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1 Einleitung

Ionenkanile kontrollieren den FluB von Ionen iiber die Zellmembran. Sie sind integrale
Membranproteine und bilden mikroskopisch kleine Poren in der hydrophoben Lipidschicht,
durch die verschiedene Ionen stromen konnen (Hille, 1992). Der Ionenfluf3 ist entscheidend
fiir die Entstehung und Weiterleitung elektrischer Signale.

Ionenkandle konnen anhand ihrer lonenselektivitdt unterschieden werden. Neben sehr
selektiven Na'-, K- oder Ca*-Kanilen existieren auch Kanile, die nur schlecht zwischen
verschiedenen Ionen unterscheiden konnen. Ionenkandle werden auch anhand ihres
Aktivierungsmechanismus unterteilt. Wihrend ligandengesteuerte Ionenkanidle durch die
direkte Bindung extra- oder intrazelluldrer Botenstoffe kontrolliert werden, reagieren
spannungsabhiingige Ionenkanile auf Anderungen des Membranpotentials. Im Ruhezustand
liegt das Membranpotential vieler Nervenzellen zwischen —60 und —70 mV ("Ruhepotential”).
Die meisten spannungsabhingigen Ionenkanidle oOffnen, wenn das Membranpotential
positivere Werte annimmt ("Depolarisation"). Spannungsabhiingige Na*- und Ca**-Kanile
leiten dann einen Einwértsstrom, der die Membran weiter depolarisiert und bei erregbaren
Zellen Aktionspotentiale ausldsen kann. Spannungsabhiingige K*-Kanile leiten dagegen einen
K'-Auswiirtsstrom, der die Membran wieder repolarisiert und in Nervenzellen die
Aktionspotentiale  beendet. Der andauernde K'-Auswirtsstrom  verschiebt das
Membranpotential in Richtung des K'-Gleichgewichtpotentials, das ca. —80 mV betrigt.
Nimmt das Membranpotential in Folge dessen kurzfristig negativere Werte als das

Ruhepotential der Zelle an, spricht man von einer "Hyperpolarisation”.

1.1 Hyperpolarisationsaktivierte und zyklisch Nukleotid-gesteuerte Ionenkaniile

Hyperpolarisationsaktivierte und zyklisch Nukleotid-gesteuerte Ionenkanile
(hyperpolarization-activated and cyclic nucleotide-gated channels; HCN-Kanidle) wurden
elektrophysiologisch bereits Ende der Siebziger Jahre des letzten Jahrhunderts im
Sinusknoten des Sidugetierherzens (Brown et al., 1979; Brown & DiFrancesco, 1980;
Yanagihara & Irisawa, 1980) und in Photorezeptoren (Fain et al., 1978; Bader et al., 1979;
Attwell & Wilson, 1980; Bader et al., 1982) beschrieben. Im Gegensatz zu den meisten
spannungsabhingigen lIonenkandlen werden HCN-Kanile nicht durch Depolarisation der

Zellmembran, sondern durch Hyperpolarisation aktiviert. Deshalb wurden sie auch als
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I,-Kanile (hyperpolarization-activated) bezeichnet. HCN-Kanéle konnen in Nervenzellen,
sensorischen Zellen, Muskelzellen, aber auch in einigen nicht erregbaren Zellen
nachgewiesen werden (Ubersicht: DiFrancesco, 1993; Pape, 1996; Gauss & Seifert, 2000;
Kaupp & Seifert, 2001).

Die HCN-Kanile unterscheiden sich nicht nur in ithrem Aktivierungsmechanismus deutlich
von anderen spannungsabhingigen Ionenkanélen. Sie besitzen einige so ungewdhnliche und
charakteristische Eigenschaften, dal sie zundchst auch als Ir-Kandle (funny) oder 1-Kanile
(queer) bezeichnet wurden (Pape, 1996). Im folgenden sollen diese Eigenschaften kurz
beschrieben werden.

1. Ionenselektivitdt. HCN-Kanidle weisen eine ungewohnliche Ionenselektivitidt auf. Sie sind
schwach K'-selektiv, leiten aber auch Na*-lIonen. Die relative Permeabilitit von Na'-
gegeniiber K™-Ionen (Py,/P) ist abhéingig von der Konzentration extrazelluldrer K*-Ionen und
variiert zwischen 0,2 und 0,4 (Edman et al., 1987; Hestrin, 1987; Maricq & Korenbrot, 1990;
Wollmuth & Hille, 1992; Solomon & Nerbonne, 1993). Auch extrazellulire Cl-Ionen
beeinflussen die Permeationseigenschaften der HCN-Kanile (Pape, 1996). Die schwache
K*-Selektivitit unterscheidet die HCN-Kanile sowohl von K*-selektiven Kanilen (Pxa/Px <
0,09; Hille, 1992), als auch von nicht-selektiven Kationenkanélen (Pn./Px = 1; Hille, 1992).
Unter physiologischen Bedingungen liegt das Umkehrpotential der HCN-Kanile bei etwa
-30mV. Daher leiten HCN-Kandle nach Hyperpolarisation der Membran einen
Na*-Einwiirtsstrom, der die Membran depolarisiert.

2. Blockierbarkeit. Geringe Konzentrationen extrazellulirer Cs'-Ionen blockieren die
HCN-Kanile in Abhéngigkeit von der Spannung (Noma et al., 1983; DiFrancesco, 1985).
Dagegen sind HCN-Kanile gegeniiber extrazelluliren Ba®*-Ionen relativ unempfindlich,
wodurch sie sich von den klassischen einwiirtsrektifizierenden K*-Kanilen (sogenannte
Ki-Kanile) unterscheiden (DiFrancesco, 1985).

3. Anderung des Offnungsverhaltens. Zyklische Nukleotide (cAMP und ¢cGMP) modulieren
das spannungsabhingige Offnen der HCN-Kanile, indem sie direkt an das Kanalprotein
binden. Wenn sich die intrazelluldre Konzentration von cAMP bzw. ¢cGMP indert, verschiebt
sich auch die Aktivierungskurve der HCN-Kanile. Eine Erhohung der cAMP-Konzentration
verschiebt beispielsweise in isolierten Schrittmacherzellen des Kaninchenherzens die
Aktivierungskurve um ca. 10 mV zu positiveren Spannungen (DiFrancesco & Tortora, 1991).

Dadurch 6ffnen die HCN-Kanile bereits bei weniger negativen Membranpotentialen.
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Es gibt einige Hinweise darauf, da die Eigenschaften der HCN-Kanile auch durch andere
Mechanismen moduliert werden. Dazu zédhlen die Phosphorylierung des Kanalproteins, sowie
die Wechselwirkungen mit Ca**-Ionen oder anderen Proteinen (Ubersicht: Pape, 1996).

Obwohl HCN-Kandile bereits seit iiber 20 Jahren elektrophysiologisch untersucht wurden, war
ihre Aminosduresequenz lange Zeit unbekannt. Mittlerweile ist es gelungen, die Gene der
HCN-Kanile von verschiedenen Invertebraten und Vertebraten zu klonieren. Wihrend in den
Invertebraten S.purpuratus, H.virescens und D.melanogaster jeweils nur ein einziges Gen
gefunden wurde (Gauss et al., 1998; Krieger et al., 1999; Marx et al., 1999), wurden in allen
untersuchten Sdugetierspezies jeweils vier verschiedene Gene fiir HCN-Kanile identifiziert
(Santoro et al., 1997; Ludwig et al., 1998; Santoro et al., 1998; Ludwig et al., 1999; Seifert et
al., 1999; Shi et al., 1999; Ishii et al., 1999; Ubersicht: z.B. Kaupp & Seifert 2001). Diese
Isoformen werden als HCN1 bis HCN4 bezeichnet, wobei die Spezies durch ein Prifix
gekennzeichnet wird (h = human; m = mouse; r = rat; etc.) (Clapham, 1998). Alle vier
Kanaltypen wurden inzwischen in heterologen Expressionssystemen elektrophysiologisch
untersucht (Ludwig et al., 1998; Santoro et al., 1998; Ishii et al., 1999; Ludwig et al., 1999;
Seifert et al., 1999; Santoro et al., 2000; Moosmang et al., 2001). Jeder Kanaltyp war dabei in
der Lage, einen homooligomeren Kanal mit charakteristischen elektrophysiologischen

Eigenschaften zu bilden.

1.2 Strukturelle Eigenschaften von HCN-Kanélen

Die HCN-Kanile sind sowohl mit den spannungsabhingigen K*-Kanilen vom Shaker-Typ,
als auch mit den zyklisch Nukleotid-gesteuerten Ionenkanilen (cyclic nucleotide-gated
channels; CNG-Kanile) phylogenetisch verwandt. Abb. 1.1 zeigt ein Modell der
transmembranalen Topologie der HCN-Kanile, das sich an die Vorstellung iiber die Struktur
der K*-Kaniile (Miller, 1991; Jan & Jan, 1992; Pongs, 1992) und der CNG-Kanile (Henn et
al., 1995) anlehnt. Die HCN-Kanile weisen vermutlich sechs transmembranale Segmente (S1-
S6) auf. Der N- und der C-Terminus liegen intrazelluldr. Zwischen S5 und S6 befindet sich
die porenbildende Region, die maBgeblich die Selektivitits- und Leitfdhigkeitseigenschaften
der Ionenkanile bestimmt (MacKinnon & Yellen, 1990; Yellen et al., 1991; Yool & Schwarz,
1991; Backx et al., 1992; Eismann et al., 1994; MacKinnon, 1995). Das transmembranale
Segment S4 enthélt ein sogenanntes Spannungsfithlermotiv, wie man es von den

spannungsabhingigen Na*-, K*- und Ca**-Kanilen kennt (Ubersicht: Stiihmer, 1991; Jan &
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Jan, 1992; Pongs, 1992). Es ist wahrscheinlich am spannungsabhingigen Offnen der HCN-
Kanile beteiligt. Im C-terminalen Bereich besitzen HCN-Kanile, dhnlich wie CNG-Kanile
und cAMP/cGMP-abhingige Proteinkinasen, eine Bindestelle fiir zyklische Nukleotide
(cNMP-Bindestelle; Takio et al., 1984; Weber et al., 1987, Kaupp et al., 1989).

fPorenregion
extrazellular

intrazellular

extrazellular

intrazellular

Abb. 1.1: Modell der transmembranalen Topologie der HCN-Kaniile. Im oberen Teil ist die
transmembranale Topologie einer Untereinheit des HCN-Kanals mit den sechs transmembranalen Segmenten
(S1-S6), der porenbildenden Region (Porenregion) und der Bindestelle fiir zyklische Nukleotide (cNMP-
Bindestelle) dargestellt. N- und C-Terminus der Polypeptidkette sind mit NH, bzw. COOH gekennzeichnet, Die
untere Skizze zeigtl, wie sich vier Untereinheiten zu einem funktionellen Kanal zusammenlagern.

Die Aminosduresequenzen der vier verschiedenen HCN-Kanaltypen sind stark homolog. Die
groBte Ahnlichkeit besteht in einem Abschnitt, der vom ersten transmembranalen Segment
(S1) bis zum Ende der cNMP-Bindestelle reicht (80 bis 90 % Aminosidureidentitdt). Die N-
und C-terminalen Abschnitte der vier Polypeptidketten weisen nur eine schwache
Sequenzihnlichkeit auf. Im Anhang (Abschnitt 8.1) ist ein Vergleich der Aminoséure-
sequenzen der vier HCN-Kaniile aus der Ratte (fHCN1 bis THCN4) gezeigt.
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Vermutlich lagern sich wie bei den K™-Kaniillen (MacKinnon, 1991) und den CNG-Kanilen
(Kaupp, 1995) auch bei den HCN-Kanilen vier Untereinheiten zu einem funktionellen Kanal
zusammen. Fiir die CNG-Kanile konnte gezeigt werden, daB solche Kanalkomplexe aus
verschiedenen Untereinheiten bestehen konnen ("heterooligomere Komplexe"; Kaupp, 1995;
Bonigk et al., 1999). Die Vermutung liegt daher nahe, da funktionelle HCN-Kanéle ebenfalls
aus verschiedenen HCN-Kanaltypen bestehen. Erste Experimente deuten darauf hin, daB die
Kanalproteine HCN1 und HCN2 in ko-injizierten Froschoozyten heterooligomere
Kanalkomplexe bilden (Chen et al., 2001; Ulens & Tytgat, 2001). Ob HCN-Kanile aber auch
in vivo als heterooligomere Komplexe vorliegen, kann nur gekldrt werden, wenn die zelluldre

Lokalisation der vier HCN-Kanaltypen bekannt ist.

1.3 Die physiologische Bedeutung von HCN-Kaniilen

Werden HCN-Kanile aktiviert, leiten sie einen Na'-Einwirtsstrom, der die Zellmembran
depolarisiert. Sie spielen daher eine wichtige Rolle in vielen Nervenzellen, sensorischen
Zellen, Muskelzellen, aber auch in einigen nicht erregbaren Zellen. HCN-Kanédle haben
mehrere Funktionen. Sie sind an der Erzeugung und Regulation zelluldrer rhythmischer
Aktivierungsmuster beteiligt. Sie schiitzen die Zelle vor zu groB3er Hyperpolarisation und sind
auch an der Verarbeitung einkommender synaptischer Signale beteiligt. Welche Aufgaben
HCN-Kanile in den verschiedenen Zellen genau erfiillen, hidngt davon ab, mit welchen

anderen Ionenkanilen sie zusammenwirken.

HCN-Kanile in Schrittmacherzellen des Herzens:

Die physiologische Bedeutung der HCN-Kanile ist besonders gut in den primidren und
sekundiren Schrittmacherzentren des Herzens untersucht (Ubersicht: DiFrancesco, 1993). Bei
den Schrittmacherzentren handelt es sich um wenige spezialisierte Muskelzellen im Herzen,
die selbststindig Aktionspotentiale in rhythmischer Abfolge erzeugen konnen. Die endogenen
Oszillationen des Membranpotentials werden durch das Zusammenspiel von mindestens vier
verschiedenen Ionenkandlen erzeugt: Zwei Ca’*-Kanaltypen, ein K'-Kanal und der als
"Schrittmacher-Kanal" bezeichnete HCN-Kanal. Die Entstechung von Aktionspotentialen in

den Schrittmacherzentren 148t sich wie folgt darstellen (Abb. 1.2):
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Membran-
potential
mV
(mV) "
Ca®- Ausstrom
Einstrom
0 S Eeetseiiia "\\"'""

Na'-

Einstrom

"Schrittmacher”-

Depolarisation

2 Zeit (sek)

Abb. 1.2: Erzeugung von rhythmischen Aktionspotentialen in Schrittmacherzellen des Herzens. Dargestellt
ist die zeitliche Anderung des Membranpotentials bei spontaner Aktivitit in Schrittmacherzellen des Herzens.
Drei unterschiedliche Ionenstrome sind an der Entstehung der Aktionspotentiale (schwarze Kurve) beteiligt. Die
Ausschiittung von Adrenalin durch postganglionire Neuronen des Sympathikus bewirkt eine ErhOhung der
Herzschlagfrequenz (grane Kurve).

HCN-Kanile werden durch Hyperpolarisation der Membran gedffnet. Sie leiten dann einen
Einwirtsstrom, der die Membran langsam depolarisiert ("Schrittmacher-Depolarisation”). Bei
einem Membranpotential von etwa -50 mV werden spannungsabhingige Ca**-Kanile vom
T-Typ aktiviert. Diese leiten dann einen transienten Ca**-Einstrom, der die Membran weiter
depolarisiert. Bei einem Membranpotential von etwa -30 mV werden Ca**-Kanile des L-Typs
aktiviert, die dann ein Ca**-Aktionspotential auslosen. Infolge der Depolarisation schlieBen
die HCN-Kanile und spannungsabhiingige K'-Kanile werden aktiviert. Der K*-Ausstrom
fiihrt zu einer Repolarisation der Membran. Am Ende des Aktionspotentials liegt das
Membranpotential nahe des K'-Gleichgewichtpotentials (ca. -80 mV). Durch diese
Hyperpolarisation werden die HCN-Kanile erneut gedffnet und das nédchste Aktionspotential
vorbereitet. Die Frequenz, mit der die Aktionspotentiale aufeinander folgen, hdangt davon ab,
wie viele HCN-Kanile gedffnet werden. Die Ausschiittung von Adrenalin  durch
postgangliondre Neuronen des Sympathikus erhoht iiber eine G-Protein-abhingige
Signalkaskade die intrazelluldre cAMP-Konzentration. Durch direkte Bindung des cAMP an
das HCN-Kanalprotein wird die Aktivierungskurve des HCN-Kanals nach rechts verschoben;
d.h. der Kanal 6ffnet schon bei weniger negativen Spannungswerten. Dadurch wird die

"Schrittmacher-Depolarisation” beschleunigt und die Herzschlagfrequenz erhoht sich (graue
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Kurve). Die Ausschiittung von Acetylcholin durch parasympathische Neuronen fithrt dagegen
zu einer Abnahme der intrazelluldren cAMP-Konzentration und damit zu einer Abnahme der
Herzschlagfrequenz (nicht gezeigt).

Die rhythmischen Aktivierungsmuster werden in den primédren Schrittmacherzentren (Sinus-
knoten bzw. Sinus venosus) erzeugt. Die Aktionspotentiale werden dann iiber die sekundéren
Schrittmacherzentren (Atrioventrikularknoten, Hiss'sche Biindel und Purkinjefasern) auf den
gesamten Herzmuskel iibertragen und 10sen eine Kontraktion aus. Auch die sekundédren
Schrittmacherzentren konnen rhythmische Aktivierungsmuster erzeugen. Ihr Eigenrhythmus
wird jedoch normalerweise durch die schneller aufeinanderfolgenden Aktionspotentiale der
primdren Schrittmacherzentren iiberlagert. Fillt die Erregungsbildung im Sinusknoten bzw.
Sinus venosus aus, kann diese Funktion von den untergeordneten Zentren iibernommen
werden, wobei das Herz mit niedrigerer Frequenz weiterschldgt. Bislang konnte noch nicht
geklart werden, auf welche Weise sich die HCN-Kandle in den verschiedenen
Schrittmacherzentren voneinander unterscheiden und wie die unterschiedlichen
Schlagfrequenzen zustande kommen.

Auch in zahlreichen Regionen des Gehirns erfilllen HCN-Kandle die Funktion von
Schrittmacher-Kanidlen. Ein besonders gut untersuchtes Beispiel sind dabei einzelne
Neuronen im Thalamus, die bei der Regulation des Schlat-Wachrhythmus von entscheidender
Bedeutung sind (Pape & McCormick, 1989; McCormick & Bal, 1997; Liithi & McCormick,
1999). Auch in diesen Zellen hat die intrazellulire cAMP-Konzentration EinfluB3 auf die
Schrittmacheraktivitit der HCN-Kanile.

In vielen anderen Neuronen bestimmen HCN-Kanile zusammen mit K'-Kanilen das
Ruhepotential. Dem Einwirtsstrom von Na'-Ionen durch HCN-Kanile wirkt der Ausstrom
von K'-Ionen entgegen. Die Beteiligung des HCN-Stroms am Ruhepotential kann groBen
EinfluB auf die Integration synaptischer Signale haben. Beispielsweise wird eine
Hyperpolarisation, die durch inhibitorische postsynaptische Potentiale (IPSP) ausgelost wird,
durch die erhohte HCN-Aktivitit reduziert und der Effekt dadurch vermindert (Ubersicht:
Pape, 1996). Beaumont & Zucker (2000) haben Hinweise darauf gefunden, daf3
prisynaptische HCN-Strome iiber die Serotonin-induzierte Anderung der cAMP-

Konzentration direkt an der Kontrolle der synaptischen Transmission beteiligt sind.
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HCN-Kaniile in Photorezeptoren:

In Photorezeptoren der Wirbeltiernetzhaut (Retina) wurde schon friith ein hyperpolarisations-
aktivierter Ionenkanal mit den typischen biophysikalischen Eigenschaften der HCN-Kanile
beschrieben. HCN-Kanile konnten elektrophysiologisch in den Innensegmenten sowohl von
Stdbchen (Fain et al., 1978; Bader et al., 1979; Attwell & Wilson, 1980; Bader et al., 1982),
als auch von Zapfen (Attwell et al., 1982; Barnes & Hille, 1989; Maricq & Korenbrot, 1990)
nachgewiesen werden.

Im Dunkeln betrigt das Ruhepotential von Stibchen ca. —30 bis 40 mV. Das Ruhepotential
wird bestimmt durch den Einstrom von Na'- und Ca**-Ionen durch CNG-Kanile in den
AuBensegmenten der Photorezeptoren und den Ausstrom von K'-Ionen durch den Ky-Kanal
in den Innensegmenten der Photorezeptoren (Abb. 1.3 A). Bei diesem Membranpotential sind

die HCN-Kanile geschlossen und tragen nicht zum Ruhepotential der Photorezeptoren bei.

