutretinae zu
beobachten. Bei hohen Intensitéten ist kein eindeutiger ZD7288-Effekt in Wildtyp- und
Knockoutretinae zu beobachten. Dies widerspricht den Erwartungen. Hohe Lichtintensitéten
fiihren zu starker Hyperpolarisation der Photorezeptoren. Der Einfluss der HCN1-Kanile
sollte also bei hoher Lichtintensitét stirker sein, als bei schwachen Intensitdten. Man wiirde
deshalb auch erwarten, dass die Blockade der HCN-Kanile durch ZD7288 bei hohen
Intensititen einen groferen Effekt hitte, als bei niedrigeren Intensititen. Das scheint nicht der

Fall zu sein.
30 Isomerisationen/Stabchen und Blitz
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Abb. 3.3.4: Einzelblitz-ERGs in Wildtyp- und Knockoutméiusen.

A-D, Einzelblitze mit 30 Isomerisationen/Stdbchen, E-H, Einzelblitze mit 867 Isomerisationen/Stiabchen.

A, B, Wildtyp: Die B-Welle wird nach Einwaschen von ZD7288 lianger.

C, D, Knockout: Die B-Welle wird nach Einwaschen von ZD7288 ebenfalls lianger, der Knockout (C) zeigt
gegentiiber dem Wildtyp (A) eine verldngerte B-Welle.

E-H, ZD7288 zeigt keinen Effekt bei hohen Intensititen. Die B-Welle der Knockoutretina (G) ist im Vergleich
zur Wildtypretina (E) leicht verlangert.
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3.3.5 Frequenzreihen

Es wurde vorgeschlagen, dass der HCN1-Kanal die Lichtantwort in Photorezeptoren verkiirzt
und damit hilft, den Photorezeptor auf einen nachfolgenden Lichtreiz vorzubereiten. Man
konnte deshalb erwarten, dass der Knockout von HCNI zu einer schlechteren
Frequenzauflosung im ERG fiihrt. In diesem Kapitel wird die Frequenziibertragung von
Wildtyp- und Knockoutretinae im Flimmer-ERG (30 Isomerisationen/Stibchen und Blitz)
untersucht. AuBlerdem wird der Effekt von ZD7288 auf die Frequenziibertragung untersucht.

In Abb. 3.3.5.1 A sind B-Wellen aus einer Wildtypretina in einem Flimmer-ERG von 2 Hz
gezeigt. Die B-Welle hat beim ersten Blitz die grofite Amplitude, wird beim zweiten Blitz
kleiner und erreicht ab dem dritten Blitz eine konstante Amplitude. Zur Auswertung wurden
die Amplituden der B-Wellen in der ,,eingeschwungenen® Phase auf die Amplitude der B-
Welle bei einem unmittelbar vorhergehenden Einzelreiz derselben Helligkeit normiert und als
relative Amplitude in Prozent angegeben. In B sind fiir eine Wildtyp- und eine
Knockoutretina normierte B-Wellen in der eingeschwungenen Phase bei den Reizfrequenzen
2, 6 und 12 Hz dargestellt. Bei einem Flimmerreiz von 2 Hz erreichten die Amplituden der
normierten B-Wellen in der eingeschwungenen Phase in der Wildtypretina noch 69%. Fiir 9
Tiere ergab sich ein Mittelwert von 68+4%. In der Knockoutretina ergab sich ein Wert von
62% (mittlerer Wert 60+10%, n = 9). Dieser Wert ist um 11% kleiner als die relative B-
Wellenamplitude der Kontrolltiere. Dieser Trend setzt sich auch bei hoheren Frequenzen fort.
Flimmerreize von 6 Hz ergaben eine relative Amplitude von 23% beim Kontrolltier (mittlerer
Wert 23+3%, n = 9) und 18% beim Knockouttier (mittlerer Wert 19+4%, n = 8). Die relative
B-Wellenamplitude der Knockouttiere ist bei 6 Hz um 20% kleiner als die der Kontrolltiere.
Flimmerreize von 12 Hz ergaben eine relative Amplitude von 5% in der gezeigten
Wildtypretina. Insgesamt wurden sechs Wildtypretinae untersucht. Nur bei einer konnte bei
12 Hz keine B-Welle mehr detektiert werden, die relative B-Wellenamplitude wurde gleich
null gesetzt. Bei den sechs Tieren betrug die mittlere relative B-Wellenamplitude 4+2%. Im
Gegensatz dazu war in sieben von acht untersuchten Knockoutretinae keine B-Welle mehr zu
erkennen. Nur bei einer Retina konnte noch eine relative Amplitude von 3% gemessen
werden. Die Frequenz von 12 Hz wurde in Knockoutretinae als nicht mehr aufgelost gewertet

und die relative B-Wellenamplitude gleich null gesetzt.
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Abb. 3.3.5.1: Flimmer-ERG in reprisentativen Retinae von Wildtyp- und Knockoutméiusen (30

Isomerisationen/Stibchen und Blitz).
A, Flimmer-ERG in einer Wildtypretina, die Amplitude der B-Welle schwingt sich nach kurzer Zeit auf ein

konstantes Niveau ein.
B, mit zunehmender Frequenz nimmt die relative Amplitude der B-Wellen (normiert auf die Amplitude der B-

Welle bei einem Einzelblitz) in der eingeschwungenen Phase ab. Im Wildtyptier (links) ist das ERG bei 12 Hz
noch Frequenzmoduliert, im Knockouttier (rechts) nicht.

Die Ergebnisse dieser Messungen und Messungen in Gegenwart von ZD7288 sind in einem
Diagramm in Abb. 3.3.5.2 dargestellt. Bei allen Frequenzen ist die relative Amplitude in

Knockoutretinae kleiner als in Kontrollretinae. Dies bedeutet ein leichtes Defizit im zeitlichen
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Auflésungsvermogen bei HCN1-Knockouttieren. Diese Unterschiede sind aber sehr klein und
statistisch nicht signifikant. ZD7288 verringert die relative Amplitude der B-Welle sowohl in
Kontroll-, als auch in Knockoutretinae. Die Ubertragung der Frequenz nach Applikation von
ZD7288 in Wildtypretinae ist schlechter als die Ubertragung der Frequenz in Knockoutretinae

unter Kontrollbedingungen.
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Abb. 3.3.5.2: Frequenzauflosung der B-Welle bei 30 Isomerisationen/Stiibchen und Blitz in Wildtyp- und
Knockoutretinae und nach Applikation des HCN-Kanalblockers ZD7288.

Die Untersuchungen mit dem in vitro ERG zeigen:

- Die B-Welle ist in Knockoutretinae leicht verldngert.

- ZD7288 verliangert die B-Welle bei niedrigen Lichtintensitidten sowohl in Wildtypretinae,
als auch in Knockoutretinae.

- ZD7288 verldngert die B-Welle kaum bei hohen Lichtintensitéten.

- Die Frequenziibertragung ist in Knockoutretinae leicht reduziert.

- Die Frequenziibertragung wird durch ZD7288 in Wildtyp- und in Knockoutretinae leicht

verschlechtert.
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4. Diskussion

4.1 Das Expressionsmuster von HCN-Kanilen in der Retina

Die Verteilung der vier HCN-Isoformen in der Mauseretina ist sehr unterschiedlich. HCN1
wird in Stdbchen und Zapfen, sowie in Stibchenbipolarzellen, TypS und Typ7 Bipolarzellen
exprimiert. Aulerdem konnte HCNI1 in einigen Amakrin- und Ganglienzellen nachgewiesen
werden. HCN1 ist in der Miuseretina also weit verbreitet, HCN2, HCN3 und HCN4 dagegen
weit weniger. HCN4 wird in Typ3 Bipolarzellen und in einigen Amakrin- und Ganglienzellen
exprimiert. HCN2 konnte nur in Amakrin- und Ganglienzellen nachgewiesen werden. Mit
einem Antikorper gegen HCN3 wurden hauptsidchlich Fortsdtze von Zellen gefirbt, die
schwierig zu identifizieren waren. Wahrscheinlich handelt es sich dabei um Fortsdtze von
Amakrin- und Ganglienzellen.