A Dunkel B Licht

CNG-Kanal CNG-Kanal
<«——Na'lCa”
=

HCN-Kanal

Na’

Abb. 1.3: Anderung des Membranpotentials an Photorezeptoren bei Belichtung, Schematische Darstellung
eines Photorezeptors, der sich morphologisch in ein AuBiensegment (oberhalb der gestrichelten Linie) und ein
Innensegment (unterhalb) gliedert. Tm Dunkeln (A) liegt das Ruhepotential bei ca. -40 mV. Dem Einwértsstrom
von Na*- und Ca**-lonen durch die CNG-Kaniile wirkt ein Auswirtsstrom von K*-Ionen durch die K, -Kanile
entgegen. Die HCN-Kanile sind bei diesemn Membranpotential geschlossen. Bei Belichtung (B) schlicBen die
CNG-Kanile, wiihrend die K,-Kanile getffnet bleiben. Dies fithrt zu einer Hyperpolarisation der Zellmembran
(schematisches SpannungsmeBgerit). Bei starker Belichtung der Photorezeptoren bewirkt die Hyperpolarisation
ein Offnen der HCN-Kanile. Der Einstrom von Na™-Ionen wirkt dem K'-Ausstrom durch die K,-Kanile
entgegen und schiitzt die Zelle vor iiberméBiger Hyperpolarisation.
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Bei Belichtung der Photorezeptoren é&ndert die Absorption eines Lichtquants die
Konformation des Sehpigments Rhodopsin. Rhodopsin aktiviert dann iiber ein G-Protein
(Transducin) eine Phosphodiesterase, die cGMP zu 5-GMP hydrolysiert. Dadurch wird die
intrazelluldare ¢cGMP-Konzentration verringert. Wenn die ¢cGMP-Konzentration abnimmt,
schlieBen die CNG-Kanile und der depolarisierende Einwirtsstrom von Na*- und Ca**-Ionen
nimmt ab. Der andauernde Auswirtsstrom von K™-Ionen durch den K,-Kanal hyperpolarisiert
die Zelle (Abb. 1.3 B). Dadurch wird am synaptischen Endglied der Sehzelle weniger des
Transmitters Glutamat ausgeschiittet (Uberblick: Stryer, 1991; Yau, 1994; Miiller & Kaupp,
1998). Ein starker Lichtreiz hyperpolarisiert die Membran soweit, dal die HCN-Kanile
aktiviert werden. Diese leiten dann einen depolarisierenden Einwértsstrom, der die Dauer und
Amplitude der Hyperpolarisation begrenzt. In Folge dessen schiitten die Photorezeptoren
wieder verstirkt Glutamat aus. HCN-Kanile wirken also den Effekten eines starken Lichtreiz
entgegen und sind somit an der Lichtadaptation in Photorezeptoren beteiligt. In Frosch-
Photorezeptoren werden die HCN-Kanile nicht durch die Bindung von cAMP oder durch
Phosphorylierung moduliert (Akopian & Witkovsky, 1996). Ob cAMP in Séiugetier-
Photorezeptoren die Eigenschaften der HCN-Kanidle moduliert, ist bislang nicht untersucht
worden.

Die CNG-Kandle in Stibchen und Zapfen sind aus verschiedenen Untereinheiten
zusammengesetzt (Kaupp, 1995). Es ist daher eine interessante Frage, ob sich auch die HCN-
Kanile in Stdbchen und Zapfen voneinander unterscheiden. Zudem wurden HCN-Strome
auch in Bipolarzellen der Maus- und Rattenretina beschrieben (Kaneko et al., 1989; Karschin
& Wissle, 1990). Die Funktion dieser Strome ist bislang unklar. Auf jeden Fall werden aber
HCN-Kanile in verschiedenen Zelltypen der Retina exprimiert. Die Retina ist im Gegensatz
zu vielen anderen Teilen des Zentralnervensystems ein klar gegliedertes Gewebe. Wenn es
gelingt, die Lokalisation der HCN-Kanile in der Retina aufzukliren, kann dieses Wissen die

Untersuchungen an Gehirnarealen mit komplizierteren Strukturen erleichtern.

1.4 Aufbau der Retina

Die Retina ist ein ca. 200 um dickes Nervengewebe, das den Augenhintergrund auskleidet.
Sie entsteht in der Embyonalentwicklung als Ausstiilpung des Zwischenhirns und ist somit ein
Teil des Zentralnervensystems. Die Retina ist anatomisch klar geschichtet (Abb. 1.4) und die

verschiedenen Zelltypen lassen sich gut identifizieren.
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Abb. 1.4: Schichtung der Retina: A): Nisslfiirbung eines Vertikalschnitts durch eine Rattenretina. B):
Schematischer Aufbau der Retina nach Cajal (entnommen aus Hubel, 1988). OS: AuBensegmente, IS:
Innensegmente, ONL: #uliere nukleiire Schicht, OPL: dufiere plexiforme Schicht, INL: innere nukleéire Schicht,
IPL: innere plexiforme Schicht, GCL: Ganglienzellschicht, NFL: Nervenfaserschicht.

Das Wirbeltierauge ist ein sogenanntes "inverses Auge"; d.h. die Photorezeptoren befinden
sich auf der lichtabgewandten Seite der Retina. Die Zellkdrper der Photorezeptoren bilden die
duBere nukledre Schicht (outer nuclear layer, ONL). In den AuBensegmenten der
Photorezeptoren entsteht nach Absorption von Licht ein graduiertes elektrisches Signal
("Phototransduktion™). Die Axone der Photorezeptoren iibertragen das Signal in die erste
Synapsenschicht, die duBere plexiforme Schicht (outer plexiform layer, OPL). Dort wird es
auf Neuronen zweiter Ordnung, die Bipolarzellen und Horizontalzellen, iibertragen. Deren
Zellkorper befinden sich in der inneren nukledren Schicht (inner nuclear layer, INL). Die
Bipolarzellen leiten das Signal weiter in die innere plexiforme Schicht (inner plexiform layer,
IPL), wo sie mit Ganglienzellen und Amakrinzellen verschaltet sind. Die Zellkdrper von
Amakrinzellen liegen in der INL nahe der IPL oder als sogenannte "versetzte Amakrinzellen”
neben den Zellkorpern der Ganglienzellen in der Ganglienzellschicht (ganglion cell layer,
GCL). Die Axone der Ganglienzellen sammeln sich in der Nervenfaserschicht (nerve fibre
layer, NFL) und laufen als Axonbiindel zur retinalen Papille (blinder Fleck). Dort bilden sie

den Sehnerv, der die Signale an hohere visuelle Zentren im Gehirn weiterleitet (Ubersicht:
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Peichl, 1990; Wissle & Boycott, 1991). Im Gegensatz zu den meisten anderen Zellen in der
Retina, die vornehmlich graduierte elektrische Potentiale bilden, erzeugen die Ganglienzellen
Aktionspotentiale, da die Information iiber weite Strecken geleitet werden muB.

Das graduierte elektrische Signal, das in den Photorezeptoren als Antwort auf einen Lichtreiz
erzeugt wird, wird nicht einfach nur ins Gehirn weitergeleitet. An jeder Synapse wird die
Information neu verrechnet und moduliert. Eine besondere Rolle spielen dabei laterale
Einfliisse (Schiller, 1992). Sie werden durch zwei Typen von Neuronen iibermittelt: die
Horizontalzellen und die Amakrinzellen. Horizontalzellen modulieren den Informationsflufl

durch die Retina in der OPL, wihrend Amakrinzellen in der IPL wirken.

Die fiinf Hauptklassen retinaler Neuronen (Photorezeptoren, Bipolarzellen, Amakrinzellen,
Horizontalzellen und Ganglienzellen) lassen sich jeweils in mehrere Subtypen unterteilen. Als
Unterscheidungsmerkmale dienen beispielsweise die Morphologie, die verwendeten
Neurotransmitter oder zelltyp-spezifische Markerproteine. Eine andere Moglichkeit,
verschiedene Zelltypen voneinander zu unterscheiden, ist deren Antwortverhalten auf einen
Lichtreiz: alle Zellen, die im Dunkeln ("light off") depolarisieren, werden als "OFF-Zellen"
definiert. "ON-Zellen" dagegen depolarisieren bei Belichtung ("light on").

Neben den fiinf Klassen retinaler Neuronen sind in der Retina auch drei Klassen von
Gliazellen zu finden, welche die Zellkorper und Axone der Nervenzellen umgeben. Neben
den Miillerzellen, die den haufigsten Typ von Gliazellen in der Retina darstellen, konnten
auch Astroglia (Ogden, 1978) und Mikroglia (Boycott & Hopkins, 1981) in der Retina

nachgewiesen werden.
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1.5 Zielsetzung

Nachdem die Gene der HCN-Kanile identifiziert worden waren, haben mehrere
Arbeitsgruppen damit begonnen, die Expressionsmuster der Sadugetier-HCN-Kanile zu
untersuchen (Ubersicht: Kaupp & Seifert, 2001). Die iiberwiegend molekularbiologischen
Untersuchungen beschrinkten sich jedoch meist auf die gewebespezifische Expression der
HCN-Kanile. Insbesondere die zelluldre und subzelluldre Lokalisation der HCN-Kanile ist
aber fiir deren Funktion entscheidend. In CAl-Pyramidenzellen des Hippocampus
beispielsweise erhoht sich die HCN-Kanaldichte vom distalen Ende der Dendriten hin zum
apikalen Ende um das Siebenfache. Diese ungleiche Verteilung der HCN-Kanéle innerhalb
einer Zelle ermoglicht es, Signale zu synchronisieren, die von unterschiedlich weit entfernten
Eingidngen stammen (Magee, 1998 und 1999).

In der vorliegenden Arbeit sollten daher die Expressionsmuster der HCN-Kanile bis zur
subzelluldren Ebene aufgekldrt werden. Dazu muBlten spezifische Antikdrper gegen alle vier
HCN-Kanaltypen hergestellt werden. Die Qualitit der Antikorper sollte zundchst durch
Westernblot-Analysen und immunzytochemische Methoden an heterolog exprimierten
HCN-Kanilen {iiberpriift werden, bevor die Antikdrper fiir Untersuchungen am nativen
Gewebe eingesetzt wurden. Die Expression der HCN-Kanidle sollte zundchst in der
Rattenretina - spéter auch im Ratten- und Mausgehirn - untersucht werden. Zudem sollte die
Frage geklart werden, ob in einem Zelltyp bzw. in einem Zellkompartiment mehrere HCN-
Kanaltypen ko-exprimiert werden und ob die HCN-Kanéle heterooligomere Komplexe bilden
konnen. Diese Frage ist insbesondere deswegen wichtig, da heterooligomere Kanalkomplexe
ganz andere funktionelle Eigenschaften besitzen konnen als homooligomere HCN-Kanile. In
diesem Zusammenhang wurde auch untersucht, ob die HCN-Kanile posttranskriptionale oder
posttranslationale Modifikationen erfahren. Das Wissen iiber die funktionellen Eigenschaften
der HCN-Kanidle und ihre zelluldre und subzelluldre Lokalisation erlauben moglicherweise
erste Riickschliisse auf die physiologische Funktion der HCN-Kandle in den einzelnen

Zelltypen.



2 Material und Methoden

Die in dieser Arbeit beschriebenen Methoden wurden, soweit nicht anders vermerkt, aus

Sambrook et al. (1989) entnommen oder in Anlehnung daran modifiziert.

2.1 Material

Es wurden Chemikalien in p.A. Qualitdt von den Firmen AppliChem (Darmstadt), Amersham
Pharmacia Biotech (Freiburg), Biozym (Hess. Oldendorf), Merck (Darmstadt), MWG-Biotech
(Ebersberg), Pierce (Rockford, USA), Qiagen (Hilden), Riedel-de Haén AG (Seelze), Serva
(Heidelberg), Sigma (Deisenhofen) und USB (Bad Homburg) bezogen. Enzyme und die
dazugehorigen Puffer wurden von Ambion (Austin, USA), Amersham Pharmacia Biotech
(Freiburg), GIBCO BRL (Eggenstein), NEB (Schwalbach) und Roche (Mannheim) geliefert.
Fiir die Erhaltung und Vermehrung von Bakterienkulturen wurden Medien von der Firma
Sigma (Deisenhofen) verwendet. Chemikalien und Fertiglosungen fiir die Zellkultur waren
von GIBCO BRL (Eggenstein). Sekundire Antikdrper und Reagenzien fiir immunologische
Nachweise wurden von Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg), BioSource (Camarillo,
USA), Dianova (Hamburg), Molecular Probes (Leiden, Niederlande) und Pierce (Rockford,
USA) bezogen. Radionukleotide wurden von Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
geliefert. Proteine wurden auf die PVDF-Membran Immobilon P der Firma Millipore
(Eschborn) transferiert. Fiir die Autoradiographie und die Chemilumineszenz wurden ECL
Hyperfilme von Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) verwendet. Die Peptide, die zur
Herstellung der Antikorper verwendet wurden, wurden von der AG Beyermann (FMP Berlin)
hergestellt.

Alle Losungen wurden ausschlieBlich mit zweifach destilliertem Wasser hergestellt. Soweit

erforderlich, wurden die Losungen durch Autoklavieren (20 min; 121°C) sterilisiert.
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2.2 E.coli-Zellkultur

2.2.1 Verwendeter Bakterienstamm und Plasmidvektoren

In dieser Arbeit wurde der E.coli K12-Stamm mit folgendem Genotyp benutzt:

XL1-Blue:

(Bullock et al., 1987) recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17 (rx’, mg "), supE44, relAl, lac [F'
proAB, lacl"ZAM15, Tnl0 (Tet)]. Dieser Bakterienstamm wurde zur Anreicherung von
Plasmid-DNA und zur Expression von Maltose-Bindeprotein (MBP) und MBP-
Fusionsproteinen verwendet.

In dieser Arbeit wurden folgende Plasmidvektoren benutzt:

pBluescript SK':

(Short et al., 1988; Stratagene) Dieses Plasmid wurde als Vektor fiir die Klonierung von

rekombinanter DNA verwendet.

pcDNA I Amp:

(Invitrogen) Dieses Plasmid wurde fiir die transiente Expression von Genen in Zellen der

menschlichen, embryonalen Nierenzellinie 293 (HEK 293-Zellen) verwendet.

pMal c2X:
(NEB) Dieses Plasmid wurde zur Expression von Maltose-Bindeprotein (MBP) und MBP-

Fusionsproteinen in Bakterien verwendet.
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2.2,2 Zusammensetzung und Herstellung der Kulturmedien fiir E.coli

LB (Luria-Bertani)-Medium:
1 % Baktotrypton

0,5 % Hefeextrakt

1 % NaCl

Fiir LB-Agar-Platten wurden 1,5 % Agar zugesetzt.

Die Fliissigmedien wurden in Portionen aufgeteilt, autoklaviert (20 min; 121°C) und bei RT
gelagert. Agar enthaltende Medien wurden autoklaviert und in sterile Petrischalen gegossen
(25-30 ml/Platte). Bei Bedarf wurde Ampicillin (Endkonzentration: 100 ug/ml) oder
Tetracyclin (Endkonzentration: 12,5 ug/ml) kurz vor dem Gief3en der Platten in den hochstens
noch 60°C heilen Agar gegeben. Die Platten wurden bei 4°C aufbewahrt.

Zur Farbidentifizierung von XIL.1-Blue-Bakterienkolonien mit rekombinanter DNA wurden

auf LB-Agarplatten 50 ul X-Gal (250 mg/ml) und 25 ul IPTG (120 mg/ml) ausgestrichen.

2.2.3 Anzucht von E.coli-Bakterienkulturen

2.2.3.1 Anzucht von E.coli-Zellen zur Plasmidpriparation

E.coli-Zellen einer Bakterienkolonie oder einer Vorkultur wurden mindestens 8 h in
LB-Medium bei 37°C in einem Rotationsinkubator (New Brunswick; Nortingen) oder in
einem Warmluftschiittler (Braun-Dissel; Melsungen) inkubiert. Zur Selektion auf Plasmide

wurde das Medium mit einem geeigneten Antibiotikum (2.2.2) versetzt.

2.2.3.2 Herstellung kompetenter Zellen zur Transformation mit Plasmid-DNA

Kompetente Zellen wurden mit einer modifizierten Form der CaCl,-Methode nach Mandel &
Higa (1970) hergestellt. 0,5 ml einer E.coli-Ubernachtkultur (UK) wurden in 50 ml
LB-Medium bei 37°C bis zu einer ODgy von 0,4 inkubiert (entspricht einer Bakterien-
konzentration von 2 x 10® Zellen/ml) und 10 min bis 2 h auf Eis abgekiihlt. Bei den folgenden

Arbeitsschritten wurden die Zellen immer auf Eis gehalten und ausschlieBlich vorgekiihlte



2 Material und Methoden 16

GefidBe und Losungen verwendet. Die Zellen wurden 10 min zentrifugiert (5.000 g; 4°C), das
Pellet vorsichtig in 1 ml 0,1 M CaCl, resuspendiert und auf 25 ml aufgefiillt. Nach 20 min
Inkubation auf Eis wurden die Zellen erneut abzentrifugiert, in 1 ml 0,1 M CaCl,/25 %
Glycerin resuspendiert und auf 5 ml aufgefiillt. Nach weiteren 2 h auf Eis wurden die Zellen

aliquotiert und bei -80°C gelagert. Bei Bedarf wurden die Zellen auf Eis aufgetaut.

2.2.3.3 Anzucht von E.coli-Zellen zur Expression von Maltose-Bindeprotein (MBP) und

MBP-Fusionsproteinen

Es wurden 500 ml LB-Medium mit Ampicillin (100 pg/ml) und 0,2 % Glucose mit je 500 ul
einer UK versetzt, die ein pMal c2X-Plasmid (2.2.1) enthielt. Die Inkubation erfolgte bei
37°C bis zu einer ODg,, von 0,5. Die Expression der MBP-Fusionsproteine wurde dann durch
Zugabe von IPTG (Endkonzentration: 1 mM) induziert. Nach weiteren 3-6 h Inkubation
wurden die Zellen fiir den ZellaufschluB pelletiert (5.000 g; 5 min; RT) und in 25 ml TE-
Puffer (10 mM Tris/HCl pH 8,0/1 mM EDTA) resuspendiert. Die Lagerung der Zellen
erfolgte bei —20°C. Die Reinigung der exprimierten Proteine wird unter 2.16.2.2 beschrieben.

2.3 Plasmid-DNA-Priparationen

DNA wurde grundsitzlich in TE bzw. TEgry,s aufgenommen:
TE: 1 mM EDTA; 10 mM Tris/HC1 pH 7,5-8,0
TERrNase: TE mit 5 ul/ml RNase-Cocktail (Ambion)

2.3.1 Mini-Préparation durch alkalische Lyse nach Birnboim & Doly (1979)

Fiir die Priparation wurden die Bakterienzellen aus 2 ml einer UK durch Zentrifugation
(12.000 g; 1 min; RT) pelletiert und in 100 ul Losung I resuspendiert. Nach Zugabe von
120 ul Losung II und vorsichtigem Mischen (Invertieren) lysieren die Zellen, wobei die
chromosomale DNA an der Zellwand gebunden bleibt. Zur Prizipitation der Zelltrimmer und
Proteine wurden 150 ul Losung III zugegeben, durch Invertieren gemischt und 5 bis 30 min
zentrifugiert (12.000 g; 4°C). Der Uberstand wurde mit Phenol extrahiert (2.4.1). Die

Nukleinsduren wurden durch Zugabe von 500 ul Ethanol prézipitiert und zentrifugiert. Nach
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Waschen mit 70 % Ethanol wurde erneut zentrifugiert und das Pellet in 20 ul TE auf-
genommen.

War die DNA zur Sequenzierung (2.8) bestimmt, muBte sie zusétzlich mittels der LiCl-
Plasmidpriparation gereinigt werden, da Verunreinigungen durch RNA die Sequenz-
reaktionen negativ beeinfluBten. Dazu wurden die Bakterienzellen aus einer 5 ml UK durch
zwel Zentrifugationsschritte (12.000 g; 1 min) in einem 2 ml Eppendorfreaktionsgefdl
pelletiert. Analog zur oben beschriebenen Priparation wurden die Zellen in 150 ul Losung 1
resuspendiert, durch Zugabe von 180 ul Losung II lysiert und Zelltrimmer und Proteine
mittels 225 ul Losung 1T prézipitiert. Nach Zentrifugation (17.000 g; 5 min; 4°C) wurde der
Uberstand mit 1,5 ml Ethanol prizipitiert und zentrifugiert. Das Pellet wurde in 60 ul 30 mM
Tris/HCI pH 7,5 resuspendiert. Zur Prizipitation der RNA wurden 100 ul 4 M LiCl
zugegeben, vorsichtig gemischt und zentrifugiert (17.000 g; 5 min; 4°C). Der Uberstand
wurde mit 500 ul eiskaltem Ethanol prizipitiert und zentrifugiert. Das Pellet wurde in 50 ul
TEgrnase aufgenommen und 10 bis 20 min bei 37°C inkubiert. Der Ansatz wurde mit H,O auf
100 ul Endvolumen aufgefiillt und anschlieBend mit Phenol extrahiert. Die DNA wurde durch
Zugabe von 10 ul 3 M NaAc pH4,8 und 300 ul eiskaltem Ethanol prézipitiert und
zentrifugiert. Nach Waschen mit 70 % Ethanol wurde erneut zentrifugiert und das Pellet in

20 ul TE aufgenommen. Die Ausbeute betrug je nach Dichte der UK 1,5-4 ug Plasmid-DNA.