Vergleicht man die Verteilung der HCN-Kanéle in den zwei nahe verwandten Spezies Ratte
(Ivanova, 2003; Miiller et al., 2003) und Maus (eigene Arbeit), so lassen sich zum Teil
Ahnlichkeiten, aber auch erstaunlicherweise groBe Unterschiede feststellen. HCNI ist in
beiden Spezies relativ dhnlich verteilt. Sowohl in der Ratten-, als auch in der Méuseretina
wird HCN1 in Photorezeptoren exprimiert. Auch im Kaninchen (Demontis et al., 2002; Kim
et al., 2003), sowie im Affen und im Rind (F. Miiller, personliche Mitteilung) besitzen
Photorezeptoren HCN1. Es scheint also ein generelles Prinzip zu sein, dass Photorezeptoren
HCNI exprimieren. Die Typ5 Bipolarzelle der Maus ist sehr dhnlich zur TypS Bipolarzelle
der Ratte. Beide stratifizieren oberhalb der ON-cholinergen Bande und sind durch Antikérper
gegen CabP5 anfirbbar. Auch elektrophysiologisch sind die Zellen sehr dhnlich. In beiden
Spezies exprimieren Typ5 Bipolarzellen HCNI1. Die Typ6a Bipolarzelle in der Ratte
(Ivanova, 2003) entspricht vermutlich der Typ7 Bipolarzelle der Maus (Gosh et al., 2004).
Beide stratifizieren unterhalb der ON-cholinergen Bande, beide besitzen eine Ca*"-aktivierte
Leitfahigkeit, beide exprimieren HCN1. Auch bei dem Expressionsmuster der HCN4-Isoform
gibt es Ahnlichkeiten zwischen Maus und Ratte. In beiden Spezies findet man HCN4 in Typ3

Bipolarzellen und in einigen Amakrinzellen.

Allerdings gibt es auch Unterschiede in der Expression der HCN-Isoformen in Bipolarzellen.

Stdbchenbipolarzellen in der Ratte exprimieren HCN2, in der Maus HCNI1. Die einzige
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HCNI1-positive Bipolarzelle in der Kaninchenretina ist eine OFF-Bipolarzelle (Kim et al.,
2003), HCNI-positive Bipolarzellen in Ratte und Maus sind ON-Bipolarzellen. In der
Rattenretina  wird HCN2 in allen ON-Bipolarzellen exprimiert (Ivanova, 2003).
Immunhistochemische Farbungen mit dem Antikorper gegen HCN2 ergeben in der Ratte ein
klares Bandenmuster in der IPL mit einer starken Farbung der Axonterminalsysteme der ON-
Bipolarzellen. In der Maus ist die HCN2-Expression schwach und es gibt kein klares
Bandenmuster. Die hdufigste ON-Bipolarzelle, die Stibchenbipolarzelle, exprimiert in der
Maus nicht HCN2, sondern HCN1. Ein zweiter ON-Bipolarzelltyp, der abgeleitet wurde, die
Typ9 Bipolarzelle hat in der Méuseretina gar keinen HCN-Kanal.

Es gibt auBerdem Unterschiede zwischen den Spezies in der Koexpression von HCN-
Kanilen. In der Rattenretina gibt es Zelltypen, die neben HCN1 auch andere HCN-Isoformen
exprimieren (Miiller et al., 2003). Dies scheint in der Maus nicht der Fall zu sein. Zapfen
haben in der Rattenretina HCN1 und HCN2, in der Maus haben sie nur HCN1. Die Typ5 und
die Typ6a Bipolarzellen exprimieren in der Ratte neben HCN1 auch HCN4. In der Maus
exprimieren die Typ5, bzw. die Typ7 Bipolarzellen nur HCNI. In keinem der beiden
Zelltypen weist die Aktivierungskinetik eine langsame Komponente auf, die auf die HCN4-
Isoform hinweisen wiirde. Typ5 Bipolarzellen in HCN1-Knockouttieren haben keine HCN-
Strome mehr. Das Expressionsmuster einer HCN-Isoform in einer Spezies ldsst sich also nicht
automatisch auf eine andere Spezies libertragen. Da allerdings in allen bisher untersuchten
Spezies Photorezeptoren HCN1 exprimieren, sollten sich die Effekte, die in der HCNI-
Knockoutmaus gefunden werden, zumindest in dieser Hinsicht auch auf andere Spezies

iibertragen lassen.

4.2 Eigenschaften der HCN-Kaniile in der Retina

In Photorezeptoren aller oben genannten Spezies wurde HCN1 gefunden. Es wurde schon
frith postuliert, dass HCN-Kanile in Photorezeptoren die Lichtantwort verkiirzen (Fain et al.,
1978). Bei Hyperpolarisation der Photorezeptoren durch Belichtung aktivieren die HCN-
Kanile und depolarisieren die Zelle wieder (Satoh et al., 2000). Der schnell aktivierende
HCN1-Kanal ist dabei von Vorteil. In der Maus habe ich in Photorezeptoren eine
Zeitkonstante von T = 29+6 ms fiir HCN1 gemessen. Diese Zeitkonstante ist doppelt so

schnell wie die Zeitkonstante des heterolog exprimierten HCN1 (t = 60+£11 ms). Auch in
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Typ5 Bipolarzellen (1 = 48413 ms) und in Stdbchenbipolarzellen (t = 42+14 ms) aktivieren
die HCN1-Strome schneller, als in HEK293-Zellen. Sind die HCN1-Kanile in der Retina
verdndert?

Es gibt mehrere Faktoren, durch die Eigenschaften der HCN-Kanéle verdndert, d.h. moduliert,
werden konnen. Im Folgenden seien nur einige Beispiele genannt. Die Bindung zyklischer
Nukleotide verschiebt die Aktivierungskurve der HCN-Kanile zu positiveren Spannungen
und beeinflusst die Aktivierungskinetik. Allerdings ist dieser Effekt bet HCN1 geringer, als
bei den anderen HCN-Isoformen. Bindung von cAMP verschiebt die Aktivierungskurve von
HCNI um nur ca. 2 — 4 mV, die von HCN4 um bis zu 15 mV (zur Ubersicht: Kaupp und
Seifert, 2001). HCN-Kandle werden auch durch Phosphorylierung moduliert.
Phosphorylierung von HCN-Kanédlen durch PKC fiihrte z.B. zur Verringerung der
Leitfahigkeit, die Aktivierungskurve wurde aber nicht verschoben (Cathala und Paupardin-
Tritsch, 1997). Yu et al. (1995) zeigten in ventrikuliren Myozyten, dass die
Aktivierungskurve nach Inhibition von Phosphatasen zu positiveren Spannungen verschoben
wird. Barbuti et al. (2004) diskutieren einen anderen Mechanismus, der
Aktivierungseigenschaften der HCN-Kandle verdndern soll. HCN4-Kandle, die in sogenannte
,lipid rafts® integriert sind, sollen schneller aktivieren als Kanile auBlerhalb der ,rafts*. Der
Aktivierungsbereich der Kanéle soll zu negativeren Spannungen verschoben sein.

SchlieBlich konnten strukturelle Verdnderungen an den HCN1-Kanélen deren Eigenschaften
modulieren. Zum einen konnten zusétzliche Untereinheiten in die HCN-Kanéle eingebaut
werden. Yu et al. (2001) beschrieben, dass die Koexpression von MIRP1 (Mink-Related-
Proteinl) in Xenopus Oocyten die Aktivierung von HCN1-Kanilen beschleunigt und die
Aktivierungskurve verschiebt. Die Proteine MIRP1-3 und MINK (minimal potassium
channel) wurden als Untereinheiten von K'-Kanilen beschrieben. Ob sie in situ mit HCN-
Kanilen assoziiert sind, ist unklar. Zum anderen konnten verdnderte Eigenschaften der
HCN1-Kanéle auf alternatives Spleissen zuriickzufithren sein. Gisselmann et al. (2005)
beschreiben eine Verschiebung des V;,-Wertes in Spleissvarianten von HCN-Kanélen aus der
Fruchtfliege. Zur Zeit ist unklar, ob eine oder mehrere der genannten
Modulationsmdglichkeiten fiir die verdnderten Aktivierungseigenschaften der HCN1-Kanile
in der Retina verantwortlich sind.