Losung I Losung II: Losung I1I:

50 mM Glucose 0,2 M NaOH 3 M KAc pH 4,8
25 mM Tris/HCI pH 7,5 1 % SDS

10 mM EDTA

2.3.2 Alkalische Maxi- und Mega-Priparationen

GroBere DNA-Mengen wurden mittels der LiCl-Plasmidprédparation isoliert. Fiir eine Maxi-
Priiparation wurden die Bakterienzellen aus einer 250 ml UK pelletiert (5.000 g; 10 min;
4°C), in 20 ml Losung I (2.3.1) resuspendiert und mit 24 ml Losung II (2.3.1) lysiert.
Proteine, chromosomale DNA und SDS wurden durch Zugabe von 30 ml Losung III (2.3.1)
gefillt und pelletiert (5.000 g; 10 min; RT). Nach Filtration wurde der Uberstand mit dem
gleichen Volumen an Isopropanol versetzt, zentrifugiert (5.000 g; 10 min; 4°C) und die

Nukleinsduren in 1,45 ml H,O und 50 ul Tris/HCI pH 7,5 resuspendiert. Durch Zugabe von
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2,5 ml 4 M LiCl wurde die RNA gefillt und pelletiert (5.000 g; 5 min; 4°C). Der Uberstand
wurde abgenommen und die Plasmid-DNA durch Zugabe von 12 ml Ethanol gefillt. Nach
Zentrifugation (5.000 g; 15 min; 4°C) wurde das Pellet in 500 ul TEgrnase resuspendiert und
fiir 15 min bei 37°C inkubiert. Die DNA wurde anschliefend durch Phenol-Extraktion (2.4.1)
und Ethanol-Prizipitation (2.4.2) gereinigt. Das Pellet wurde getrocknet und in 250 ul TE
aufgenommen.

Mega-Priparationen wurden aus 500 ml Bakterienkulturen angefertigt. Die Volumina der
oben angegebenen Losungen sind entsprechend anzupassen. Die Ausbeute betrug je nach

Dichte der UK 0,5-1 pg Plasmid-DNA/ml eingesetzter Bakterienkultur.

2.4 Reinigung und Trennung von Nukleinséiuren

2.4.1 Phenol/Chloroformextraktion

Verunreinigungen von DNA-LOsungen mit Proteinen, Membranbestandteilen etc., die in
organischen Losungsmitteln 16slich sind, wurden durch Phenol/Chloroformextraktion
entfernt. Die DNA-Losungen wurden mit dem gleichen Volumen einer 1:1-Mischung aus
Phenol und Chloroform versetzt, die Phasen gut gemischt und zur Trennung zentrifugiert
(15.000 g; 3 min; RT). Die wilBrige Phase wurde abgenommen und mit dem gleichen
Volumen Chloroform extrahiert, um Phenolreste zu entfernen. Die DNA wurde anschlieBend

mit Ethanol prazipitiert (2.4.2).

2.4.2 Ethanol-Prizipitation

Um DNA zu konzentrieren oder umzupuffern, kann sie durch Einstellung definierter Salz-
und Alkoholkonzentrationen prizipitiert werden. Die DNA-Losung wurde auf eine NaAc-
Konzentration von 0,3 M (pH 4,8) eingestellt und mit dem 2,5-3fachen Volumen absoluten
Ethanol versetzt, kurz gemischt und 5-30 min bei -20°C inkubiert. Die DNA wurde durch
Zentrifugation (18.000 g; 4°C) pelletiert. Die Dauer der Zentrifugation richtete sich nach der
GroBe und Konzentration der DNA. Je kleiner und je geringer konzentriert die DNA war,
desto langer wurde zentrifugiert (30-120 min). Das Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen

und nach dem Trocknen in TE aufgenommen.
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2.4.3 Quantifizierung von Nukleinséduren

2.4.3.1 Konzentrationsbestimmung mit Hilfe von Agarose-Gelen

Die Menge an DNA, die auf ein Agarose-Gel mit Ethidiumbromid (2.4.4) aufgetragen wurde,
konnte durch Vergleich mit einem gleichzeitig aufgetragenen GroBen- und Mengenstandard

(2.4.5) anhand der Intensitit der Banden abgeschitzt werden.

2.4.3.2 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Zur photometrischen Bestimmumg der Konzentration von Nukleinsduren wurde die DNA in
TE verdiinnt und die Absorption bei 260 nm gegen TE gemessen. Eine OD von 1,0 bei
260 nm entspricht 50 (g DNA/ml oder 33 pg Oligonukleotiden/ml. Verunreinigungen mit
Proteinen oder Phenolresten konnten durch den Quotienten der Absorptionen bei 260 und
280 nm beurteilt werden. Er sollte nicht kleiner als 1,8 sein. Chromosomale DNA, RNA und

Nukleotide sind bei dieser Methode nicht von Plasmid-DNA zu unterscheiden.

2.4.4 Auftrennung von DNA in Agarose-Gelen

Mit der Agarose-Gelelektrophorese konnen Nukleinsduren fiir analytische und priparative
Zwecke der GroBe nach getrennt werden. Fiir Trennungen im Bereich von 500-10.000 Bp
wurden 0,75-1 % Agarose-Gele verwendet. Zur Auftrennung von kleinen DNA-Fragmenten
wurden hoher konzentrierte Agarose-Gele eingesetzt (1,5-2 %).

Die Agarose wurde in 1x TAE aufgekocht, bis sie vollstindig geldst war. Nach Abkiihlung
auf 60°C wurde die Gellosung mit 1 pug Ethidiumbromid/ml versetzt und in einen Geltriger
mit einem Former fiir die Probentaschen gegossen. Nach dem Erkalten wurden die Proben,
die zuvor mit 1/10 Volumen Farbmarker versetzt worden waren, aufgetragen. Die
Elektrophorese wurde mit 1x TAE als Laufpuffer bei 90-120 V bis zur ausreichenden
Trennung der Nukleinsduren durchgefithrt. Diese konnten durch die Anfirbung mit

Ethidiumbromid unter UV-Licht (254 nm) sichtbar gemacht werden.
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TAE (50x) Farbmarker (10x)
2 M Tris/Acetat pH 7,5 10x TAE
50 mM EDTA 50 % Glycerin

0,25 % Xylencyanol

2.4.5 DNA-GrofBen- und Mengenstandard

A-DNA mit EcoRI/Hind IIT geschnitten (MBI Fermentas; Vilnius, Litauen). FragmentgroBen:
21.226, 5.184, 4.973, 4.268, 3.530, 2.027, 1.904, 1.584, 1.375, 947, 831, 564, 125 Bp. Die
Konzentration betrug 67 ng/ul

2.4.6 Elution von DNA aus Agarose-Gelen

2.4.6.1 Elution von DNA aus Agarose-Gelen durch Adsorption an QIAEX (Qiagen)

Die Reinigung wurde in Anlehnung an das Protokoll der Firma Qiagen (Hilden) durchgefiihrt.
Das ausgeschnittene Gelstiick wurde zerkleinert und in einem Eppendorfreaktionsgefd mit
300 ul QX1-Puffer/100 mg Gel versetzt. Nach Zugabe von 10 ul QIAEX-Suspension wurde
10 min bei 50°C inkubiert. Dabei wurde die Matrix durch mehrmaliges Invertieren in
Suspension gehalten, so daB die DNA daran adsorbieren konnte. Durch Zentrifugation
(= 10.000 g; 30 sek) wurde die QIAEX-Matrix mit der daran gebundenen DNA pelletiert und
je zweimal mit 500 ul QX2-Puffer und 500 pl QX3-Puffer gewaschen. Nach 5-10 min
Trocknung bei 37°C wurde zur Elution der DNA mindestens 5 min mit 20 ul 0,1x TE bei RT
inkubiert. Die Reinigungsausbeute betrug zwischen 50 % und 70 %.

QX1-Puffer: QX?2-Puffer: OX3-Puffer:

3 M Nal 8 M NaClOg4 70 % Ethanol

4 M NaClOg4 10 mM Tris/HC1 pH 7,0 100 mM Na(l

10 mM Tris/HC1 pH 7,0 10 mM Tris/HCI pH 7,5

10 mM Na2$203
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2.4.6.2 Elution von DNA aus Agarose-Gelen nach der Zentrifugationsmethode

Bei der Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen mit der Zentrifugationsmethode
(Heery et al., 1990) wurde der Deckel eines EppendorfreaktionsgefdBes entfernt, der Boden
mit einer Kaniile durchstoBen und mit silanisierter Glaswatte gefiillt. Das ausgeschnittene
Agarosestiick wurde auf die Glaswatte gelegt. Das Reaktionsgefil wurde in ein zweites
GefidB gesetzt und in einer Eppendorfzentrifuge zentrifugiert (7.000 g; 10 min; RT). Das Eluat
enthielt das DNA-Fragment. Die Reinigungsausbeute betrug zwischen 30 % und 50 %.

2.5 Manipulation von Nukleinsiiuren

2.5.1 Restriktion von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Zum Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen wurden die Ansidtze in
1x Inkubationspuffer (vom Hersteller mitgeliefert) bei der fiir das jeweilige Enzym optimalen
Temperatur (meist 37°C) inkubiert. Inkubationen mit mehreren Enzymen wurden bei iiber-
einstimmenden Pufferbedingungen gleichzeitig durchgefiihrt. Wenn dies nicht moglich war,
wurde zwischen den Inkubationen durch Zugabe der entsprechenden Salze die neuen Puffer-
bedingungen eingestellt, nach Ethanol-Prizipitation (2.4.2) umgepuffert oder das bendotigte
Restriktionsfragment aus einem prédparativen Agarose-Gel eluiert (2.4.4, 2.4.6). Zum
Schneiden wurden 3-5 U Enzym/ug Plasmid-DNA eingesetzt. Das Volumen eingesetzter
Nukleasen sollte dabei 1/10 des Gesamtvolumens nicht iiberschreiten, da das Glycerin im
Aufbewahrungspuffer der Enzyme inhibitorische Wirkung hat. Restriktionsansidtze mit
Plasmid-DNA, die durch alkalische Mini-Prédparation isoliert worden war, wurden zusitzlich
mit RNase-Cocktail (Ambion) versetzt.

Restriktionsanalysen wurden in einem Volumen von 10 ul durchgefiihrt und, wenn nicht
anders vermerkt, nach 2 h Inkubation vollstindig auf ein Agarose-Gel aufgetragen. Das
Volumen fiir priparative Ansétze betrug 20-100 ul. Nach mindestens 60 min Inkubationszeit
wurde kontrolliert, ob die DNA vollstindig geschnitten worden war, gegebenenfalls erneut
Enzym zugegeben und wenn notig i.N. inkubiert. Bei vollstdndiger Restriktion wurde der

Ansatz auf ein priparatives Agarose-Gel aufgetragen.
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2.5.2 Modifizierung von DNA-Fragmenten

2.5.2.1 Glitten iiberhéingender Einzelstrang-Enden

Uberhiingende 5°-Enden wurden mit dem Klenow-Fragment der E.coli DNA-Polymerase I
aufgefiillt (5"—3"-Polymeraseaktivitdt). Durch die 3°—5"-Exonukleaseaktivitit des Enzyms
wurden iiberhdngende 3°-Enden abgeschnitten. Der Reaktionsansatz (2 U Klenow-Enzym/ug
DNA, in einem beliebigen Restriktionspuffer, 100 umol dNTP) wurde 30 min bei 37°C

inkubiert und anschlieBend 5 bis 10 min bei 68°C inaktiviert.

2.5.2.2 Phosphorylierung der 5'-Enden von DNA-Fragmenten

Da PCR-Fragmente (2.7) keine endstdndigen 5'-Phosphat-Gruppen besitzen, wurden sie vor
der Ligation (2.5.3.1) in Vektoren phosphoryliert. Die DNA wurde mit 5-10 U
T4-Polynukleotidkinase (Roche) in dem mitgelieferten Puffer und 1 mM ATP 1 h bei 37°C
inkubiert. Nach 10miniitiger Hitze-Inaktivierung der Kinase bei 65°C wurden die Fragmente
fiir die Ligation eingesetzt. Im Falle einer zuvor durchgefiihrten Klenow-Reaktion mufiten die
Desoxynukleotide entweder durch Ethanol-Prizipitation (2.4.2) oder durch Agarose-
Gelelektrophorese (2.4.4) entfernt werden.

2.5.2.3 Dephosphorylierung geschnittener DNA-Vektoren

Die glatten oder kompatiblen Enden geschnittener Vektor-DNA wurden mit alkalischer
Phosphatase (Roche) dephosphoryliert, um eine Religation der Enden zu vermeiden. Dazu
wurden 5 ug geschnittene Vektor-DNA, 10 ul 10x Phosphatasepuffer und 2 U alkalischer
Phosphatase mit H,O auf 100 ul aufgefiillt und 1 h bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 20 ul EGTA (0,5 M) und 10 min Inkubation bei 68°C beendet. Die DNA
wurde mit Phenol/Chloroform extrahiert (2.4.1) und anschlieBend mit Ethanol prizipitiert

(2.4.2) oder aus einem Agarose-Gel (2.4.6) eluiert.

10x Phosphatasepuffer:
500 mM Tris/HCI pH 8,5
1 mM EDTA
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2.5.3 Klonierung von DNA-Fragmenten

2.5.3.1 Ligation

Zur Ligation wurden ca. 50 ng geschnittener und dephosphorylierter Vektor und ein 3-5facher
molarer UberschuB an Fragment in 1x Ligasepuffer gemischt. Wiesen die Fragmente
komplementire iiberhingende Einzelstrang-Enden auf, wurde mit 0,5 ul 1 U T4-DNA-Ligase
(Roche) 30 min bei 22°C bzw. ii.N. bei 16°C ligiert. Wiesen die Fragmente glatte Enden auf,
wurde mit 0,5 ul 6,2 U T4-DNA-Ligase (Amersham Pharmacia Biotech) ii.N. bei 16°C
ligiert. Das Reaktionsvolumen betrug 10-20 ul.

Ligase-Puffer (10x):

600 mM Tris/HCI pH 7,5
50 mM MgCl,

10 mM DTE

10 mM ATP

2.5.3.2 Transformation

5-10 ul des Ligationsansatzes (2.5.3.1) wurden mit 5 ul 10x CM-Puffer versetzt, mit H,O auf
50 ul aufgefiillt und auf Eis gekiihlt. Dazu wurden 150 ul kompetente Zellen (2.2.3.2)
gegeben, vorsichtig gemischt und mindestens 20 min auf Eis inkubiert. Nach 1 min bei 42°C
("Hitzepuls") und 10-15 min auf Eis wurden 800 ul LB-Medium zugegeben und 20 min bei
37°C inkubiert. Nach dieser Regenerationszeit, die der Ausprigung der Antibiotika-Resistenz
dient, wurden die Zellen auf LB-Agar (100 ug Ampicillin/ml) ausplattiert und i.N. bei 37°C
inkubiert.

Die sogenannte "Retransformation” eignete sich, um Plasmid-DNA erneut von Bakterien
amplifizieren zu lassen. Dazu wurden 0,5-1 ul Plasmid-DNA mit 30-50 ul der kompetenten
Zellen versetzt und 5-10 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von LB-Medium und 20 min
Regeneration wurde der Ansatz auf LB-Agar mit Antibiotikum plattiert oder als Vorkultur

zum Animpfen von 500 ml-Kulturen verwandkt.
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10x CM:
100 mM CaCl,
400 mM MgCl,

2.6 Nachweis spezifischer Nukleinsiuren

2.6.1 Radioaktive Markierung spezifischer Sonden

Nukleinsduren wurden durch spezifische DNA-Sonden nachgewiesen, die mit der random
priming-Methode (Feinberg & Vogelstein, 1983) radioaktiv markiert worden waren. Die
Markierung wurde mit dem "Megaprime DNA Labelling Kit" (Amersham Pharmacia
Biotech) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Als Radionuklid diente [o->*P]-dCTP
(spezifische Aktivitdt > 6.000 Ci/mM, Amersham Pharmacia Biotech). Nicht eingebaute
Nukleotide wurden durch Gelfiltration (Sephadex G75; Amersham Pharmacia Biotech)
abgetrennt. Die Markierungseffizienz wurde in einem Szintillationszédhler (Tricarb 2000 CA,
Packart) bestimmt. DNA-Fragmente, die kiirzer als 200 Bp waren, wurden mit

genspezifischen Primern markiert.

2.6.2 Untersuchung der Genexpression in menschlichen Geweben

Zur Identifizierung von Geweben, in denen die menschlichen hyperpolarisationsaktivierten
und zyklisch Nukleotid-gesteuerten Ionenkanile vom Typ 1 und 4 (hHCN1 bzw. hHCN4)
exprimiert werden, wurden vier verschiedene Multi-Gewebe-Northernblots ("Multiple Tissue
Northern Blot"; MTN™) der Firma Clontech (Palo Alto, USA) verwendet. Zur Herstellung
dieser MTN™ Blots waren je 2 pug Poly(A)"-RNA aus verschiedenen menschlichen Geweben
durch Gelelektrophorese aufgetrennt und anschlieBend auf eine Nylonmembran transferiert
und immobilisiert worden ("Northernblot"). Je 2 ug Poly(A)"-RNA aus folgenden Geweben

waren auf die MTN™ Blots aufgetragen:

Human Multiple Tissue Northern Blot:

Herz, Gehirn, Gebdrmutter, Lunge, Leber, Skelettmuskel, Niere, Bauchspeicheldriise
Kat.Nr. 7760-1 Lot.Nr. 8070099
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Human Multiple Tissue Northern Blot II:

Milz, Thymus, Prostata, Hoden, Eierstocke, Diinndarm, Dickdarm, Periphere Leukozyten
Kat.Nr. 7759-1 Lot.Nr. 8060043

Human Brain Multiple Tissue Northern Blot II:

Cerebellum, Cerebraler Cortex, Medulla Oblongata, Riickenmark, Hinterhauptslappen,
Stirnlappen, Schlédfenlappen, Putamen
Kat.Nr. 7755-1 Lot.Nr. 8040231

Human Brain Multiple Tissue Northern Blot III:

Amygdala, Nucleus Caudatus, Corpus Callosum, Hippocampus, gesamtes Gehirn, Substantia
Nigra, Thalamus
Kat.Nr. 7750-1 Lot.Nr. 8040615

Der Nachweis spezifischer Nukleinsduren erfolgte mit Hilfe von radioaktiv markierten DNA-
Sonden (30-50 ng **P-markierte DNA; 1 x 10° cpm/ml; 2.6.1). Die Hybridisierung der Sonde
mit der immobilisierten Poly(A)"-RNA erfolgte wie unter 2.6.3 beschrieben.

2.6.3 Hybridisierung von immobilisierter Poly(A)'-RNA mit DNA-Sonden und
Autoradiographie

Zur Vorhybridisierung wurden die Multi-Gewebe-Northernblots (MTN™; 2.6.2) 2-4 h bei
65°C in ExpressHyb™-Losung (Clontech, Palo Alto, USA) inkubiert. AnschlieBend wurden
sie 12-14 h mit 30-60 ng **P-markierter DNA (1,5-2 x 10° cpm/ml) bei 68°C hybridisiert.
Unspezifisch gebundene DNA wurde in folgenden Waschschritten entfernt:

4 x 10 min bei RT in je 200 ml Waschlosung I

2 x 20 min bei 50°C in je 200 ml Waschlosung 11
Spezifische Hybride, die aus Nukleinsduren und radioaktiv markierten DNA-Sonden
bestanden, wurden 7 bis 14 Tage bei —80°C unter Verwendung von Verstirkerfolie (Cronex
Hi plus; Du Pont) autoradiographisch nachgewiesen (ECL Hyperfilm; Amersham Pharmacia
Biotech).
Zur mehrmaligen Verwendung konnte die radioaktive Markierung durch 10 bis 20miniitiges

Kochen in 0,5 % SDS entfernt werden.
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"ExpressHyb™-1 6sung":
Kat.Nr. 8015-1

Der Losung wurden 0,1 mg/ml denaturierter Heringssperma-DNA zugefiigt.

Waschlosung I: Waschlosung II:
2x SSC (0,01 % DEPC) 0,1x SSC (0,01 % DEPC)
0,05 % SDS 0,1 % SDS

Zur Herstellung der beiden Waschlosungen wurde eine 20x SSC-Stocklosung verwendet (3 M
NaCl, 0,3 M NaCitrat, pH 7,0). Sowohl die 20x SSC-Stocklosung, als auch das zur
Verdiinnung benutzte H,O waren mit 0,01 % DEPC behandelt worden, um eine
Kontamination mit RNasen zu vermeiden. Die verwendeten Glasgefile wurden 16 h bei
230°C gebacken.

2.7 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction, PCR) kénnen DNA-
Fragmente spezifischer Lange und Sequenz amplifiziert werden. In mehreren Zyklen wird die
Matrizen-DNA hitzedenaturiert, mit geeigneten Oligonukleotiden ("Primern") hybridisiert
und diese mit Hilfe einer hitzestabilen Polymerase verldngert (Mullis et al., 1986). Das PCR-
Fragment kann {iber Schnittstellen oder nach Klenow-Reaktion (2.5.2.1) und
Phosphorylierung (2.5.2.2) in einen Vektor kloniert werden (2.5.3.1).