Interessant ist in diesem Zusammenhang auch der Vergleich der HCNI1-Strome in
verschiedenen Mausestimmen. HCN1-Strome in Stidbchen, Stdbchenbipolarzellen und Typ5
Bipolarzellen aus Tieren des Stammes C57B1/6 haben immer eine groere Amplitude als die

Strome in diesen Zelltypen aus Tieren des Stammes SV129. Thre Aktivierung ist aulerdem
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weniger verzdgert und erfolgt mit schnellerer Kinetik. Zum Beispiel haben HCN1-Strome in
Stéabchenbipolarzellen des Mausestammes C57B1/6 eine doppelt so schnelle Zeitkonstante (t
= 42+14 ms) wie in SV129 Tieren (t = 82+8 ms). Zwischen den Aminosduresequenzen der
HCN1-Proteine aus C57Bl/6 und SV129 Mausen gibt es nur einen Unterschied: an Position
42 befindet sich im Stamm C57Bl/6 ein Arginin, im Stamm SV129 ein Glyzin (personliche
Mitteilung, W. Bonigk). Obwohl nicht a-priori ausgeschlossen werden kann, dass dieser
moderate Unterschied zu einer Verdnderung der Aktivierungseigenschaften fiihrt, ist es
wahrscheinlicher, dass die unterschiedlichen Eigenschaften der HCNI1-Strome auf die
verschiedenen genetischen Hintergriinde der Inzuchtstimme zuriick zu fithren sind. Die
Unterschiede in der Stromamplitude konnten in einem unterschiedlichen Expressionsniveau
des HCN1-Proteins begriindet liegen. Alternativ konnte das ,,Targeting®™ des Proteins, d.h. der
Einbau in die Zellmembran in C57Bl/6 Tieren effizienter sein. Vielleicht sind in diesem
Stamm die notwendigen Chaperone oder andere Hilfsproteine stirker exprimiert. In Xenopus
Oocyten, HEK293-Zellen und Pyramidenzellen wurde z.B. gezeigt, dass das Protein TRIP8b
den Transport von HCN-Kanélen in die Membran reguliert (Santoro et al., 2004). Auch
Unterschiede in der Expression von Kinasen oder Phosphatasen zwischen den
Inzuchtstimmen konnten, wie oben diskutiert, zu verschiedenen Eigenschaften der HCN1-
Strome fithren. Eine interessante Frage ist, inwieweit sich die beschriebenen Unterschiede
zwischen den Stdmmen physiologisch auswirken. Dazu miissten Lichtantworten in den
verschiedenen Inzuchtstimmen in Zukunft detailliert untersucht und miteinander verglichen
werden. Da die HCNI-Strome in C57Bl/6 Tieren grofer sind, als in Tieren mit dem
gemischten genetischen Hintergrund C57SV, konnte es auflerdem sein, dass das Ausschalten
des HCN1-Kanals in Tieren mit reinem C57Bl/6 Hintergrund ausgeprégtere Effekte hat als in
C57SV Tieren. Bisher hat die zeitaufwendige Riickkreuzung verhindert, diesen Aspekt zu

untersuchen.

Die V,,-Werte fiir HCN1, die ich in Stdbchen und Bipolarzellen gemessen habe, waren sehr
negativ (Vin ~ -100 mV). Der Einfluss der HCN-Kandle auf die physiologischen
Eigenschaften der Zelle hingt davon ab, wie stark sich der Aktivierungsbereich der Kanile
mit dem physiologischen Spannungsbereich der Zelle iiberlappt. Photorezeptoren einiger
Spezies hyperpolarisieren bei Belichtung bis auf -70 mV (Schildkréte: -70 mV, Baylor und
Hodgkin, 1973; Salamander: -65 mV, Schnapf und Baylor, 1978; Makake: -60 mV,
Schneeweis und Schnapf, 1995). Wie stark Photorezeptoren in Maus und Ratte

hyperpolarisieren ist nicht bekannt, aber es sind dhnliche Werte zu erwarten. Der
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physiologische Spannungsbereich des Photorezeptors wiirde sich dann nur geringfiigig mit
dem von mir gemessenen Aktivierungsbereich der HCN1-Kanile iiberlappen. Selbst bei
maximaler Hyperpolarisation wiirden nur ein paar Prozent der HCN-Kanéle aktiviert. In Abb.
3.2.2.2 ist zu erkennen, dass HCN-Kandle in Stdbchen erst bei sehr negativen Spannungen
eine Depolarisation des Photorezeptors auslosen. Das ist mit der bisher postulierten Funktion
von HCN-Kanilen in Photorezeptoren nicht vereinbar. Es kann nicht ausgeschlossen werden,
dass die Aktivierungskurve der HCN1-Kanile durch die Ableittechnik verfélscht wurde. In
dem von mir verwendeten Ganzzell-Modus konnte z.B. das intrazelluldre Milieu der Zellen
nachteilig verdndert werden. Vielleicht wurden endogene Faktoren ausgewaschen wurden, die
den Aktivierungsbereich der Kanile beeinflussen. Meine Messungen wurden unmittelbar
nach Etablierung der Ganzzell-Konfiguration durchgefiihrt, um Stérungen durch diese
Auswascheffekte zu vermeiden. AuBerdem diirfte es bei so lang gestreckten Zellen wie
Photorezeptoren und Bipolarzellen relativ lange dauern, um das intrazelluldre Milieu in den
Zellkompartimenten zu storen, die weit von der Patch-Pipette entfernt sind. Trotzdem konnen
artifizielle Verdnderungen des Aktivierungsbereichs nicht ausgeschlossen werden. Demontis
et al. (1999) benutzten in Ableitungen von Stibchen der Meerschweinchenretina die
,Perforated-patch® Technik. Thre V;,-Werte fiir HCN1 sind mit V,, = -72 mV deutlich
positiver als meine Werte (Vi ~ -100 mV). Es erscheint mir deshalb notwendig, die Strom-
Spannungsbeziehung der retinalen HCN1-Kanédle der Maus auch mit dieser Technik zu
untersuchen.

Welche Funktion konnten HCN-Kandle in Photorezeptoren und Bipolarzellen haben? In
Photorezeptoren (HCN1) und Typ3 Bipolarzellen (HCN4) konnten die HCN-Kanile die
hyperpolarisierenden Lichtantworten verkiirzen. Typ5 und Typ7 Bipolarzellen, sowie
Stdbchenbipolarzellen sind ON-Bipolarzellen. In diesen Zellen werden HCN-Kanéle wéhrend
der depolarisierenden Lichtantwort nicht aktiviert. ON-Bipolarzellen hyperpolarisieren erst
bei Dunkelheit. Die HCN-Kanéle konnten eine zu starke Hyperpolarisation im Dunkeln
verhindern und somit dafiir sorgen, dass die Membranspannung der ON-Bipolarzellen im
physiologischen Arbeitsbereich bleibt. Auch in Photorezeptoren wirken HCN-Kanile einer zu
starke Hyperpolarisation entgegen, wie sie bei sehr hellen Lichtreizen auftritt. Indem sie
»Extremwerte™ verhindern, konnten HCN-Kanile dazu beitragen, dass retinale Schaltkreise

nicht dauerhaft gehemmt oder erregt werden.



4 Diskussion 85

4.3 Der HCN1-Knockout

Nicht immer ldsst sich durch den Vergleich von Knockouttieren und Wildtyptieren etwas iiber
die Funktion des ausgeschalteten Proteins lernen. In manchen Féllen ist das Ausschalten eines
Gens letal. Man lernt dann zwar, dass das Protein lebenswichtig ist, erfahrt aber wenig liber
funktionelle Eigenschaften. Das gilt z.B. fiir den konventionellen Knockout der HCN4-
Isoform (Stieber et al., 2003). In anderen Fillen findet man gar keinen Phinotyp,
moglicherweise, weil der Verlust eines Proteins durch Uberexpression anderer Proteine oder
andere Regulationsmechanismen kompensiert wird. Der HCN1-Knockout scheint nicht in
diese Kategorie zu gehoren. Die Retina der Knockouttiere sieht normal aus.
Immunhistochemische und elektrophysiologische Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit
zeigen auller dem Verlust von HCN1 keine wesentlichen Unterschiede zu Kontrolltieren. In
meinen elektrophysiologischen Ableitungen fand ich keine Hinweise darauf, dass der Verlust
von HCNI1-Kanidlen durch Expression anderer HCN-Isoformen kompensiert wurde. Der
HCN1-Knockout scheint also ein gutes ,,Werkzeug® zu sein, um mehr iiber die Funktion von

HCNI1 in der Retina zu erfahren.