2.7.1 Synthese und Reinigung von Oligonukleotiden

Oligonukleotide wurden mit dem "DNA-Synthesizer 391" (Applied Biosystems) hergestellt.
Die Abspaltung der Primer von der Sdulenmatrix erfolgte in 32 %iger Ammoniakldsung
(15 h; 55°C). Nach der Lyophilisierung wurden die Primer in H,O resuspendiert und mit
1/10 Volumen 3 M NaAc pH 4,8 sowie dem dreifachen Volumen Ethanol gefillt. Die
Sequenzen der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Oligonukleotide sind im Anhang
(Abschnitt 8.8) aufgefiihrt.
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2.7.2 Bedingungen fiir die PCR-Reaktionen

Die Reaktionen wurden in einem "DNA Thermal Cycler" (Perkin Elmer) oder in einem
"TRIO-Thermoblock” (Biometra) durchgefiihrt. Vor dem ersten Zyklus wurde die DNA
2 min bei 94°C denaturiert. Wihrend der Zyklen wurde je 45 sek denaturiert und hybridisiert.
Die Hybridisierungstemperatur entsprach der niedrigeren Schmelztemperatur (T,,) der beiden

Primer. Sie wurde nach folgender Formel bestimmt:

Tm = (G/C) x 4°C + (A/T) x 2°C - (Basenfehlpaarung) x 4°C - 4°C

Zur Strangverlidngerung wurde bei 72°C inkubiert. Die Zeitspanne richtete sich nach der
Linge des zu amplifizierenden Fragmentes und betrug dabei ca. 1 sek/10 B. Es wurden 25-40
Zyklen durchgefithrt. Es wurden folgende Polymerasen mit dem Puffer des jeweiligen
Herstellers verwendet: Tag-Polymerase (Roche) und Primezyme (Biometra; Goéttingen).
Ein 100 ul PCR-Ansatz hatte folgende Zusammensetzung:

1-10 ng Plasmid-DNA

je 300 ng spezifischer Primer

10 ul 10x PCR-Puffer fiir die jeweilige Polymerase

1 ul 20 mM dNTP

1-2,5 U hitzestabile Polymerase

2.7.3 Reinigung der PCR-Produkte

PCR-Produkte wurden durch Phenol/Chloroformextraktion (2.4.1) und Ethanol-Prézipitation
(2.4.2) gereinigt. Waren Nebenprodukte vorhanden oder sollten die PCR-Produkte in
Plasmidvektoren subkloniert werden, wurde die DNA auf ein Gel aufgetragen (2.4.4) und die

Fragmente der gewliinschten Grof3e eluiert (2.4.6).
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2.8 DNA-Sequenzierung mit LI-COR DNA-Sequenzierer

Die Sequenzierung erfolgte im "LI-COR DNA Sequencer Long ReadIR 4200" (MWG-
Biotech, Ebersberg) und beruht auf der Didesoxy-Kettenabbruchmethode (Sanger et al.,
1977). Die DNA-Markierung erfolgte durch eine PCR (2.7) mit IRD800-Fluorophor-
markierten Primern. Zur Sequenzauswertung wurde die Software des Geriteherstellers, sowie
die Programme PCGene und PCSupp (Dr. W. Bonigk, IBI-1/Forschungszentrum Jiilich)

eingesetzt.

2.8.1 Sequenzierreaktion

Es wurde das "Thermo Sequenase Kit" von Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
verwendet. Dabei wurde das Protokoll des Herstellers befolgt. Pro kB der zu sequenzierenden
DNA wurden ca. 65 ng DNA eingesetzt. Vom IRD800-Fluorophor-markierten Primer
(2 pmol/ul) wurden 0,6 ul hinzugegeben. Zur Relaxation der Matrizen-DNA wurde der
Ansatz mit 0,7 ul 50 % DMSO versetzt und anschlieBend mit H,O auf ein Endvolumen von
7 ul aufgefiillt. Der Ansatz wurde zu je 1,5 ul auf vier PCR-Reaktionsgefdle aufgeteilt. Je
0,75 ul der vier Terminationsmixe wurden mit dem gleichen Volumen H,O verdiinnt und
jeweils zu einem der vier 1,5 ul-Aliquots gegeben. Die Ansidtze wurden mit 15-20 ul Chill-

out 14 Liquid Wax (MJ Research) iiberschichtet und zur Sequenz-PCR (2.8.2) eingesetzt.

2.8.2 PCR zur Sequenzierung

Die Reaktionen wurden in einem "TRIO-Thermoblock” (Biometra) durchgefiihrt. Vor dem
ersten Zyklus wurde die DNA 2 min bei 94°C denaturiert. Wihrend der Zyklen wurde 40 sek
denaturiert. Die Hybridisierung der Primer erfolgte bei 50°C fir 40 sek. Zur Strang-
verldngerung wurde bei 70°C fiir 1 min inkubiert. Es wurden 30 Zyklen durchgefiihrt.

Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 3 ul Stoppuffer abgebrochen. Es wurde der
Stoppuffer des Sequenzierkits (2.8.1) benutzt, dem Xylencyanol in einer Endkonzentration
von 0,2 % zugesetzt worden war. Zur Denaturierung wurden die Ansédtze 2 min auf 70°C
erhitzt und anschliefend auf Raumtemperatur abgekiihlt. 1-1,8 ul der Proben wurden auf ein

Sequenziergel (2.8.3) aufgetragen.
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2.8.3 Acrylamid-Gelelektrophorese zur Sequenzierung

Zwei 66 cm lange Glasplatten wurden griindlich mit HO und Ethanol gereinigt. Sie wurden
durch 0,25 mm starke Abstandshalter getrennt und mit Schraubschienen zusammengedriickt.
41,6 ml einer 4,6 % Gellosung wurden im Vakuum oder durch Sonifizierung entgast und mit
350 pl 10 % APS und 50 ul TEMED versetzt. Die Gellosung wurde in eine 60 ml-Spritze
gefiillt und beim luftblasenfreien GieBen durch einen Sterilfilter gedriickt. Ein "Vorformer"-
Kamm wurde in das Gel gedriickt, um eine glatte Oberfldche zu erhalten. Nach 1 h war die
Polymerisation des Acrylamids abgeschlossen. Nachdem das Gel in die Kammer eingespannt
war, wurde diese mit 1x TBE gefiillt. Die Probentaschen wurden von einem "Haifischzahn"-
Kamm gebildet, der leicht auf der Geloberfldche aufsal.

Die Elektrophorese wurde mit 1x TBE als Laufpuffer bei 45 W und 45°C durchgefiihrt. Nach
einem 45miniitigen Vorlauf wurden die Proben aufgetragen. Die Elektrophorese dauerte

8-10 h. Die Leseweiten betrugen zwischen 600 und 1000 Bp.

10x TBE: 4.6 % Gellosung:

1,34 M Tris Base 21 g Harnstoff

450 mM Borsidure 5 ml 10x TBE

25 mM EDTA 0,5 ml DMSO

pH 8,3-8,7 (bei 50°C) 5,6 ml Rapid Gel XL (USB; Bad Homburg)
30,5 ml H,O

2.9 Heterologe Genexpression in HEK 293-Zellen

Fiir die heterologe Expression wurden folgende Zellinien verwendet:

HEK 293:
Diese menschliche, embryonale Nierenzellinie 293 (human embryonic kidney-cells;
HEK 293-Zellen) ist mit einem Adenovirus transfiziert worden. In dieser Arbeit wurden

HEK 293-Zellen mit Derivaten des Plasmidvektors pcDNA I Amp transient transfiziert.
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HEK 293-Flpln:

(Invitrogen) Diese HEK 293-Zellen haben eine Flp-Rekombinationserkennungssequenz und
ein Zeocin-Resistenzgen stabil in ihr Genom integriert. Die Transfektion dieser Zellen mit
Derivaten des Plasmidvektors pcDNA 5-FRT (Invitrogen) gemeinsam mit einer Rekombinase
soll die einfache Herstellung von stabilen Zellinien erlauben. In dieser Arbeit wurden

HEK 293-FlpIn-Zellen nur als Kontrolle verwendet.

HEK 293-Flp-hHCNA4:

Diese Zellinie wurde aus der Zellinie HEK 293-FlpIn durch Transfektion mit dem Plasmid
pcS-hHCN4 hergestellt. Das Plasmid pcS-hHCN4 enthilt die vollstindige cDNA-Sequenz des
humanen HCN4-Kanals und wurde mir freundlicher Weise von Frau Dr. R. Gauss (IBI-1,

Forschungszentrum Jiilich) zur Verfiigung gestellt.

2.9.1 Kulturbedingungen fiir HEK 293-Zellen

HEK 293-Zellen wurden in dem Nidhrmedium M10 (minimal essential medium (MEM),
fotales Kilberserum (10 %), L-Glutamin (2 mM), Antibiotika/Antimykotika (1 %), nicht
essentielle Aminosduren (1 %); GIBCO BRL) bei 37°C, 5% CO, und ~95 % Luft-
feuchtigkeit auf Petrischalen (J 9 cm) kultiviert. Das M10-Medium wurde dreimal
wochentlich gewechselt. Die Generationszeit der HEK 293-Zellen betrug etwa einen Tag. Bei
einer Dichte von ~1 x 107 Zellen/&J 9 cm Schale (entsprechend 90 % Konfluenz) wurden die
Zellen abgelost und auf neue Schalen verteilt. Dazu wurden die Zellen zunédchst mit 3-5 ml
PBS (2.14.2) gewaschen und dann mit 1 ml Trypsin/EDTA (0,05 %/0,02 %; GIBCO BRL)
bei 37°C abgelost. Die Zellen wurden in 8-10 ml M10 resuspendiert. In einer Neubauer-
Zizhlkammer wurde die Zelldichte der Suspension bestimmt. Ein Teil der Zellen wurde fiir die
Zellerhaltung zu 6 bis 12 x 105 Zellen auf & 9 cm Schalen mit frischem M10-Medium
ausgesit. Die verbleibenden Zellen wurden fiir die Transfektion zu 2 x 10° Zellen auf & 5 cm
Schalen oder zu 9 x 105 Zellen auf & 9 cm Schalen ausplattiert. Nach ca. 40 Splitting-Runden
wurden die HEK 293-Zellen verworfen und ein neues Aliquot tiefgefrorener Zellen fiir die

Aussaat vorbereitet.
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Fir die Langzeitlagerung wurden HEK 293-Zellen geerntet, die sich in der logarithmischen
Wachstumsphase (60-70 % Konfluenz) befanden, und zu ~2 x 10 Zellen/ml M10 (10 %
DMSO) in fliissigem Stickstoff eingefroren. Das Aussden der Zellen wurde folgendermalen
durchgefiihrt: Sie wurden schnell bei 37°C aufgetaut und vorsichtig zu 10 ml MI10
(vorgewidrmt) pipettiert. Die Zellen wurden dann pelletiert (200 g; 5 min; RT), in 3-5 ml M10

resuspendiert und zu ~5 x 105 Zellen auf & 9 cm Schalen ausgesiit.

2.9.2 Transiente Expression von Proteinen in HEK 293-Zellen

Zunichst wurde die ¢cDNA in den Plasmidvektor pcDNA I Amp (2.2.1) kloniert, der die
transiente Expression heterologer Proteine in HEK 293-Zellen erlaubt. Die Transfektion
wurde nach der CaPO,-Methode (Chen & Okayama, 1987) durchgefiihrt. Als Kontrolle
wurde pcDNA I Amp ohne cDNA-Insertion oder vollkommen ohne Plasmid-DNA transfiziert
("Mock-Transfektion"). Fiir immunzytochemische Untersuchungen wurden 4 x 10° Zellen
(D 5 cm Schalen) und fiir Zellpriparationen 1,8 x 10¢ Zellen (& 9 cm Schalen) transfiziert.

Die Transfektionsansitze hatten folgende Zusammensetzung:

@ 5 em Schale @ 9 cm Schale
DNA 5-10 pg in 124 pl HHO 15-30 pgin 372 ul HRO
CaCly (1IM) 41 pl 123 pl
2 x BBS (pH 6,95) () 165 pl 495 pl
()2 x BBS (pH 6,95) 50 mM N,N,-bis-(2-Hydroxyethyl)-2-Aminoethansulfonsiure (BES); 280 mM NaCl; 1,5 mM Na2HPO4

Die Transfektionsansidtze wurden 20 min (RT) inkubiert und anschlieBend auf Schalen mit
logarithmisch wachsenden Zellen pipettiert. Die DNA wurde durch eine 20-22 h Inkubation
bei 35°C, 3 % CO, und ~ 95 % Luftfeuchtigkeit prizipitiert. Zellen, die fiir Zellpriparationen
vorgesehen waren, wurden mit PBS (2.14.2) gewaschen und anschlieBend mit 8§ ml M10-
Medium 20-22h bei 37°C, 5% CO, und ~95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Fiir
immunzytochemische Untersuchungen wurden die transfizierten Zellen mit 3 ml PBS und mit
2ml PBS/EDTA (0,5 %, pH 7,4) gewaschen. AnschlieBend wurden 300 ul Trypsin/EDTA
(GIBCO BRL) zupipettiert und die Zellen bis zu ihrer Ablosung bei 37°C inkubiert. Die
Zellen wurden in 4,7ml MI10-Medium resuspendiert und auf Poly-L-Lysin (Sigma)
beschichtete Glas-Pléttchen in Multiwell-Platten pipettiert (300 ul je Plittchen). Die Pléttchen
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waren zuvor in den Multiwell-Platten mit Poly-L-Lysin (0,1 mg/ml, >1 h) inkubiert, zweimal
mit PBS gewaschen und dann mit 100 ul M10-Medium iiberschichtet worden. Die Zellen
wurden 20-22 h bei 37°C, 5 % CO, und ~ 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Zur Steigerung der

Expressionseffizienz wurden die Zellen teilweise nach dem Umsetzen in M10-Medium mit

5 mM Butyrat inkubiert.

2.10 Préparation von Membranproteinen

2.10.1 Praparation von heterolog exprimierten Membranproteinen aus HEK 293-Zellen

Polypeptide, die in Westernblots analysiert werden sollten, wurden aus den Zellen pripariert,
in denen sie durch die Transfektion (2.9) mit der entsprechenden DNA exprimiert worden
waren. Die Zellen von sechs & 9 cm Schalen wurden am 2. Tag nach der Transfektion mit
einem Gummispatel von den Schalen abgeschabt. Die Zellen wurden pelletiert (200 g;
10 min; 4°C), mit 30 ml PBS (2.14.2)/0,5 % EDTA gewaschen und erneut pelletiert. Das
Pellet wurde in insgesamt 3 ml Puffer A resuspendiert. Die Suspension wurde zum
Zellaufschluss fiinfmal in fliisssigem Stickstoff eingefroren und wieder aufgetaut. Zellreste
und Zellkerne wurden durch Zentrifugation entfernt (200 g; 10 min; 4°C). Der Uberstand
wurde vorsichtig abgenommen und aufbewahrt. Das Pellet wurde erneut in 3 ml Puffer A
resupendiert und zentrifugiert. Der Uberstand dieser Zentrifugation wurde mit dem Uberstand
aus der vorhergehenden Zentrifugation vereinigt. Die vereinigten Uberstinde wurden in einer
Beckman-Ultrazentrifuge zentrifugiert (TLA45-Rotor; 45.000 rpm; 15 min; 4°C). Das Pellet
(Membranfraktion) wurde zum hypertonischen Waschen in 3 ml Puffer B resuspendiert,
ultrazentrifugiert und in 450 ul Puffer C aufgenommen, aliquotiert und bei —80°C gelagert.
Die Konzentration an Protein wurde durch die Amidoschwarz-Methode (2.11.2) bestimmt.

Die Ausbeuten betrugen 100-150 ug Protein pro & 9 cm Schale.
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Puffer A (hypotonisch):

20 mM NaCl

1 mM EDTA

0,1 mM EGTA

1 mM DTT

20 mM HEPES/NaOH pH 7.4

1:500-verd. mPIC (mammalian protease inhibitor cocktail, Sigma)

Puffer B (hypertonisch): Puffer C (isotonisch):
wie Puffer A, jedoch 500 mM NaCl wie Puffer A, jedoch 150 mM NaCl

2.10.2 Priaparation von Membranproteinen aus nativen Geweben

Membranproteine aus nativen Geweben wurden wie unter 2.10.1 pripariert. Die Menge der
eingesetzten Puffer richtete sich nach Volumen und Gewicht des homogenisierten Gewebes
(ca. 3 ml Puffer A und B bzw. 1 ml Puffer C pro g Gewebe). Die Proteinkonzentration wurde
nach der Amidoschwarz-Methode bestimmt (2.11.2). Die Ausbeuten betrugen zwischen 5 und

20 mg Protein pro g Gewebe.

2.11 Quantifizierung von Proteinen

2.11.1 Konzentrationsbestimmung nach Bradford (1976)

Es wurde das "Protein Assay"-Farbreagenz von BioRad (Miinchen) verwendet. Die zu
vermessende Proteinprobe wurde mit H,O auf ein Gesamtvolumen von 800 ul aufgefiillt und
mit 200 pul Farbreagenz vermischt. Danach wurde die ODsos bestimmt. Eine Eichkurve wurde
mit BSA (NEB; Schwalbach) erstellt. Im linearen Bereich der Eichkurve (1-10 pg Protein)

entspricht eine ODsgs von 0,06 ca. 1 ug Protein.
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2.11.2 Konzentrationsbestimmung mit Amidoschwarz

Die Konzentration von Proteinldsungen, die Detergenzien oder Lipide enthalten, kann nicht
durch die Methode nach Bradford (2.11.1) bestimmt werden. Die Protein-Konzentration
solcher Proben wurde mit der Amidoschwarz-Methode bestimmt. Dabei wurde der
Amidoschwarz 10B-Farbstoff von Merck (Darmstadt) verwendet. Die zu vermessende Probe
wurde mit HO auf 100 ul aufgefiillt und mit 10 ul 10 % SDS vermischt, um Proteine zu
solubilisieren. Danach wurden 15 ul 1 % SDS/1 M Tris/HCI pH 7,5 hinzugegeben. Nach dem
Mischen wurden 30 ul 104 % (w/v) TCA zur Fillung der Proteine hinzugegeben und der
Ansatz nochmals gemischt. Die Proben wurden 20 min bei RT inkubiert. AnschlieBend
wurden die Proben auf einen Membranfilter (Porendurchmesser: 45 um; Millipore, Eschborn)
aufgetragen. Die Filter wurden mit 3 ml 6 % TCA gewaschen und fiir 5 min mit Firbelosung
gefidrbt. Danach wurden die Filter kurz mit H>O gespiilt und mehrmals in Entférbelosung
gelegt bis der Hintergrund auf dem Filter wieder weill war. Aus den getrockneten Filtern
wurden die gefdrbten Filterbereiche ausgeschnitten. Danach wurden die Filterstiicke in je 1 ml
Elutionslosung fiir 20 min bei RT geschiittelt. Es wurde die ODg3 bestimmt. Eine Eichkurve
wurde mit BSA (NEB) erstellt. Im linearen Bereich der Eichkurve (1-15 pg Proteine)

entspricht eine ODg3 von 0,03 ca. 1 ug Protein.

Farbeldsung: Entférbeldsung: Elutionsldsung:
0,5 % Amidoschwarz B10 90 % Methanol 50 % Ethanol
45 % Methanol 2 % Essigsdure 25 mM NaOH
10 % Essigsidure 50 uM EDTA

2.12 Modifikation von Membranproteinen

2.12.1 Solubilisierung von Membranproteinen

Membranproteine aus transient transfizierten HEK 293-Zellen (2.10.1) oder nativem Gewebe
(2.10.2), die fiur Immunprizipitationen (2.18) verwendet werden sollten, muften zunichst
solubilisiert werden. Dazu wurden die Membranproteine in Puffer C (2.10.1) mit dem
gleichen Volumen einer 2 %igen Triton X-100-Losung (ebenfalls in Puffer C) gemischt und
fiir 1 h bei 4°C im Schiittler inkubiert. Durch Zentrifugation (17.600 g; 15 min; 4°C) wurden



2 Material und Methoden 35

die solubilisierten Proteine (Uberstand) von den nicht-solubilisierten Proteinen (Pellet)
getrennt. Das Pellet mit den nicht-solubilisierten Proteinen wurde anschlieBend in 1 %
Triton X-100 in Puffer C resuspendiert. Das Volumen an Triton X-100 entsprach einem
Drittel des urspriinglichen Volumens (Membranproteine plus Detergenz). Der Ansatz wurde
wie oben beschrieben inkubiert und zentrifugiert. Der Uberstand mit den solubilisierten
Proteinen wurde mit dem Uberstand der ersten Zentrifugation vereinigt. Die Effizienz der
Solubilisierung wurde durch Gelelektrophorese (2.13) und Westernblot-Analysen (2.14)
getestet.

2.12.2 Deglykosylierung von Membranproteinen

Die Deglykosylierung von Membranproteinen (2.10) erfolgte in zwei Schritten: Zunéchst
wurden die Proteine in 0,5 % SDS/1 % [-Mercaptoethanol fiir 10 min bei 37°C denaturiert.
Danach erfolgte die eigentliche Deglykosylierung in 50 mM PBS/1 % Nonidet P-40. Der
Ansatz wurde 4 h bei 37°C mit 500 U der Peptid/N-Glykosidase F (PNGase F; NEB)
inkubiert. Als Negativkontrolle wurde der gleiche Reaktionsansatz ohne Enzym inkubiert.

2.13 Trennung von Proteinen durch Gelelektrophorese

Proteine wurden durch denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
in Modifikation nach Laemmli (1970) aufgetrennt. Die SDS-PAGE wurde in einer "Minigel
Twin"-Kammer (Biometra; GelmaBe: 0,1 x 8 x 10 cm) oder in einer "Sturdier SE 400"-
Kammer (Hoefer; GelmaBe: 0,15 x 14 x 15 cm) durchgefiihrt. Es wurden 7,5-15 %ige
Trenngele und 5 %ige Sammelgele verwendet. Die Proben wurden mit 1x SDS-Probenpuffer
versetzt. Die elektrophoretische Trennung im Biometra-System erfolgte bei 15 mA im
Sammelgel und 20 mA im Trenngel und dauerte ca. 90 min. Im Hoefer-System wurde die

Elektrophorese 1i.N mit 60 V durchgefiihrt.
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4x SDS-Probenpuffer:

8 % SDS

200 mM Tris/HCI pH 6,8
50 % Glycerin

4 % B-Mercaptoethanol
0,04 % Bromphenolblau

10x SDS-Laufpuffer:

250 mM Tris
1 % SDS
1,92 M Glycin

2.13.1 Verwendete Protein-GroBenstandards

Als GroBenstandards bei der SDS-PAGE dienten die Proteine des "Low Molecular Weight
Calibration Kit" (LMW-GroBenstandard) und des "High Molecular Weight Calibration Kit"

(HMW-GroBenstandard) von Amersham Pharmacia Biotech.

LMW-Groilenstandard

HMW-GroiBenstandard

Molekulargewicht (kDa) Protein Molekulargewicht (kDa) Protein
94 Phosphorylase b 212 Myosin
67 Albumin 170 o2-Makroglobulin
43 Ovalbumin 116 B-Galactosidase
30 Carboanhydrase 76 Transferrin
20,1 Trypsin-Inhibitor 53 Glutamat-Dehydrogenase
144 o-Lactalbumin

2.13.2 Féarben von SDS-Polyacrylamid-Gelen mit der Coomassie-Blaufirbung

Das Firben von SDS-Polyacrylamid-Gelen wurde in Anlehnung an Meyer & Lamberts
(1965) durchgefiihrt. Es wurde der Farbstoff Coomassie Blue R 250 von Serva (Heidelberg)

verwendet. Die Gele wurden fiir 1-2 h oder ii.N. in Firbelosung gelegt. Anschlieend wurden

die Gele bis zum Erreichen des gewiinschten Farbegrades in Entfiarbelosung gelegt und auf

Whatman-Papier getrocknet.




2 Material und Methoden 37

Férbelosung: Entfirbelosung:

0,2 % SERVA Blue R 30 % Ethanol (vergillt)
30 % Ethanol (vergillt) 10 % Essigsidure

10 % Essigsiure

2.14 Nachweis spezifischer Proteine

2.14.1 Transfer und Immobilisierung von Proteinen (''Westernblot'")

Die Proteine wurden mit Hilfe von SDS-Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt (2.13) und in
Anlehnung an Towbin et al. (1979) auf PVDEF-Membranen ("Immobilon P"; Millipore;
Eschborn) transferiert. Der Transfer ("Westernblot") wurde in einem "Milliblot-Graphit
Elektroblot"-System (Millipore; Eschborn) im Halbtrockenverfahren nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Die Transferzeit betrug 30 min bei 250 mA/800 cm?2 Gelfldiche. Ein
erfolgreicher Transfer wurde durch reversible Farbung mit 0,2 % Ponceau S (Sigma) in 2 %

Essigsiure iberpriift. Gegebenenfalls wurde die Blotmembran in Streifen geschnitten.

2.14.2 Immunologischer Nachweis von immobilisierten Proteinen

Der immunologische Nachweis von immobilisierten Proteinen erfolgte in drei Schritten. Im
ersten Schritt wurden die unspezifischen Bindestellen auf der Membran blockiert.
AnschlieBend wurde die Membran mit dem priméiren Antikdrper (1. Antikorper) inkubiert.
Der spezifische Antigen-Antikorperkomplex wurde dann mit einem sekundédren Antikorper
(2. Antikorper) nachgewiesen, der an Meerrettich-Peroxidase (HRPO) gekoppelt war. Die
Inkubationsschritte wurden entweder 30-60 min bei RT oder bei 4°C i.N. durchgefiihrt.
Zwischen den Inkubationsschritten wurde die Membran gewaschen (je 10 min, RT). Alle
Inkubations- und Waschschritte erfolgten unter Schiitteln. Die Zusammensetzung der
Inkubations- und Waschlosungen, sowie der Ablauf der Arbeitsschritte sind in der
nachfolgenden Tabelle zusammengefalt. Die spezifischen Antigen-1. AntikOrper-
2. Antikodrper-Komplexe wurden mit dem "ECL Westernblot Detection Kit" (Amersham
Pharmacia Biotech) bzw. mit "SuperSignal® West Dura Extended Duration Substrate”

(Pierce) nach Herstellerangaben detektiert.
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Arbeitsschritt Inkubationszeit (-temperatur) |Inkubationslosung
Blockierungsreaktion 30 min (RT) oder ii.N. (4°C) Blockierungslosung (D

Waschen 2 x 10 min (RT) Waschlosung 1 @

1. Antikorperinkubation 1-4 h (RT) 1. Antikorper-Inkubationslsg. )
Waschen 2 x 10 min (RT) Waschlgsung 1 2

2. AntikOrperinkubation 30 min (RT) 2. Antikorper-Inkubationslsg. @
Waschen 2 x 10 min (RT) Waschlosung I &)

Waschen 2 x 10 min (RT) Waschlosung I1 5

@ PBS; 0,05 % Tween-20; 0,5 % Milchpulver ® 1. Antikérper in PBS; 0,05 % Tween-20

@ PBS; 0,05 % Tween-20 2. Antikérper in PBS; 0,05 % Tween-20; 0,1 % Milchpulver

PBS (pH 7.4-7.5):
137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na,HPOy; 1,8 mM KH,PO,

2.15 Immunzytochemie

2.15.1 Fixierung und immunzytochemische Fiarbungen von HEK 293-Zellen

Transient transfizierte HEK 293-Zellen, die mit AntikOrpern gefdrbt werden sollten, wurden
nach der Transfektion auf Glasplédttchen umgesetzt (2.9.2). Die Zellen wurden am 2. Tag nach
der Transfektion mit PBS (2.14.2) gewaschen und 5-10 min mit 4 % Paraformaldehyd (PA) in
0,1 M Phosphatpuffer (PP) auf den Glasplittchen fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen
zweimal mit PP gewaschen, in PP/0,05 % NaN3 aufgenommen und bei 4°C gelagert.

Die Féarbung von transfizierten und fixierten HEK 293-Zellen erfolgte in drei Schritten. Im
ersten Schritt wurden die Zellen in einer Losung aus normalem Ziegenserum (normal goat
serum, NGS) vorinkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit dem priméiren Antikorper (1.
Antikorper) inkubiert. Im dritten Schritt erfolgte der Nachweis des spezifischen Antigen-
AntikOrperkomplexes mit einem sekundiren Antikorper (2. Antikorper), der an Meerrettich-
Peroxidase gekoppelt war. Die Inkubationsschritte wurden 30-60 min bei RT durchgefiihrt.
Zwischen den Inkubationsschritten wurden die Zellen zweimal fiir je 10 min bei RT
gewaschen. Die Zusammensetzung der Inkubations- und Waschlosungen, sowie der Ablauf
der Arbeitsschritte sind in der nachfolgenden Tabelle zusammengefalt. Die spezifischen
Antigen-1. Antikdrper-2. AntikOrper-Komplexe wurden iiber die kovalent gekoppelte
Meerrettich-Peroxidase des 2. Antikorpers detektiert. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe
von 0,05 % Diaminobenzidin (DAB)/0,01 % H,0, in PP gestartet und nach 1-15 min durch




2 Material und Methoden

39

PP gestoppt. Die Zellen wurden mit Mowiol (Hoechst)

Phasenkontrast-Mikroskop analysiert.

iiberzogen und unter einem

Arbeitsschritt Inkubationszeit (-temperatur) |Inkubationslésung
Vorinkubation 30 min (RT) Vorinkubationslosung )
Waschen 2 x 10 min (RT) PP

1. AntikOrperinkubation 1h (RT) 1. Antikorper-Inkubationslsg. @
Waschen 2 x 10 min (RT) PP

2. AntikOrperinkubation 30 min (RT) 2. Antikorper-Inkubationslsg. 3
Waschen 2 x 10 min (RT) PP

M PP; 0,5 % Triton X-100; 10 % NGS ® 2. Antikérper in PP; 0,5 % Triton X-100; 5 % NGS

@ 1. Antikérper in PP; 0,5 % Triton X-100; 5 % NGS

0,1 M Phosphatpuffer (PP) pH 7.4:
19 mM Na,HPOy; 81 mM NaH,PO,

Fiir die Doppelfdarbung von ko-transfizierten HEK 293-Zellen wurden alternativ Fluorophor-
markierte sekundidre Antikorper (in PP mit 1 % BSA/0,5 % Triton X-100) eingesetzt. Die
Fluoreszenz wurde bei entsprechenden Anregungswellenldngen unter einem Konfokalen

Laser Mikroskop (Leica TCS) betrachtet.

2.15.2 Lichtmikroskopischer Nachweis von Proteinen in der Rattenretina

Adulte Ratten (Stamm: Spraque Dawley) wurden mit Isofluran tief narkotisiert und
dekapitiert. Die Augen wurden entnommen und durch einen Einschnitt an der Ora serrata zu
einem Drittel geoffnet. Die Retinae wurden fiir 10-15 min bei RT in 4 % PA/0,1 M PP
(2.15.1) immersionsfixiert und anschlieBend mehrfach in PP gewaschen. Danach wurde das
Gewebe durch Inkubationen in 10 % Saccharose/PP (30 min) und 30 % Saccharose/PP (ii.N.)
kryoprotektiert. Die Retinae wurden in Einbettmedium ("OCT compound”; Miles Scientific)
flach eingebettet und eingefroren. In einem Cryostaten (Reichert-Jung) wurden 20 um dicke
Vertikalschnitte (senkrecht zu den retinalen Schichten) angefertigt und auf gelatinisierten

Objekttragern aufgenommen. Die Schnitte wurden bei —20°C gelagert.
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Die Fiarbung von fixierten Retinaschnitten erfolgte dhnlich wie die Farbung von fixierten
HEK 293-Zellen (2.15.1) in drei Schritten. Zundchst wurde das Gewebe mit einer
Blockierungslosung vorinkubiert. Daran schloss sich eine Inkubation #.N. mit dem
1. Antikorper an. Im dritten Schritt wurde der spezifische Antigen-Antikdrperkomplex mit
einem Fluorophor-gekoppelten 2. AntikOper detektiert. In einigen Fillen wurde diese
Prozedur um einen vierten Schritt erweitert, um schwache Farbungen zu intensivieren. Dazu
wurde ein tertidrer Antikorper verwendet, der gegen den 2. AntikOrper gerichtet war und den
gleichen Fluorophor trug. Die Zusammensetzung der Inkubations- und Waschlosungen, sowie
der Ablauf der Arbeitsschritte sind in der nachfolgenden Tabelle zusammengefaflt. Die
gefdrbten Schnitte wurden mit dem "Prolong Antifade Kit" (Molecular Probes) iiberzogen und
unter einem Konfokalen Laser Mikroskop (Leica TCS) analysiert. Fir Doppelfdarbungen
wurden die 1. AntikOrper gemischt und gleichzeitig auf die Schnitte gegeben. Alle
verwendeten 2. (oder 3.) AntikOrper waren kreuzabsorbiert und wurden sorgfiltig auf

Kreuzreaktionen mit anderen verwendeten Immunglobulinen getestet.

Arbeitsschritt Inkubationszeit (-temperatur) |Inkubationslosung
Vorinkubation 1h (RT) Blockierungslésung D

Waschen 2 x 10 min (RT) PP

1. Antikorperinkubation i.N. (RT) 1. Antikorper-Inkubationslsg. @
Waschen 2 x 10 min (RT) PP

2. Antikorperinkubation 1h (RT) 2. Antikorper-Inkubationslsg. 3
Waschen 2 x 10 min (RT) PP

3. Antikorperinkubation 1 h (RT) 3. Antikorper-Inkubationslsg. “
Waschen 2 x 10 min (RT) PP

M PP; 0,5 % Triton X-100; 5 % Chemiblocker (Chemicon) ® 2. Antikérper in PP; 5 % Chemiblocker

@ 1. Antikérper in PP; 0,5 % Triton X-100; 5 % Chemiblocker; 0,05 % NaNs @ 3, Antikérper in PP; 5 % Chemiblocker

Rattenretinae, die als sogenannte Gesamtpridparationen (whole mounts) gefdrbt werden
sollten, wurden wie oben beschrieben aus den Augen pripariert, fixiert und gewaschen.
Nachdem die Retinae in Saccharose kryoprotektiert worden waren, wurden sie mehrfach in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und wieder aufgetaut (cracken). Dadurch wurden die
Zellen aufgebrochen und das Gewebe den Antikdrpern zuginglich gemacht. AnschlieBend
wurden die Prédparationen auf gelatinisierten Objekttrigern aufgenommen und bei —20°C

gelagert.
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Die Féarbung der Gesamtpriparationen erfolgte wie fiir die Vertikalschnitte beschrieben mit
verlangerten Inkubationszeiten: Die Gesamtpriparate wurden 3-5 Tage im 1. Antikorper (bei
4°C) und i.N. im 2. Antikorper (bei RT) inkubiert. Die Waschschritte dauerten mehrere

Stunden.

2.15.3 Lichtmikroskopischer Nachweis von HCN-Kanilen im Rattengehirn

Die Gewebeschnitte und immunzytochemischen Farbungen von Rattengehirnen wurden von
Dr. T.J. Gorcs (Heinrich Heine Universitdt Diisseldorf) angefertigt. Die beschriebenen
Methoden entsprechen den Bestimmungen der "NIH Principles of Laboratory Animal Care"”
(1985). Ca. 300 g schwere, minnliche Ratten (Stamm: Wistar) wurden mit Pentobarbital
narkotisiert und transcardial perfusionsfixiert. Dazu wurden die BlutgefdBe der Ratten mit
70 ml PBS (2.14.2) gespiilt und anschlieBend die Gewebe mit 500 ml Fixierungslosung
fixiert. Danach wurden die Gehirne entfernt und fiir 2 h in Fixierungslosung nachfixiert.
Durch ii.N.-Inkubation in 25 % Saccharose/PBS wurde das Gewebe kryoprotektiert. In einem
Gefrier-Mikrotom wurden 70 um dicke Coronalschnitte angefertigt und freischwimmend
weiterbehandelt.

Alle Antikorperfarbungen fanden bei RT auf einem Schiittler statt. Die Schnitte wurden
mehrfach in PBS gewaschen, 4 h in PBS/0,5 % Tween 20 inkubiert und anschlieBend 30 min
in PBS gewaschen. Danach wurden die Schnitte 30 min in 1 % HO,/PBS inkubiert, um
endogene Peroxidase-Aktivitdt zu blockieren. Nach 4 x 40miniitigem Waschen in PBS
wurden die Schnitte jeweils 30 min in Blockierungslosung I und II inkubiert. Die priméren
HCN-Antikorper wurden in Verdiinnungen von 1:5 bis 1:100 in 1. Antikorper-
Inkubationslosung verdiinnt und die Schnitte darin fiir 2 Tage inkubiert. AnschlieBend wurden
die Schnitte 5 x 40 min in PBS gewaschen. Als sekundidrer Antikdrper wurde ein
biotinylierter Ziege-Anti-Ratte-Antikorper (Dianova) 1:500 in 2. Antikorper-Inkubations-
16sung verdiinnt und die Schnitte darin #i.N. inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte 5 x
40 min in PBS gewaschen und mit einem 1:500 verdiinnten ABC-Komplex ("Vectastain Elite
ABC Kit"; Vector Laboratories Inc.) i.N. inkubiert. Danach wurden die Schnitte 4 x 40 min
in PBS und 40 min in 0,1 M Tris/HCI (pH 7,6) gewaschen. Zum enzymatischen Farbnachweis
wurden die Schnitte fiir 20 min in DAB-LOsung inkubiert. SchlieBlich wurden die Schnitte
3x 15 min in 0,1 M Tris/HCI (pH 7,6) gewaschen, in Xylen gekldrt und auf gelatinisierten

Objekttrigern aufgenommen.
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Fixierungslosung: Blockierungslgsung I:

4 % Paraformaldehyd 10 % NGS

0,2 % Picrinsiure 0,2 % Ziege-Anti-Ratte-Fab-Fragment (Dianova)
0,05 % Glutaraldehyd in PBS

in PBS

Blockierungslosung II:

10 % Normales Mausserum (normal mouse serum; NMS)

1. AntikOrperinkubationslosung: 2. Antikorperinkubationslosung:
1 % NGS 1 % NGS
0,1 % NaN; in PP (2.15.1)

in PP (2.15.1)

DAB-Losung:
0,025 % DAB

0,0015 % H>0,
in 0,1 M Tris/HCl pH 7,6

2.15.4 Elektronenmikroskopischer Nachweis von HCN3 in der Rattenretina

Die in der vorliegenden Arbeit gezeigten elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden von
Frau Dr. S. Haverkamp (Max-Planck-Institut fiir Hirnforschung, Frankfurt) angefertigt. Dazu
wurden Rattenaugen fiir 30 min bei RT in 4 % PA/PBS (2.14.2) fixiert. Anschliefend wurden
die Retinae abprépariert und 3 x 15 min in PBS gewaschen. Danach wurde das Gewebe durch
Inkubationen in 10 % Saccharose/PBS (1-2 h), 20 % Saccharose/PBS (1-2 h) und 30 %
Saccharose/PBS (ii.N.) kryoprotektiert. Durch Cracken (2.15.2) wurden die Retinae den
Antikodrpern zugidnglich gemacht. AnschlieBend wurden die Retinae 3 x 15 min in PBS
gewaschen und in 4 %igem Agar (Merck)/PBS eingebettet. In einem Vibratom wurden 70 um
dicke Vertikalschnitte angefertigt. Die Schnitte wurden 3 x 15 min in PBS gewaschen und

freischwimmend weiterbehandelt.
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Alle Antikorperfiarbungen fanden bei RT auf einem Schiittler statt. Der Antikdrpernachweis
erfolgte hier durch eine Peroxidasereaktion nach der Avidin-Biotin-Komplex-Methode (ABC-
Methode, Hsu et al., 1981). Die Vibratomschnitte wurden fiir 2 h in EM-Vorinkubations-
16sung vorinkubiert. Der primédre Antikérper TLL-6CS5 wurde 1:20 in EM-Inkubationslésung
verdiinnt und die Schnitte darin fiir 2 Tage inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte 4 x
15 min in PBS gewaschen. Als sekunddrer AntikOrper wurde ein biotinylierter Ziege-Anti-
Ratte-Antikdrper (Dianova) 1:100 in EM-Vorinkubationsldsung verdiinnt. Die Inkubations-
dauer betrug 2 h. AnschlieBend wurden die Vibratomschnitte 4 x 15 min in PBS gewaschen
und fiir 2 h mit einem ABC-Komplex nach Herstellerangaben ("Vectastain Elite ABC Kit";
Vector Laboratories Inc.) inkubiert. Zum enzymatischen Farbnachweis wurden die Schnitte
fiir 5-10 min in DAB-L0sung inkubiert. Um die Farbreaktion zu stoppen, wurden die Schnitte
zunédchst 2 x 15 min in 0,05 M Tris-Puffer (pH 7,6) und danach 2 x 15 min CC-Puffer
gewaschen. Die Schnitte wurden mit 2,5 % Glutaraldehyd/CC-Puffer fiir 2 h bei 4°C
nachfixiert, ii.N. bei 4°C in CC-Puffer und anschliefend 4 x 15 min in H,O gewaschen.

Zur Silberintensivierung wurden die Schnitte fiir 10 min in EM-L6sung A bei 60°C, fiir 3 min
in EM-Losung B bei RT und fiir 3 min in EM-Losung C bei RT inkubiert. Nach jeder
Inkubation wurden die Schnitte 3 x 3 min in H,O gewaschen. AnschlieBend wurden sie fiir
30 min mit 0,5 % Osmiumtetroxid/CC-Puffer bei 4°C osmiert, 3 x 10 min in CC-Puffer
gewaschen, in einer aufsteigenden Acetonreihe (30 %, 50 %, 70 %, 85 %: je 15 min; 3 x
10 min 100 %) dehydriert und dann 5 min in Propylenoxid inkubiert. Danach wurden die
Schnitte 2 h in eine 1:1-Mischung aus Aceton und Epon und ii.N. in 100 % Epon inkubiert.
Die Flacheinbettung erfolgte anschlieBend in 100 % Epon bei 60°C fiir 48 h. Von den
eingebetteten Vibratomschnitten wurden Ultradiinnschnitte mit einem Mikrotom (Reichert) in
Serie geschnitten. Die Ultradiinnschnitte wurden mit einem Elektronenmikroskop (EM

10C/CR, Zeiss) analysiert und mit einer Digitalkamera aufgenommen.

EM-Vorinkubationslésung: EM-Inkubationsldsung:
10 % NGS 3 % NGS

1% BSA 1 % BSA

in PBS 0,05 % NaN3

in PBS
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DAB-Lsung: CC-Puffer:
0,05 % DAB 100 mM Natriumcacodylat/HCI pH 7,5
0,01 % H,0,
in 0,05 M Tris/HCI pH 7,6 EM-LGsung B:
0,05 % Tetrachlorogold(Ill)sidure
EM-L6sung A:
3 % Hexamethylentetramin EM-Losung C:
0,2 % Silbernitrat 2,5 % Natriumthiosulfat

0,2 % Di-Natriumtetraborat

2.16 Herstellung von monoklonalen Antikorpern

Zur Herstellung von monoklonalen Antikérpern wurden sowohl Peptide (2.16.1), die an ein
Triagerprotein gekoppelt waren, als auch ein MBP-Fusionsprotein (2.16.2) zur Immunisierung

von Ratten (2.16.3) verwendet.