Verlingerung der B-Welle. Wie bereits mehrfach diskutiert, sollen HCN1-Kanile die
Lichtantwort in Photorezeptoren verkiirzen (Fain et al., 1978; Satoh et al., 2000). Durch eine
starke und lang anhaltende Hyperpolarisation des Photorezeptors wiirde seine
Transmitterfreisetzung lange unterdriickt. Die Aktivierung der HCN-Kanile und die darauf
folgende Depolarisation des Photorezeptors wiirde die Transmitterfreisetzung wieder erhdhen.
Fir die nachgeschalteten Bipolarzellen entspriche dies einer Anndherung zum
Dunkelzustand. Dadurch wiirde die Lichtantwort der ON-Bipolarzellen verkiirzt. Der B-Welle
im ERG liegt die Lichtantwort der ON-Bipolarzellen zugrunde. Das Ausschalten der HCN-
Kanile in der Knockoutretina sollte deshalb zur Verldngerung der B-Welle fiihren. Das wurde
in der Tat beobachtet.

Die pharmakologische Blockade der HCN-Kanile in Wildtypretinae durch ZD7288 sollte
ebenfalls zur Verlangerung der B-Welle fiihren. Das war aber nur bei niedrigen Helligkeiten
der Fall. Bei hohen Intensititen hatte ZD7288 keinen signifikanten Effekt. Dies ist
erstaunlich, denn gerade bei hohen Intensitidten, und damit starker Hyperpolarisation der
Photorezeptoren, sollte eine Blockade der HCN-Kanile starke Effekte hervorrufen.
Unerwartet ist aullerdem, dass ZD7288 bei niedrigen Intensititen auch die B-Welle in

Knockoutméusen verlédngert. Sowohl in Photorezeptoren als auch in ON-Bipolarzellen wird
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nur die HCN1-Isoform exprimiert. In der HCN1-Knockoutretina kommen also in den Zellen,
die die B-Welle mallgeblich bestimmen, keine HCN-Kanédle mehr vor, deren Blockade zur
Verldngerung der B-Welle fiihren konnte. Allerdings konnte ZD7288 in Amakrinzellen HCN-
Kanile blockieren, die durch andere HCN-Isoformen gebildet werden. Diese Amakrinzellen
konnten durch synaptische Verschaltung im neuronalen Netzwerk die Lichtantworten der ON-
Bipolarzellen beinflussen, und so die Léange der B-Welle mitbestimmen. Schlielich wurde
berichtet, dass ZD7288 auch T-Typ Ca**-Kanile blockiert (Felix et al., 2003). So kénnte die
Verlingerung der B-Welle auch auf HCN-unabhingigen ,,unspezifischen* Effekten des
7ZD7288 beruhen. Dies konnte auch erkldren, weshalb die Verldngerung der B-Welle durch
Blockade mit ZD7288 in Kontrolltieren ausgeprdgter war, als durch das Ausschalten des

HCN1-Kanals in Knockouttieren.

Frequenziibertragung. Wirbeltierphotorezeptoren reagieren relativ langsam (zur Ubersicht:
Miiller und Kaupp, 1998). Werden Photorezeptoren durch eine schnelle Blitzfolge gereizt,
kommt es zur Verschmelzung der Lichtantworten. Ab einer bestimmten Frequenz kénnen die
Einzelreize nicht mehr aufgelost werden (Flimmerfusionsfrequenz). Man konnte
argumentieren, dass die Verkiirzung der Lichtantwort durch HCN1 diese Frequenz erhoht. In
den HCN1-Knockoutretinae sollten dann entsprechende Defizite in der Frequenzauflosung
auftreten. Die HCN-Kanidle verdndern allerdings nur die Membranspannung des
Photorezeptors. Sie haben auf die Signaltransduktion im AufBensegment keinen Einfluss.
Gerade bei hohen Frequenzen diirfte diese relativ langsame Signaltransduktion der
limitierende Faktor sein. In dieser Arbeit wurden nur geringe Unterschiede zwischen Wildtyp-
und Knockoutretinae im Flimmer-ERG gefunden. Zumindest unter den experimentellen
Bedingungen spielen HCNI1-Kandle fiir die Frequenziibertragung vermutlich eine
untergeordnete Rolle. Bei allen Frequenzen ist die Amplitude der B-Welle in der
Knockoutretina etwas niedriger als im Wildtyp. Auch unter ZD7288 werden im Flimmer-
ERG die B-Wellenamplituden insgesamt kleiner. Insbesondere ist weder im Knockout, noch
unter ZD7288 ein ,Einbruch®“ in der Frequenziibertragung bei hohen Frequenzen zu
verzeichnen. Die Frequenzuntersuchungen wurden allerdings aus Zeitgriinden nur bei einer
Helligkeit durchgefiihrt. Es war die gleiche Helligkeit, bei der eine deutliche Verlingerung
der B-Welle in der Knockoutretina zu erkennen war. Allerdings diirften die HCN-Kanéle in
Photorezeptoren  bei  dieser Helligkeit nur teilweise aktiviert werden (30
Isomerisationen/Stidbchen). Die Experimente sollten bei hoheren Intensititen weitergefiihrt