2.16.1 Kopplung von Peptiden an Trigerproteine

2.16.1.1 Kopplung von Peptiden an Trigerproteine iiber 3-Maleimidobenzoyl-N-
hydroxysuccinimidester (MBS)

Die Kopplung von Peptiden an Trigerproteine iiber 3-Maleimidobenzoyl-N-hydroxy-
succinimidester (MBS) erfolgte nach Grant (1997). Um Peptide iiber das kreuzvernetzende
Reagenz MBS an ein Trigerprotein koppeln zu konnen, wurden diese mit einem N-terminalen
Cystein versehen. Zusitzlich wurde darauf geachtet, dal kein weiteres Cystein in der
Peptidsequenz vorkommt, so da3 die Peptide gerichtet an das Trégerprotein gekoppelt werden
konnten. Als Trigerprotein fand das Napfschnecken-Hamocyanin (KLH) Verwendung. Die
Kopplung erfolgte in drei Schritten: Zunédchst wurde das MBS an primére Aminogruppen des
Tragerproteins gebunden. Danach wurden nicht-gekoppelte MBS-Molekiile {iiber eine
Sdulenchromatographie von den KLH/MBS-Komplexen abgetrennt. Im letzten Schritt
wurden die Peptide zu dem KLH/MBS-Komplex zugegeben und iiber die Cysteingruppen an
den Komplex gekoppelt.
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Im ersten Schritt wurden 1,5 mg KLH in 100 ul 50 mM Phosphatpuffer pH 7,5 gelost und mit
20 ul MBS in DMSO (Konz.: 10 mg/ml) versetzt. Als Alternative zum MBS konnte die
wasserlosliche Form Sulfo-MBS in der gleichen Konzentration verwendet werden. Der
Reaktionsansatz wurde 1 h bei RT unter stindigem Riihren inkubiert. AnschlieBend wurden
die nicht-gekoppelten MBS-Molekiile iiber eine PD10-Sédule (Amersham Pharmacia Biotech)
von den KLH/MBS-Komplexen abgetrennt. Dazu wurde der Reaktionsansatz mit 50 mM
Phosphatpuffer pH 7,5 auf 2,5 ml aufgefiillt, iiber eine dquilibrierte PD10-Sdule gegeben und
mit 3,5 ml 50 mM Phosphatpuffer pH 7,5 nachgewaschen. Die von der Sidule eluierten
Fraktionen wurden in 500 pl-Aliquots aufgefangen und deren Proteinkonzentration nach
Bradford (2.11.1) bestimmt. Die nicht-gekoppelten MBS-Molekiile eluierten nach ca. 0,5-
1 ml von der PD10-Séule; die KLH/MBS-Komplexe lieBen sich nach ca. 3-4,5 ml in den
Fraktionen nachweisen. Die Fraktionen mit den KLH/MBS-Komplexen wurden anschliefend
vereinigt und fiir die Kopplung mit den Peptiden eingesetzt. Dazu wurden 1 mg Peptid in
300 ul 50 mM Phosphatpuffer pH 7,0 gel6st und zusammen mit den KLH/MBS-Komplexen
fiir 2 h bei RT unter stindigem Riihren inkubiert. Der Reaktionsansatz wurde anschlieBend
mit H,O auf 2 ml aufgefiillt und konnte dann zur Immunisierung von Ratten (2.16.3) oder

Kaninchen (2.17.1) verwendet zu werden.

2.16.1.2 Kopplung von Peptiden an Trigerproteine iiber Glutaraldehyd (GA)

Als Alternative zum kreuzvernetzenden Reagenz MBS (2.16.1.1) konnte Glutaraldehyd (GA)
zur Kopplung der Peptide an Tréigerproteine verwendet werden. Diese Methode ist weniger
zeitaufwendig und erforderte zudem keinen Cysteinrest in der Peptidsequenz. Dafiir hatte sie
aber zwei entscheidende Nachteile: Erstens wurden die Peptide nicht gerichtet an das
Tragerprotein gekoppelt; die Kopplung erfolgte nicht nur iiber den N-Terminus des Peptids,
sondern auch iiber eventuell vorhandene primédre Aminogruppen der Seitenketten. Zweitens
wurden in einem erhohten MaBle Molekiile des Triagerproteins untereinander kreuzvernetzt;
wurden die Reaktionsandtze bei 4°C oder tieferen Temperaturen gelagert, fielen diese
hochmolekularen Aggregate aus. Aus diesen Griinden wurde die Kopplung von Peptiden an
Tragerproteine iiber GA nur zur Herstellung von polyklonalen Antikorpern (2.17) verwendet.

Als Triagerprotein wurde KLLH verwendet. Zur Kopplung wurden 1 mg KLLH und 1 mg Peptid
in insgesamt 750 pul 100 mM Phosphatpuffer pH 7,0 geldst. Dieser Suspension wurden
tropfenweise unter stindigem Rithren 200 pl 0,15 %ige GA-Losung zugefiigt. Der

Reaktionsansatz wurde 2 h bei RT unter stindigem Riihren inkubiert. AnschlieBend wurde
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iiberschiissiges GA durch Zugabe von 50 ul 1 M Glycin und weiteren 2 h Inkubation
abgeblockt. Der Reaktionsansatz wurde mit H>O auf 2 ml aufgefiillt und moglichst umgehend

zur Immunisierung von Kaninchen (2.17.1) verwendet.

2.16.2 Expression und Reinigung von Maltose-Bindeprotein (MBP) und von MBP-

Fusionsproteinen

2.16.2.1 Expression von MBP und von MBP-Fusionsproteinen

Fiir die Expression von MBP und MBP-Fusionsproteinen in E.coli wurde der Plasmidvektor
pMal ¢c2X (NEB) verwendet (2.2.1). Das Genfragment, das fiir das gewlinschte Antigen
kodiert, wurde so an das 3'-Ende des MBP-kodierenden Bereiches kloniert, dal der
Leserahmen erhalten blieb. Das Fusionsprotein enthielt also N-terminal den MBP-Anteil und
C-terminal das Antigen. Die Expression der Proteine (2.2.3.3) und der AufschluB3 der Zellen
erfolgte nach Riggs (1994). Die Zellen wurden durch Ultraschall-Behandlung aufgeschlossen
(Branson Sonificator B-12; Stufe 6-7; 2 x 30 sek; 4°C). Durch Zentrifugation (5.000 g; 5 min;
4°C) wurden die 16slichen Zellbestandteile (Uberstand) von den unloslichen (Pellet) getrennt.
Bei der Expression des 16slichen Fusionsproteins oder des MBP wurde der Uberstand

weiterverarbeitet.

2.16.2.2 Reinigung von MBP und von MBP-Fusionsproteinen

MBP bindet an die repetitiven Maltosereste von Amylose. Daher kénnen MBP bzw. MBP-
Fusionsproteine durch Amylose-Affinitdtschromatographie in Anlehnung an Kellerman &
Ferenci (1982) gereinigt werden. Als Affinititsmaterial wurde eine Amylose-Agarose (NEB)
verwendet. Der Uberstand des Bakterienlysats (2.16.2.1) wurde 1:5 in AAC-Puffer verdiinnt
und auf Amylosesdulen (Biorad; Miinchen) aufgetragen. Danach wurden die gebundenen
Proteine mit 20 mM Maltose in AAC-Puffer eluiert. Das Séduleneluat wurde zur

Immunisierung von Kaninchen (2.17.1) verwendet.

AAC-Puffer:
200 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM DTT; 20 mM Tris/HCl pH 7.4
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2.16.3 Immunisierung von Ratten und Herstellung von Hybridomzellen

Die Herstellung von monoklonalen Antikdrpern erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau Dr. E.
Kremmer vom Institut fiir molekulare Immunologie, GSF Miinchen. Die Immunisierung von

Ratten (Rasse: Lou/C) und die Herstellung von Hybridomen geschah nach folgendem

Schema:

Grundimmunisierung mit Antigen (Adjuvans in einem 1:1-Verhiltnis zugesetzt)
nach 6-8 Wochen Auffrischungsimmunisierung (boost) mit Antigen (ohne Adjuvans)
nach 3 Tagen Fusion von Rattenmilz-Zellen mit der Maus-Myelomzellinie P3X63-Ag8.653

Primédraustestung der Hybridome im ELISA (Ziel: falsch Positive sollen aussortiert
nach 12 Tagen

werden)
nach 7 Tagen Sicherung der Hybridome
nach 14 Tagen Gewinnung von 5 ml Primériiberstand

Die vermeintlich positiven Primériiberstinde wurden durch Gelelektrophorese (2.13),
Westernblot (2.14.1) und immunologischem Nachweis (2.14.2) an Membranproteinen aus
heterolog transfizierten HEK 293-Zellen (2.10.1) getestet. Die Hybridome, deren
Primériiberstinde sich in diesen Tests als geeignet erwiesen hatten, wurden unter
Beriicksichtigung der Ig-Subklasse rekloniert. Die Reklonierung erfolgte durch
Einzelzellverteilung, bis alle Hybridome auf der Kulturplatte positiv mit dem Antigen
reagierten. Der iibriggebliebene Klon wurde expandiert und zur Gewinnung des Uberstands

mit dem eigentlichen monoklonalen Antikorper (Reinkultur) verwendet.

2.17 Herstellung und Reinigung von polyklonalen Antikorpern

Zur Herstellung von polyklonalen Antikdrpern wurden Peptide verwendet, die entweder iiber

MBS (2.16.1.1), oder iiber Glutaraldehyd (2.16.1.2) an das Triagerprotein KLH gekoppelt

waren.
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2.17.1 Immunisierung von Kaninchen

Polyklonale Antikdrper wurden hergestellt, indem Kaninchen (Rassen: Weiller Neuseeldnder
bzw. Chinchilla Bastard) mit Peptiden, die an Trigerproteine gekoppelt waren (2.16.1),
immunisiert wurden. Das Antigen (1 mg in 1 ml) wurde im Verhiltnis 1:1 mit Adjuvants
ABM3 (@(Ge 05 mg MPL, TDM, CWS in 2% Ol—Tween—SO—HZO; RIBI
ImmunoChemResearch, Inc.) vermischt. 1 ml dieser Suspension wurde subcutan im
Nackenbereich des Kaninchens injiziert. In einem 14tdgigen Rhythmus wurde die gleiche
Menge Antigen nochmals injiziert. Zwei Wochen nach der ersten Injektion wurden dem Tier
aus der Ohrarterie 5-10 ml Blut abgenommen. Zur Gewinnung des Serums wurde das Blut 4 h
bei RT gelagert und anschlieBend zentrifugiert (2.000 g; 10 min; 4°C). Das Serum
(Uberstand) wurde vom Blutkuchen und den anderen unldslichen Bestandteilen (Pellet)

abgetrennt. Die Seren wurden bei -80°C gelagert.

2.17.2 Reinigung von polyklonalen Antikérpern durch Affinitéitschromatographie

Polyklonale Antikdrper wurden aus den Seren immunisierter Kaninchen durch
Affinitdtsreaktionen in Anlehnung an Campbell et al. (1951) gereinigt. Die Reinigung erfolgte
in drei Schritten. Zunichst wurden die Immunglobuline angereichert, indem das Serum iiber
eine Protein A/G-Séule gegeben wurde. Danach wurden die spezifischen Antikorper durch
eine Affinitdtschromatographie aus der Immunglobulinfraktion isoliert. Im letzten Schritt
wurden die gereinigten spezifischen AntikOrper in einer "CentriCon 30-Sdule" konzentriert,
um eine lingere Lagerung moglich zu machen.

Zur Anreicherung der Immunglobuline aus dem Serum wurde eine "Protein A/G-
UltraLink™-Sgdule" (Pierce) verwendet. Dazu wurden 2,5-5 ml Serum mit dem gleichen
Volumen an 20 mM Phosphatpuffer pH 8,0 verdiinnt und dreimal iiber die mit dem gleichen
Puffer dquilibrierte Sdule gegeben. Unspezifisch gebundende Bestandteile des Serums wurden
dann mit dem 10fachen S&dulenvolumen an 20 mM Phosphatpuffer pH 8,0 von der Sidule
gewaschen. Die gebundenen Immunglobuline wurden anschlieBend mit dem Sfachen
Sdulenvolumen an 100 mM Glycin pH 2,5 sauer eluiert. Zum Schutz der Immunglobuline
wurde die Elutionsfraktion direkt in BSA (Endkonzentration: 0,2 %) aufgefangen und mit
1 M Tris/HCI pH 8,8 auf neutralen pH eingestellt.
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Fir die Affinititsreinigung der spezifischen AntikOrper iiber eine Sepharose-Sdulenmatrix
wurden die zur Immunisierung der Kaninchen verwendeten Peptide (Antigene) nach dem
Protokoll des Herstellers (Amersham Pharmacia Biotech) an aktivierte "Thiol-Sepharose 4B"
gekoppelt (dquimolares Verhiltnis zwischen Cysteingruppen der Peptide und aktivierten
Thiolgruppen der Sdulenmatrix). Der Reaktionsansatz wurde in Minichromatographiesiulen
(Biorad) pipettiert und mit dem 10fachen Sdulenvolumen an 10 mM Tris/HCl pH 7.4
dquilibriert.  AnschlieBend wurde die Elutionsfraktion mit den angereicherten
Immunglobulinen dreimal iiber die Sdule gegeben. In zwei Waschschritten mit je 10
Sdulenvolumen 10 mM Tris/HCI pH 7,5, sowie 10 mM Tris/HCI pH 7,5/0,5 M NaCl wurden
Antikorper entfernt, die nicht gegen das Antigen gerichtet waren. Die Elution der spezifischen
AntikoOrper erfolgte mit dem 10fachen Sédulenvolumen an 100 mM Glycin pH 2,5. Auch nach
diesem Reinigungsschritt wurden die Antikorper in 0,2 % BSA aufgefangen und mit 1 M
Tris/HCI pH 8,8 auf neutralen pH eingestellt. Die Konzentrierung der gereinigten Antikorper
erfolgte iiber eine "CentriCon 30-Sdule” (Amicon) nach Angaben des Herstellers. Die
Proteinkonzentration der Antikorperlosung wurde nach Bradford (2.11.1) bestimmt. Die

Antikorper wurden in PBS mit 50 % Glycerin und 0,05 % NaN3 bei -20°C gelagert.

2.18 Immunprizipitation

Die Immobilisierung von monoklonalen Antikdrpern an Protein G-Sepharose (2.18.1) und die
Immunprizipitation von solubilisierten Membranproteinen an einer AntikOrper/Sdulenmatrix

(2.18.2) wurden in Anlehnung an Bonifacino et al. (1999) durchgefiihrt.

2.18.1 Immobilisierung von monoklonalen Antikérpern an Protein G-Sepharose

Zur Herstellung einer Antikorper/Sdulenmatrix wurden monoklonale AntikOrper aus
immunisierten Ratten (2.16) gerichtet an "Protein G-Sepharose 4B Fast Flow" (Sigma)
gebunden. Um zu verhindern, daB sich die AntikOrper im Verlauf der eigentlichen
Immunprizipitation (2.18.2) wieder vom Protein G 16sen ("Bluten"), wurden sie mit Hilfe des
quervernetzenden Reagenz Dimethylpimelimidat (DMP) kovalent an die S#dulenmatrix

gekoppelt.
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Zunidchst wurden 1 ml Protein G-Sepharose in eine Minichromatographiesdule (Biorad)
pipettiert und mit 10 Sédulenvolumen 10 mM Tris/HCl pH 8,0 dquilibriert. AnschlieBend
wurden 50-75 ml Reinkultur eines monoklonalen Antikorpers (2.16.3) dreimal iiber die Sdule
gegeben und unspezifisch gebundene Bestandteile der Reinkultur mit dem 10fachen
Sdulenvolumen an 10 mM Tris/HCI pH 8,0 von der Sdule gewaschen. Um Antikorper und
Protein G mit Hilfe von DMP kreuzvernetzen zu konnen, wurde die Sdule mit dem 10fachen
Volumen an 200 mM Natriumborat pH 9,0 umgepuffert. Danach wurde DMP in einer
Endkonzentration von 20 mM hinzugegeben und der Ansatz fiir 30 min bei RT inkubiert.
Wihrend der Inkubation wurde das Sdulenmaterial durch Invertieren in Suspension gehalten.
Durch Waschen der Antikorper/Sdulenmatrix mit dem 20fachen Sdulenvolumen an 200 mM
Ethanolamin pH 8,0 wurden freie DMP-Molekiile entfernt bzw. noch reaktive Gruppen von
einseitig gekoppelten DMP-Molekiilen abgesittigt. Die AntikOrper/Sdulenmatrix wurde
schlieBlich mit 10 Sdulenvolumen PBS umgepuffert und in PBS/0,05 % NaN3 gelagert.

2.18.2 Immunpriézipitation von solubilisierten Membranproteinen an einer Antikorper/

Sdulenmatrix

Immunprézipitationen wurden mit solubilisierten (2.12.1) Membranproteinen aus heterolog
transfizierten HEK 293-Zellen (2.10.1) oder nativem Gewebe (2.10.2) durchgefiihrt. Dabei
wurde zuerst bestimmt, welche Menge an solubilisierten Membranproteinen notig war, um
das spezifische Protein im Westernblot (2.14) nachweisen zu koOnnen. Fir die
Immunprizipitation wurde die 5-10fache Menge eingesetzt, um bei der spiteren
Versuchsauswertung deutliche Signale zu erhalten. Bei heterolog transfizierten HEK 293-
Zellen lag die Menge an einzusetzendem Protein meist deutlich unter 100 pg. In diesen Fillen
wurde der Proteinsuspension 50 ug BSA (NEB) hinzugefiigt. Die Immunprézipitation wurde
im "batch"-Verfahren durchgefiihrt, um mit kleinen Sdulenvolumina arbeiten zu kdnnen. Zum
Wechseln der Fliissigkeit wurde die Sdulenmatrix zentrifugiert (200 g; 5 min; 4°C). Der
Uberstand wurde vorsichtig entfernt und das Sdulenmaterial resuspendiert. Wihrend der
Inkubationen wurde das S#ulenmaterial durch Invertieren in Suspension gehalten. Die
solubilisierten Membranproteine wurden zunéchst fiir 30 min bei 4°C mit 100 pl "Protein G-
Sepharose 4B Fast Flow" (Sigma; in Puffer D dquilibriert) vorinkubiert. Dadurch wurden die
Bestandteile der Proteinsuspension entfernt, die unspezifisch mit der Gelmatrix

wechselwirken. Nach der Vorinkubation wurde die Protein G-Sepharose abzentrifugiert und
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die vorinkubierte Proteinsuspension zu 100 pl der in Puffer D #quilibrierten
Antikodrper/Sdulenmatrix (2.18.1) gegeben. Der Ansatz wurde fiir 2-15 h bei 4°C inkubiert.
Nach Zentrifugation wurde der Uberstand mit den nicht-gebundenen Proteinen (DurchfluB)
vorsichtig abgenommen und die Antikdrper/Sdulenmatrix siebenmal mit dem 4fachen
Sdulenvolumen an Puffer D gewaschen. Durch Zugabe von 100 pl Elutionspuffer,
15miniitiger Inkubation bei RT und anschlieBender Zentrifugation (200 g; 15 min; RT)
wurden die gebundenen Proteine von der Antikdrper/Sdulenmatrix eluiert. Die Auswertung
der Immunprizipitation erfolgte durch Gelelektrophorese (2.13) und Westernblot-Analyse
(2.14).

Puffer D:
wie Puffer C (2.10.1), mit 0,1 % Triton X-100

Elutionspuffer:

10 mM Tris/HC1 pH 7,5
5 mM EDTA

2 % SDS
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Hyperpolarisationsaktivierte und zyklisch Nukleotid-gesteuerte Ionenkanidle (HCN-Kanile)
konnten durch elektrophysiologische Untersuchungen in zahlreichen Geweben lokalisiert und
charakterisiert werden. Diese Ionenkanile spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung und
Regulation rhythmischer Aktivierungsmuster, wie sie z.B. im Herzen und in vielen
Nervenzellen auftreten. Auch in Zellen ohne spontane Rhythmogenese erfiillen HCN-Kanile
wichtige Funktionen. Sie sind beispielsweise bei der Signalverarbeitung in Seh- und
Riechzellen und an der Wahrnehmung von Schmerzen beteiligt (Ubersicht: DiFrancesco,
1993; Pape, 1996). Mittlerweile konnten vier verschiedene Gene fiir HCN-Kanile in
verschiedenen Sidugetierspezies identifiziert und in heterologen Expressionssystemen
elektrophysiologisch untersucht werden. Die Aktivierungskinetiken der heterolog
exprimierten Kanéle unterscheiden sich sowohl untereinander, als auch im Vergleich zu den
in nativen Geweben vermessenen HCN-Kanilen. (Ubersicht: Santoro & Tibbs, 1999; Gauss
& Seifert, 2000; Kaupp & Seifert, 2001).

In der vorliegenden Arbeit werden zum ersten Mal poly- und monoklonale Antikorper gegen
alle vier HCN-Kanaltypen vorgestellt. Durch Westernblot-Analysen wurde untersucht, ob die
verschiedenen Kanaltypen posttranskriptional oder posttranslational modifiziert werden. Die
Lokalisation der HCN-Kanalproteine auf zelluldrer und subzelluldrer Ebene sollte die Frage
kldaren, ob die verschiedenen Typen von HCN-Kanilen in einem Zelltyp ko-exprimiert
werden und eventuell als heterooligomere Komplexe vorliegen konnen. Die Identifikation
von HCN-exprimierenden Zelltypen kann aulerdem weitere Hinweise auf die physiologische
Funktion der HCN-Kanéle geben.

Das Kapitel "Ergebnisse” ist in vier Teile gegliedert. Der erste Teil beschiftigt sich mit der
Untersuchung zur gewebespezifischen Expression von hHCN1 und hHCN4 durch
Northernblot-Analysen. Der zweite Teil beschreibt die Herstellung und Charakterisierung von
poly- und monoklonalen Antikdrpern gegen alle vier HCN-Kanaltypen. Der dritte Teil umfaBt
die Untersuchungen zur Expression und Lokalisation der HCN-Kanalproteine in der
Rattenretina. Im vierten Teil werden schlieBlich erste Untersuchungen zur Expression und

Lokalisation der HCN-Kanalproteine im Ratten- und Mausgehirn présentiert.
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3.1 Expression der HCN-Kaniile in menschlichen Geweben

Die HCN-Kanile erfiillen wichtige Funktionen beispielsweise bei der Regulation des
Herzschlags in den Schrittmacherzellen des Herzens oder bei der Regulation des Schlaf-
Wachrhythmus im Thalamus. Aus diesem Grund besteht auch ein medizinisches Interesse
daran, die Expressionsmuster der HCN-Kanalgene in menschlichen Geweben aufzukldren.
Daher wurde die Expression der Gene fiir hHCN1 und hHCN4 in verschiedenen
menschlichen Geweben mit Hilfe von "Multiple Tissue Northern Blots" (Clontech; 2.6.2)
untersucht. Auf diesen "Multiple Tissue Northern Blots" war die Poly(A)"-RNA aus 16
verschiedenen menschlichen Geweben und 14 verschiedenen Regionen des menschlichen
Gehirns aufgetragen und immobilisiert. Die Membranen wurden nach Angaben des
Herstellers hybridisiert (2.6.3). Als Sonden dienten kurze DNA-Fragmente, die durch PCR
mit genspezifischen Primern und cDNA-Klonen als Matrizen-DNA amplifiziert worden

waren.

3.1.1 Gewebespezifische Expression von hHCN1

Fiir die Experimente, die im Rahmen dieser vorliegenden Arbeit mit hHCN1 durchgefiihrt
wurden, konnte zum ersten Mal ein vollstdndiger cDNA-Klon des menschlichen HCN1-
Kanalgens benutzt werden (s. Anhang 8.5). Als Sonde fiir die Hybridisierung der "Multiple
Tissue Northern Blots" diente ein 353 Bp groBes PCR-Fragment, das mit der
Primerkombination #2245/2247 (s. Anhang 8.8) und dem ¢cDNA-Klon A-C4 als Matrizen-
DNA amplifiziert wurde. Der cDNA-Klon A-C4 kodiert fiir einen C-terminalen Abschnitt des
hHCN1-Proteins und wurde mir freundlicherweise von Frau Dr. R. Gauss (IBI-1,
Forschungszentrum Jiilich) zur Verfiigung gestellt. Das amplifizierte PCR-Fragment
entspricht den Aminosduren 626 bis 743 des vollstindigen Kanalproteins. Die
Autoradiogramme der hybridisierten "Multiple Tissue Northern Blots" sind in Abb. 3.1
dargestellt.
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Abb. 3.1: Autoradiogramm der "Multiple Tissue Northern Blots'" nach stringenter Hybridisierung mit
einem hHCN1-Fragment. Jeweils 2 pg Poly(A)'-RNA aus 16 verschiedenen menschlichen Geweben und 14
verschiedenen Regionen des menschlichen Gehirns waren aufgetragen und immobilisiert. Links neben jedem
Autoradiogramm sind die FragmentgroBen eines GroBenstandards in kB angegeben. Die Expositionsdauer
betrug 14 Tage bei —80°C. A) "Human Multiple Tissue Northern Blot": He, Herz; Ge, Gehirn; Gm, Gebédrmutter;
Lu, Lunge; Le, Leber; Mu, Skelettmuskel; Ni, Niere; Bd, Bauchspeicheldriise. B) "Human Multiple Tissue
Northern Blot II": Mi, Milz; Thy, Thymus: Pr, Prostata; Ho, Hoden; Ei, Eierstocke; Dii, Diinndarm; Di,
Dickdarm; Leu, periphere Leukozyten. C) "Human Brain Multiple Tissue Northern Blot III": Am, Amygdala;
NC, Nucleus Caudatus; CC, Corpus Callosum; Hi, Hippocampus; Ge, Gehirn; SN, Substantia Nigra; Th,
Thalamus. D) "Human Brain Multiple Tissue Northern Blot 1I": Ce, Cerebellum; Co, Cerebraler Cortex; MO,
Medulla Oblongata; Rii, Riickenmark; HI, Hinterhauptslappen; Stl, Stirnlappen; Scl, Schlifenlappen; Pu,
Putamen.

Von den 16 untersuchten menschlichen Geweben (Abb. 3.1 A und B) liefert das Gehirn das
mit Abstand stdrkste Hybridisierungssignal. In diesem Gewebe lassen sich vier Transkripte
unterschiedlicher GroBe nachweisen. Das stirkste Signal stammt von einem 6,8 kB grofien
Transkript. Die anderen Transkripte mit GroBen von 9,7 kB, 4,8 kB und 3,5 kB liefern
deutlich schwichere Signale. Abgesehen vom Gehirn lassen sich noch Transkripte fiir hHCNI1
im Skelettmuskel, in der Bauchspeicheldriise und im Hoden nachweisen. Im Gegensatz zum
Gehirn liefern im Skelettmuskel die beiden kleineren Transkripte (4,8 und 3,5 kB) stirkere
Signale als das 6,8 kB-Transkript. In der Bauchspeicheldriise und im Hoden 145t sich jeweils
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nur das 6,8 kB-Transkript nachweisen; es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dal die anderen
Transkripte bei noch lidngerer Expositionsdauer ebenfalls detektiert werden konnen. Das
gleiche gilt fiir das 9,7 kB-Transkript, welches in Abb. 3.1 nur im Gehirn zu sehen ist. Andere
Gewebe, wie z.B. Herz und Nieren, liefern ebenfalls sehr schwache Hybridisierungssignale.

Bei einer genaueren Untersuchung des Expressionsmusters von hHCN1 im Gehirn (Abb. 3.1
C und D) konnen in allen 14 untersuchten Gehirnregionen Transkripte detektiert werden. Die
stirksten Signale stammen dabei aus dem Cerebralen Cortex und dem Cerebellum, sowie aus
mehreren cortikalen Regionen (Hippocampus, Amygdala, Hinterhaupts-, Stirn- und

Schléfenlappen).

3.1.2 Gewebespezifische Expression von hHCN4

Die ersten cDNA-Klone, die die vollstindige ¢cDNA-Sequenz eines menschlichen HCN-
Kanals enthielten, waren aus dem Kanalgen hHCN4 abgeleitet (Scholten, 1998; Ludwig et al.,
1999; Seifert et al., 1999). Als Sonde fiir die Hybridisierung der "Multiple Tissue Northern
Blots" diente ein 267 Bp groBes PCR-Fragment, das mit der Primerkombination #2228/%2230
(s. Anhang 8.8) und dem cDNA-Klon pB-55HH4 (Scholten, 1998) als Matrizen-DNA
amplifiziert wurde. Das amplifizierte PCR-Fragment kodiert fiir einen C-terminalen Abschnitt
des hHCN4-Proteins (Aminosdureposition 728 bis 816). Die Autoradiogramme der
hybridisierten "Multiple Tissue Northern Blots" sind in Abb. 3.2 dargestellt.

Die Hybridisierung der "Multiple Tissue Northern Blots" mit der hHCN4-spezifischen Sonde
zeigte, daBl das Gen nur in wenigen Geweben exprimiert wird (Abb. 3.2 A und B). Deutliche
Signale lassen sich lediglich im Herzen und im Hoden detektieren. In beiden Geweben kann
ein 7,3 kB groBes Transkript nachgewiesen werden. Wesentlich stirker ist allerdings das
Signal von einem zweiten, 4,5 kB groBen Transkript im Hoden. Im Gehirn 1468t sich das
7,3 kB groBe Transkript nur sehr schwach nachweisen. Eine genauere Untersuchung der
Expression von hHCN4 in verschiedenen Gehirnregionen (Abb. 3.2 C und D) zeigt jedoch,
daBl das Gen hauptsichlich in bestimmten Abschnitten exprimiert wird. Dabei 148t sich im
Thalamus ein Hybridisierungssignal detektieren, welches noch wesentlich stirker ist, als das
des 4,5 kB-Transkripts im Hoden. Deutlich schwichere Signale liefern folgende
Hirnregionen: Substantia Nigra, Amygdala, Cerebellum, Cerebraler Cortex, Medulla

Oblongata, Hippocampus, Putamen, sowie die Hinterhaupts-, Stirn- und Schlédfenlappen.
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Keine Signale lassen sich im Nucleus Caudatus, Corpus Callosum und im Riickenmark

nachweisen.
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Abb. 3.2: Autoradiogramm der "Multiple Tissue Northern Blots' nach stringenter Hybridisierung mit
einem hHCN4-Fragment. Jeweils 2 pg Poly(A)-RNA aus 16 verschiedenen menschlichen Geweben und 14
verschiedenen Regionen des menschlichen Gehirns waren aufgetragen und immobilisiert. Links neben jedem
Autoradiogramm sind die FragmentgrioBen eines GroBenstandards in kB angegeben. Die Expositionsdauer
betrug 14 Tage bei —80°C. A) "Human Multiple Tissue Northern Blot": He, Herz; Ge, Gehirn; Gm, Gebirmutter;
Lu, Lunge; Le, Leber; Mu, Skelettmuskel; Ni, Niere; Bd, Bauchspeicheldriise. B) "Human Multiple Tissue
Northern Blot II": Mi, Milz; Thy, Thymus: Pr, Prostata; Ho, Hoden; Ei, Eiersticke; Dii, Diinndarm; Di,
Dickdarm; Leu, periphere Leukozyten. C) "Human Brain Multiple Tissue Northern Blot III": Am, Amygdala;
NC, Nucleus Caudatus; CC, Corpus Callosum; Hi, Hippocampus; Ge, Gehirn; SN, Substantia Nigra; Th,
Thalamus. D) "Human Brain Multiple Tissue Northern Blot II": Ce, Cerebellum; Co, Cerebraler Cortex; MO,
Medulla Oblongata; Rii, Riickenmark; HI, Hinterhauptslappen; Stl, Stirnlappen; Scl, Schlifenlappen; Pu,
Putamen.

Die Expressionsmuster von hHCNI1 und hHCN4 zeigen deutliche Unterschiede. Wihrend
hHCNI im gesamten Gehirn stark exprimiert wird, lassen sich Transkripte von hHCN4 nur in
einigen Gehirnregionen, sowie im Herzen nachweisen. Durch die vorliegenden Northernblot-
Analysen konnten Regionen identifiziert werden, in denen hHCNI1 und hHCN4 als
heterooligomere Komplexe vorliegen kénnten. Um genauere Aussagen machen zu kdnnen,

sollte die Expression auf zelluldrer Ebene mit Hilfe von Antik6rpern untersucht werden.
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3.2 Herstellung und Charakterisierung von Antikorpern gegen HCN-Kaniile

Bisherige Untersuchungen des Expressionsmusters von HCN-Kanidlen waren auf den
Nachweis von mRNA-Transkripten beschrinkt (Ludwig et al., 1998; Santoro et al., 1998;
Ishii et al., 1999; Ludwig et al., 1999; Moosmang et al., 1999; Seifert et al., 1999; Shi et al.,
1999). Methoden wie z.B. "Northernblots”, "RNase Protection Assays" oder "RT-PCRs"
erlauben jedoch keine Lokalisation auf zelluldrer Ebene. Auch mit in situ-Hybridisierungen
kann man weder iiber die Ko-Expression verschiedener Gene in einer Zelle, noch iiber die
subzelluldre Verteilung der Genprodukte genaue Aussagen machen. Um die Frage kldren zu
konnen, ob verschiedene Typen von HCN-Kanilen in einer Zelle ko-exprimiert werden und
dabei eventuell heterooligomere Komplexe bilden, wurden poly- und monoklonale Antikorper

gegen die verschiedenen HCN-Kanile hergestellt.

3.2.1 Antigene zur Herstellung von Antikérpern gegen HCN-Kaniile

Bisher konnten vier verschiedene Gene fiir HCN-Kanile in verschiedenen Sdugetierspezies
identifiziert werden (Ubersicht: Santoro & Tibbs, 1999; Gauss & Seifert, 2000; Kaupp &
Seifert, 2001). Gegen jeden dieser vier Typen sollten Antikorper hergestellt werden. Dabei
muBten die Antikdrper zwei Bedingungen erfiillen: Erstens sollte ein Antikdrper nur einen
HCN-Kanaltyp erkennen; d.h. ein Antikdrper gegen HCN1 sollte nicht mit HCN2, HCN3
oder HCN4 (und natiirlich auch nicht mit anderen Proteinen) kreuzreagieren. Zweitens sollte
ein Antikdrper einen HCN-Kanaltyp in mehreren Spezies erkennen.

Ein Sequenzvergleich der vier Typen von HCN-Kanilen (sieche Anhang 8.1) ergab, da3 die
beiden Bedingungen nur erfiillt werden kdnnen, wenn die Antikdrper gegen den N- oder C-
Terminus der Kanalproteine gerichtet sind. Die C-Termini der HCN-Kanile sind fiir die
Auswahl der Epitope geeigneter, da sie ldnger sind als die N-Termini. In Abb. 3.3 werden die
C-terminalen Sequenzen der HCN-Kandle aus Maus, Ratte und Mensch miteinander

verglichen.

cNMP-Bindestel] ¢

MHCN1 MMRRAFETVAIDRLDRIGKKNSILLQKFQKDLNTGVFNNQENEILKQIVKHDREMVQAIPPINYPQMTALNCTSSTTTPTSRMRTQSPPVYTATSLSHSN 666
RHCN1 MMRRAFETVAIDRLDRIGKKNSILLQKFQKDLNTGVFNNQENEILKQIVKHDREMVQAIPPINYPQMTALNCTSSTTTPTSRMRTQSPPVYTATSLSHSN 666
HHCN1 MMRRAFETVAIDRLDRIGKKNSILLQKFQKDLNTGVFNNQENEILKQIVKHDREMVQAIAPINY POMTTLNSTSSTTTPTSRMRTQSPPVYTATSLSHSN 677

MHCN2 MMRRAFETVAIDRLDRIGKKNSILLHKVQHDLSSGVFNNQENAIIQEIVKYDREMVQQAELGQRVGLFPPPPPP-QVTSAIATLQOAVAMSFCPQVARPL 718
RHCN2 MMRRAFETVAIDRLDRIGKKNS ILLHKVQHDLSSGVFNNQENAIIQEIVKYDREMVQQAELGQRVGLFPPPPPP-QVTSAIATLQOAVAMSFCPQVARPL 718
HHCN2 MMRRAFETVAIDRLDRIGKKNS ILLHKVQHDLNSGVFNNQENAIIQEIVKYDREMVQQAELGQRVGLFPPPPPPPQVTSAIATLQOAAAMSFCPQVARPL 742

MHCN3 MMRRAFETVAMDRLRRIGKKNSILQRKRSEPSPGS - - - - SGGVMEQHLVQHDRDMARGVRGLAPGTGARLSGKPVLWEPLVHAPLQAAAVTSNVAIALTH 625
RHCN3 MMRRAFETVAMDRLRRIGKKNSILQRKRSEPSPGS - - - SSGGVMEQHLVQHDRDMARGIRGLAPGTGARLSGKPVLWEPLVHAPLQAAAVTSNVAIALTH 626

MHCN4 MMRRAFETVALDRLDRIGKKNSILLHKVQHDLNSGVFNYQENEIIQQIVRHDREMAHCAHRVQAARASATPTPTPVIWTPLIQAPLQAAAATTSVAIALTH 797
RHCN4 MMRRAFETVALDRLDRIGKKNSILLHKVQHDLNSGVFNYQENEIIQQIVRHDREMAHCAHRVQAARASATPTPTPVIWTPLIQAPLQAAAATTSVAIALTH 797
HHCN4 MMRRAFETVALDRLDRIGKKNSILLHKVQHDLNSGVFNYQENEIIQQIVQHDREMAHCAHRVQARASATPTPTPVIWTPLIQAPLQAAAATTSVAIALTH 797
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HPRLPAAIFRPPPGPGLGNLGAGQTPRHPRRLQSLIPSALGSASPASSPSQVDTPSSSSFHIQQLAGFSAPPGLSPLLPSSSSSPPPGACGSPPAPTPST
HPRLPAAIFRPPPGPGLGNLGAGQTPRHPRRLQSLIPSALGSASPASSPSQVDTPSSSSFHIQQLAGFSAPPGLSPLLPSSSSSPPPGACSSPPAPTPST
HPRLPAAIFRPPPGSGLGNLGAGQTPRHLKRLQSLIPSALGSASPASSPSQVDTPSSSSFHIQQLAGFSAPAGLSPLLPSSSSSPPPGACGSPSAPTPSA
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Abb. 3.3: Aminosiuresequenzvergleich der C-Termini aller HCN-Kanaltypen aus Maus, Ratte und
Mensch. Der Sequenzvergleich wurde zunichst mit dem Programm MULTALIN (Corpet, 1988) anhand der
Dayhoff-Matrix durchgefithrt und anschlieBend optimiert. Optimierende Liicken sind durch Bindestriche
markiert. Der letzte Abschnitt der Bindestelle fiir zyklische Nukleotide (¢<(NMP-Bindestelle) ist durch eine Linie
iiber der Sequenz gekennzeichnet. Die Sequenzen der Peptide RTQ (HCN1), QQA (HCN2), TLL (HCN3) und
SHG (HCN4), die zur Herstellung der Antikorper verwendet wurden, sind fett gedruckt. Der Abschnitt aus
rHCN1, der als Fusionsprotein MBP-IHR zur Herstellung von monoklonalen Antikérpern verwendet wurde, ist
kursiv gedruckt. Die Sequenz hHCN3 fehlt, da noch keine vollstindige cDNA-Sequenz bekannt ist.



3 Ergebnisse 59

Zur Herstellung der Antikdrper wurden hauptsidchlich Peptide als Antigene verwendet. Die
Sequenzen der Peptide sind in Abb. 3.3 hervorgehoben. AuBerdem wurde ein MBP-
Fusionsprotein als Antigen verwendet, welches einen Abschnitt des C-Terminus von tHCN1
(Aminosédureposition 775 bis 910) enthilt. Dabei wurde in Kauf genommen, daf die
Aminosduresequenzen fiir diesen Abschnitt zwischen den verschiedenen Spezies nicht
vollkommen identisch sind. Tab. 3.1 gibt eine Ubersicht iiber die verwendeten Antigene,
deren Position im Kanalprotein und die Ahnlichkeit der Aminosiuresequenzen zwischen den

verschiedenen Spezies.

Bezeichnung des Antigens gerichtet gegen Aminosiureposition des Epitops
(Art des Antigens) HCN-Kanal (Identitiit der Aminoséiuresequenzen)

RTQ (Peptid) HCN1 mHCN1 : AS 650 - 685 (100%)
rHCN1 1 AS 650 - 685 (100%)
hHCN1 1 AS 661 - 696 (100%)

MBP-IHR (Fusionsprotein) HCNI1 mHCN1 : AS 776 - 910 (96%)
rHCN1 : AS 775 - 910 (100%)
hHCN1 : AS 755 - 890 (91%)

QQA (Peptid) HCN2 mHCN2 : AS 676 - 710 (94%)
rHCN2 : AS 676 - 710 (94%)
hHCN2 1 AS 699 - 734 (100%)

TLL (Peptid) HCN3 mHCN3 : AS 639 - 674 (100%)
rHCN3 : AS 640 - 675 (100%)
hHCN3 : Partialklon

SHG (Peptid) HCN4 mHCN4 1 AS 1048 - 1083 (100%)
rHCN4 1 AS 1046 - 1081 (100%)
hHCN4 1 AS 1048 - 1083 (100%)

Tab. 3.1: Ubersicht iiber die zur Herstellung von Antikorpern verwendeten Antigene. Angegeben ist die
Bezeichnung und Art des Antigens, der Typ von HCN-Kanal, gegen den die entsprechenden Antikorper
gerichtet sind, die Aminosaureposition des Epitops im Kanalprotein und die Identitat der Aminosauresequenzen
innerhalb der verschiedenen Spezies. Die HCN-Kanile, deren Aminosauresequenz bei der Planung der Peptide
bekannt waren, sind unterstrichen. Das Fusionsprotein MBP-THR beinhaltet einen C-terminalen Abschnitt des
Kanalproteins rtHCN1. Vom hHCN3-Gen ist bislang nur e¢ine genomische Teilsequenz bekannt, welche die
Peptidsequenz TLL nicht beinhaltet; daher kann weder die Aminosdureposition des Peptids, noch die Identitit
der Aminosiduresequenz angegeben werden.

Die als Antigene verwendeten Peptide (s. Tab. 3.1) RTQ (HCN1), QQA (HCN2), TLL
(HCN3) und SHG (HCN4) haben je eine Lidnge von 43 Aminosduren. Jedes Peptid besitzt
N-terminal ein Cystein, um eine Kopplung an ein Trédgerprotein iiber die Thiol-Gruppe der
Aminosdure zu ermdglichen; ein weiteres Cystein ist in den Peptidsequenzen nicht enthalten.