werden.
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In ERG-Ableitungen an der Katze (Gargini et al., 1999) und der Ratte (Maccarone et al.,
2004) fiihrte die Applikation von Cs™ und Zatebradine (einem HCN-Kanalblocker) zu einem
Einbruch in der Frequenziibertragung bei hohen Frequenzen. Warum fanden diese
Arbeitsgruppen Einbriiche bei hohen Frequenzen, die ich unter meinen Bedingungen nicht
gefunden habe? Der wesentliche Unterschied zu meinen Experimenten besteht in der
Helligkeit der Lichtreize. Bei der von mir verwendeten niedrigen Helligkeit wurden
hauptsdchlich Stibchen gereizt (skotopische Helligkeiten). Die weit weniger empfindlichen
Zapfen spielen unter diesen Bedingungen kaum eine Rolle. In den oben genannten
Untersuchungen wurden Helligkeiten benutzt, bei denen die Stdbchenantworten bereits
sdttigen und zusitzlich stark Zapfen aktiviert werden (mesopische Helligkeiten). Das retinale
Netzwerk befindet sich also in einem génzlich anderen Erregungs- und Adaptationszustand,
als in meinen Untersuchungen. Insbesondere muss mit komplexen Interaktionen der
Stdbchen- und Zapfensignale im retinalen Netzwerk gerechnet werden. Mdglicherweise
spielen HCN-Kanile unter diesen Bedingungen eine entscheidende Rolle. Natiirlich miissen
auch in diesen Experimenten pharmakologische Effekte, die nicht auf der Blockade von

HCN-Kanilen beruhen, in Erwigung gezogen werden.

4.4 Ausblick

Die HCN1-Isoform wird in allen bisher untersuchten Spezies in Photorezeptoren exprimiert.
Das weist auf eine wichtige Funktion von HCNI in Photorezeptoren hin. HCN1-Kanéle in
Photorezeptoren und Bipolarzellen aktivieren schneller als heterolog exprimierte HCNI-
Kanile. Moglicherweise sind die Kanile in der Retina durch noch unbekannte Faktoren
moduliert. Hier sind weitergehende Untersuchungen notwendig, um diese Faktoren zu
identifizieren. Auch die Funktion von HCN-Kanélen in Bipolarzellen muss noch erforscht
werden. Die HCN1-Knockoutmaus scheint gut geeignet zu sein, um die Funktion von HCN1
in der Retina zu untersuchen. Im ERG der HCN1-Knockoutmaus sind die B-Wellen leicht
verldngert. Vermutlich ist durch den Verlust der HCN1-Kanile die Lichtantwort der
Photorezeptoren leicht verldngert. In ersten Experimenten zur Frequenziibertragung im
skotopischen Helligkeitsbereich zeigten sich zwischen den ERGs von Wildtyp- und
Knockoutméusen nur geringe Unterschiede. Die B-Wellen im ERG der Knockouttiere waren
bei allen Frequenzen etwas kleiner als im Wildtyp. Der ERG Experimente miissen bei

anderen Helligkeiten weitergefiihrt werden. Daneben sollte versucht werden, die Ergebnisse
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aus den ERG Messungen durch Ableitungen von Lichtantworten auf der Einzelzellebene zu

bestétigen.
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