Dem Cystein folgen sechs Aminosiduren (GSSHHH), die als Marker zum immunologischen
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Nachweis der Peptide verwendet werden kdnnen. Bei den restlichen 36 Aminosduren handelt
es sich um spezifische Sequenzen der HCN-Kanile, die in Abb. 3.3 hervorgehoben sind. Die
ersten drei Aminosduren der spezifischen Sequenz dienen jeweils der Bezeichnung der
Antigene.

Die Peptide wurden iiber 3-Maleimidobenzoyl-N-hydroxy-succinimidester (MBS) an das
Triagerprotein KLH gekoppelt (s. 2.16.1.1) und zur Herstellung von monoklonalen
Antikorpern verwendet (3.2.3). Die gekoppelten Peptide RTQ (HCN1) und SHG (HCN4)
wurden auBBerdem zur Herstellung von polyklonalen Antikorpern verwendet (3.2.2). Zum Test
einer anderen Kopplungsmethode wurde das Peptid SHG iiber Glutaraldehyd (GA) an das
Trigerprotein KLH gekoppelt (2.16.1.2) und zur Immunisierung von Kaninchen verwendet

(3.2.2).

Als Alternative zum Peptid RTQ wurde das MBP-Fusionsprotein IHR als Antigen zur
Herstellung von monoklonalen Antikorpern verwendet. Es enthédlt einen C-terminalen
Abschnitt von rHCN1 (Aminosdureposition 775 bis 910). Die Peptidsequenz RTQ ist nicht in
diesem Abschnitt enthalten, so daB3 auf jeden Fall unabhédngige Antikorper produziert werden
konnten. Das Fusionsprotein wurde folgendermaBlen hergestellt: Mit der Primerkombination
#2119/%2120 und dem Klon pB-ROCNCI-1 als Matrizen-DNA wurde eine PCR (2.7)
durchgefiihrt. Der Klon wurde mir freundlicherweise von Dr. W. Bonigk (IBI-1,
Forschungszentrum Jiilich) zur Verfiigung gestellt. Das amplifizierte PCR-Fragment wurde
phosphoryliert (2.5.2.2), mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Xbal geschnitten und in
einen EcoRI/Xbal-geschnittenen pMal ¢2X-Vektor kloniert (2.5.3). Auf diese Weise wurde
das Fragment so an das 3'-Ende des MBP-kodierenden Bereichs kloniert, dal der Leserahmen
erhalten blieb. Das MBP-Fusionsprotein (MBP-IHR) wurde in Bakterien exprimiert (2.2.3.3
und 2.17.1) und durch Amylose-Affinitdtschromatographie aufgereinigt (2.17.2). Das
gereinigte MBP-Fusionproteine wurde zur Herstellung von monoklonalen Antikdrpern

verwendet (3.2.3).

3.2.2 Herstellung, Test und Reinigung von polyklonalen Antikérpern

Zur Herstellung von polyklonalen Antikorpern gegen HCN1 und HCN4 wurden die Peptide

RTQ bzw. SHG als Antigene verwendet (3.2.1). Insgesamt wurden sechs Kaninchen wie

unter 2.17.1 beschrieben immunisiert. Tab. 3.2 zeigt das Schema der Immunisierung:
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Nummer der Kaninchen verwendetes Peptid Kopplung iiber
63
RTQ MBS
"68
13
SHG MBS
76
o4
SHG GA
14

Tab. 3.2: Schema der Immunisierung von Kaninchen zur Herstellung polyklonaler Antikorper.

Um den Verlauf der Immunantwort zu verfolgen, wurde den Tieren in regelméBigen
Abstinden von zwei Wochen Blut entnommen. Die aus dem Blut gewonnenen Seren (2.17.1)
wurden durch Westernblot-Analysen (2.14) auf spezifische Antikorper getestet. Die Tests
erfolgten mit Membranproteinen von transfizierten HEK 293-Zellen. Diese Zellen
exprimierten HCN-Kanalproteine, die C-terminal mit einem Abschnitt aus dem Protein
Héamagglutinin (HA) markiert waren (siche Anhang 8.1). Diese Markierung erméglicht den
immunologischen Nachweis der Proteine durch den Antikorper rat-oHA High Affinity ("rat-
aHA"; Roche). Die polyklonalen Antiseren PPc63K (HCNI1), bzw. PPc64K, PPc73K,
PPc74K und PPc76K (HCN4) erkennen jeweils das gleiche Protein wie der Antikorper rat-
aHA. Die Pridimmunseren der Kaninchen erkennen diese Proteine nicht. Die besten
Antikorper gegen HCNI1, bzw. HCN4 (PPc63K und PPc73K) wurden affinitéts-
chromatographisch aus den Seren der Kaninchen gereinigt (2.17.2) und durch Westernblot-
Analysen (2.14) und immunzytochemische Methoden (2.15) weiter charakterisiert. Die

Charakterisierung der gereinigten Antikorper wird im Abschnitt 3.2.4 beschrieben.

3.2.3 Herstellung und Test von monoklonalen Antikérpern

Die Herstellung von monoklonalen Antikdrpern erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau Dr. E.
Kremmer vom Institut fiir molekulare Immunologie (GSF Miinchen). Als Antigene wurden
die Peptide RTQ, QQA, TLL und SHG (3.2.1), sowie das MBP-Fusionsprotein IHR (3.2.1)
verwendet. Die Immunisierung von Ratten und die Herstellung von Hybridomen erfolgte wie
unter 2.16.3 beschrieben. Die Kulturiiberstinde der daraus resultierenden priméren
Hybridome (im weiteren als Primédrkulturiiberstinde bezeichnet) enthalten Antikorper, die
durch Westernblot-Analysen (2.14) auf ihre Spezifitdt getestet wurden. Die Tests erfolgten

mit Membranproteinen von transfizierten HEK 293-Zellen, die HA-markierte Kanalproteine
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exprimierten (sieche Anhang 8.1). Abb.3.4 zeigt beispielhaft einen Spezifititstest von
Primérkulturiiberstéinden gegen HCN4. Die Antikorper PPc73K (Spur 1) und rat-oHA (Spur
2) detektieren das Kanalprotein hHCN4-HA bei ca. 130 kDa. Vier der getesteten 20 Primaér-
kulturiiberstidnde (Spuren 4-23) erkennen das gleiche Bandenmuster. Es handelt sich dabei um
die Uberstinde SHG-4A8 (Spur 9), SHG-2B12 (Spur 14), SHG-1E7 (Spur 19) und SHG-1E5
(Spur 20).

kDa 1 2 3456 7891044124514,516,718,20,,2254
RN RN AR TR
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Abb, 3.4: Test von Primiirkulturiiberstiinden gegen HCN4 mit Hilfe der Westernblot-Technik. Es wurden
je 3 pg Membranproteine von hHCN4-HA-exprimierenden HEK 293-Zellen mit Hilfe eines 7,5 %igen SDS-
Polyacrylamid-Gels aufgetrennt und auf einer PYDF-Membran immobilisiert. Der immunologische Nachweis
erfolgte durch die zu testenden Primérkulturiiberstdnde. Als Positivkontrollen wurden die Antikorper PPc73K
und rat-oHA (Roche) verwendet. Als Negativkontrolle wurde ein Membranstreifen nur mit dem 2. Antikrper
inkubiert. Links sind die Molekulargewichte des GroBenstandards in kDa angegeben. Spur 1: PPc73K (1:600);
Spur 2: rat-cHA, (1:2.000); Spur 3: Negativkontrolle; Spur 4: SHG-4C11; Spur 5: SHG-4C10; Spur 6: SHG-
4B12; Spur 7: SHG-4B11; Spur 8: SHG-4A9; Spur 9: SHG-4A8; Spur 10: SHG-3E3; Spur 11: SHG-3D11; Spur
12: SHG-3B4; Spur 13: SHG-2C3; Spur 14: SHG-2B12; Spur 15: SHG-2B11; Spur 16: SHG-2A10; Spur 17:
SHG-1HS; Spur 18: SHG-1G5; Spur 19: SHG-1E7; Spur 20: SHG-1ES5; Spur 21: SHG-1C12; Spur 22:
SHG-1C9; Spur 23: SHG-1A1. Alle Primiriiberstdnde wurden in einer 1:40-Verdiinnung eingesetzt.

Auf diese Weise wurden Hybridome identifiziert, deren Primérkulturiiberstinde spezifische
Antikorper gegen einen Typ von HCN-Kanal enthalten. Durch Reklonierung (2.16.3) dieser
Hybridome wurden die Einzelklone gewonnen, deren Uberstinde die eigentlichen
monoklonalen Antikérper enthalten. Zur Vereinfachung werden die Uberstinde dieser
Reinkulturen im weiteren Verlauf als monoklonale Antikorper bezeichnet. In Tab. 3.3 sind
alle produzierten monoklonalen Antikorper aufgelistet. Die genauere Charakterisierung wird
im Abschnitt 3.2.4 beschrieben.
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3.2.4 Charakterisierung der poly- und monoklonalen Antikorper an transfizierten
HEK 293-Zellen

Insgesamt wurden 20 poly- und monoklonale Antikorper gegen HCN-Kanile hergestellt.
Dabei sind fiinf spezifisch fiir HCN1, drei erkennen HCN2, vier sind gegen HCN3 gerichtet
und acht Antikorper sind zum Nachweis von HCN4 geeignet. Tab. 3.3 gibt eine Ubersicht

iber die produzierten Antikorper.

Antikorper verwendetes Antigen hergestellt in Antikorperart
(Ig-Subklasse)
HCN1-Antikorper
PPc63K (gereinigt) Peptid RTQ Kaninchen polyklonal
IHR-2G4 Fusionsprotein IHR Ratte monoklonal (IgM)
IHR-6C10 Fusionsprotein THR Ratte monoklonal (IgG2a)
RTQ-7C3 Peptid RTQ Ratte monoklonal (IgG1)
RTQ-8D12 Peptid RTQ Ratte monoklonal (IgG1)
HCN2-Antikorper
QQA-1A6 Peptid QQA Ratte monoklonal (IgG1)
QQA-3G7 Peptid QQA Ratte monoklonal (IgG1)
QQA-4A6 Peptid QQA Ratte monoklonal (IgG1)
HCN3-Antikorper
TLL-4D9 Peptid TLL Ratte monoklonal (IgM)
TLL-4F6 Peptid TLL Ratte monoklonal (IgG2b)
TLL-6C5 Peptid TLL Ratte monoklonal (IgG1)
TLL-7H7 Peptid TLL Ratte monoklonal (IgG2a)
HCN4-Antikorper
PPc64K Peptid SHG Kaninchen polyklonal
PPc73K (gereinigt) Peptid SHG Kaninchen polyklonal
PPc74K Peptid SHG Kaninchen polyklonal
PPc76K Peptid SHG Kaninchen polyklonal
SHG-1ES Peptid SHG Ratte monoklonal (IgG1)
SHG-1E7 Peptid SHG Ratte monoklonal (IgG1)
SHG-2B12 Peptid SHG Ratte monoklonal (IgG1)
SHG-4A8 Peptid SHG Ratte monoklonal (IgG1)

Tab. 3.3: Ubersicht iiber die produzierten Antikorper gegen HCN-Kaniile. Die Tabelle zeigt, mit welchem
Antigen und in welchem Tier der jeweilige Antikorper hergestellt worden ist. Bei monoklonalen Antikorpern ist
aulerdem noch die Ig-Subklasse angegeben. Die polyklonalen Antikdrper PPc63K und PPc73K wurden
affinitiatschromatographisch aus den Seren der Kaninchen gereinigt und charakterisiert.
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Mit den produzierten Antikorpern sollte die Expression von HCN-Kanélen in der Rattenretina
(3.3), sowie im Ratten- und Mausgehirn (3.4) untersucht werden. Diese Untersuchungen
sollten mit Hilfe der Westernblot-Technik (2.14) und immunhistochemischer Methoden (2.15)
durchgefiihrt werden. Um herauszufinden, ob die Antikorper fiir diese Zwecke geeignet sind,

wurden sie zundchst an transfizierten HEK 293-Zellen charakterisiert.

3.2.4.1 Westernblot-Analysen an transfizierten HEK 293-Zellen

Fir die Westernblot-Analysen wurden HEK 293-Zellen mit den Klonen pcA-rHCNI,
pcA-tHCN2, bzw. pcA-rHCN3 (Abschnitt 8.5) transfiziert (2.9.2). Als Negativkontrolle
wurden HEK 293-Zellen mit pcDNA I Amp bzw. ohne DNA (Mock-Kontrollen) transfiziert.
Bei den Antikorpern gegen HCN4 wurde die stabile Zellinie HEK 293-Flp-hHCN4 (2.9) bzw.
als Negativkontrolle der Wildtyp HEK 293-FIpIn verwendet. Die Membranproteine wurden
prapariert (2.10.1), durch SDS-PAGE (2.13) aufgetrennt und auf PVDF-Membranen
immobilisiert (2.14.1). Der immunologische Nachweis der immobilisierten Membranproteine
erfolgte wie unter 2.14.2 beschrieben. In Abb. 3.5 sind die Westernblot-Analysen der
gereinigten polyklonalen Antikdrper PPc63K und PPc73K, sowie aller monoklonaler
Antikorper gezeigt.

HCNI:

In rHCN1-exprimierenden HEK 293-Zellen erkennen die HCN1-Antikorper ein einzelnes ca.
102 kDa groBes Protein (Abb. 3.5 A), das in Mock-transfizierten HEK 293-Zellen nicht
exprimiert wird. Die GroBe des heterolog exprimierten Proteins ist identisch mit dem aus der
Aminosduresequenz berechneten Molekulargewicht von tHCN1. Werden groBere Mengen an
heterolog exprimierten Membranproteinen fiir die SDS-PAGE eingesetzt, erkennen die
Antikorper auf transfizierten HEK 293-Zellen noch eine zweite Bande knapp iiber der
102 kDa-Bande und eine dritte, diffusere Bande bei ca. 120 kDa (nicht gezeigt). Dabei
handelt es sich wahrscheinlich um glykosylierte Formen des Kanalproteins (siche dazu
Abschnitt 3.3.1).
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Abb. 3.5: Charakterisierung der Antikorper auf heterolog exprimierten Membranproteinen mit Hilfe der
Westernblot-Technik. Die Membranproteine wurden mit Hilfe von 7,5 %igen SDS-Polyacrylamid-Gelen
aufgetrennt und auf PVDF-Membranen immobilisiert. Die eingesetzten Mengen von Membranproteinen und die
verwendeten Antikorper-Verdiinnungen sind unter der jeweiligen Abbildung angegeben. Der immunologische
Nachweis erfolgte durch Antikorper gegen HCN1 (A), HCN2 (B), HCN3 (C) bzw. HCN4 (D). Links sind die
Molekulargewichte der GroBenstandards in kDa angegeben. Mt: Mock-transfizierte Zellen, WT: Wildtyp-Zellen
HEK 293-FlpIn; rH1: pcA-rHCN1-transfizierte Zellen; rH2: pcA-rHCN2-transfizierte Zellen; rH3: pcA-rHCN3-
transfizierte Zellen; hH4: Zellinie HEK 293-Flp-hHCN4.

HCN2:

In HEK 293-Zellen, die mit pcA-rHCN2 transfiziert worden sind, erkennen die HCN2-
Antikorper eine Doppelbande bei 98 kDa und eine diffusere Bande um die 120 kDa (Abb. 3.5
B). Die GroBe der untersten Bande liegt nahe dem errechneten Molekulargewicht von 95 kDa.
Auch hier ist anzunehmen, da3 es sich bei den groeren Proteinen um glykosylierte Formen

von rHCNZ2 handelt (3.3.1). In den Mock-transfizierten Zellen wird keine Bande detektiert.

HCN3:

Die HCN3-Antikorper erkennen in transfizierten HEK 293-Zellen zwei Proteine mit einer
GroBe von 88 kDa und 95 kDa (Abb. 3.5 C). Das kleinere Protein entspricht damit dem
errechnteten Molekulargewicht von tHCN3. In Abschnitt 3.3.1 wird untersucht werden, ob es
sich bei dem 95 kDa-Protein um eine glykosylierte Form des Kanalproteins handelt. Keine

der beiden Banden wird in Mock-transfizierten HEK 293-Zellen detektiert.

HCN4:

In Priparationen von Membranproteinen aus HEK 293-Zellen, die hHCN4 exprimieren,
erkennen die HCN4-Antikorper eine Bande bei 132 kDa und eine diffusere Bande von ca.
160 kDa (Abb. 3.5 D), bei der es sich um den glykosylierten hHCN4-Kanal handeln konnte
(3.3.1). Keine dieser Banden kann in Membranpriparationen von Mock-transfizierten

HEK 293-Zellen bzw. vom Wildtyp HEK 293-FlpIn beobachtet werden.

Um nachzuweisen, dal die Antikorper jeweils nur einen Typ von HCN-Kanal erkennen,
wurden die AntikOrper auch auf Membranproteinen von HEK 293-Zellen getestet, die mit
einem der drei anderen HCN-Kanaltypen transfiziert worden waren. Keiner der AntikOrper
kreuzreagierte dabei mit einem anderen HCN-Kanaltyp.

Alle 17 getesteten AntikOrper sind also zum immunologischen Nachweis von HCN-Kanilen
im Westernblot geeignet. Es ist damit zum ersten Mal gelungen, AntikOrper gegen alle vier
Typen von HCN-Kanidlen herzustellen. Durch Westernblot-Analysen kann nun untersucht

werden, ob sich die nativen HCN-Kaniéle von den heterolog exprimierten Kanalproteinen
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unterscheiden. Durch immunhistochemische Firbungen kann das Expressionsmuster aller vier
HCN-Kanile bis zur subzellulidren Ebene untersucht werden. Diese Untersuchungen kénnen
genauere Hinweise darauf geben, ob HCN-Kanile in vivo als homo- oder heterooligomere

Komplexe vorliegen.

3.2.4.2 Immunzytochemische Analysen an transfizierten HEK 293-Zellen

Um zu iiberpriifen, ob die Antikdrper fiir die Immunhistochemie geeignet sind, wurden sie
zundchst an HEK 293-Zellen getestet. Zu diesem Zweck wurden HEK 293-Zellen mit den
Klonen pcA-rHCN1, pcA-tHCN2, pcA-tHCN3 bzw. pcA-hHCN4 (Abschnitt 8.5) transfiziert
(2.9.2), mit Paraformaldehyd fixiert und die heterolog exprimierten Membranproteine
immunologisch nachgewiesen (2.15.1). Abb. 3.6 zeigt beispielhaft die Firbung von HEK 293-
Zellen mit dem monoklonalen Antikdrper SHG-1ES. Mock-transfizierte Zellen (Abb. 3.6 A)
weisen keine Farbung auf, wihrend ca. 25 % der mit pcA-hHCN4 transfizierten Zellen
(Abb. 3.6 B) stark angefirbt werden.

==t -

Mt

Abb, 3.6: Immunzytochemische Fiirbung von HEK 293-Zellen mit dem Antikorper SHG-1ES, HEK 293-
Zellen wurden ohne DNA (Mock-Kontrolle; A) bzw. mit pcA-hHCN4 (B) transfiziert. Der Antikorper SHG-1ES
wurde jeweils in einer Verdiinnung von 1:5 eingesetzt. Der Balken in B entspricht 50 pm.

Tab. 3.4 falt die Ergebnisse der immunzytochemischen Analysen aller 17 getesteter
Antikdrper zusammen. Mit Ausnahme des polyklonalen Antikorpers PPc63K (HCNI1) und
des monoklonalen Antikorpers TLL-4F6 (HCN3) sind alle getesteten AntikOrper fiir die
Immunzytochemie geeignet. PPc63K fiarbt in einer Verdiinnung von 1:10 sowohl
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pcA-rHCNI1-, als auch Mock-transfizierte HEK 293-Zellen an. Die unspezifische Féarbung
wird zwar bei hoheren Verdiinnungen schwicher, allerdings liegt auch unter diesen
Bedingungen die spezifische Firbung nicht deutlich tiber der Hintergrundfirbung. Die
Farbungen mit TLL-4F6 sind ebenfalls so schwach, da man keine rHCN3-transfizierten
HEK 293-Zellen identifizieren kann. Bei diesem Antikorper liegt das Problem wahrscheinlich
darin, daB es keine geeigneten sekundidren AntikOrper gibt, welche die Ig-Subklasse von

TLL-4F6 (I1gG2b; Tab. 3.3) gut erkennen.

Antikorper | Verdiinnung | spezifische Anmerkungen
Féirbung
HCN1-Antikorper (getestet auf pcA-rHCN1-transfizierten Zellen)
PPc63K 1:10 nein farbt auch Mock-transfizierte Zellen
THR-2G4 1:50 ja
THR-6C10 1:10 ja
RTQ-7C3 1:100 ja
RTQ-8D12 1:5 ja
HCN2-Antikorper (getestet auf pcA-rHCN2-transfizierten Zellen)
QQA-1A6 1:5 ja
QQA-3G7 1:5 ja
QQA-4A6 1:5 ja
HCN3-Antikorper (getestet auf pcA-rHCN3-transfizierten Zellen)
TLL-4D9 1:5 ja
TLL-4F6 1:5 nein farbt weder transfizierte, noch Mock-transfizierte Zellen
TLL-6CS 1:5 ja
TLL-7H7 1:5 ja
HCN4-Antikorper (getestet auf pcA-hHCN4-transfizierten Zellen)
PPc73K 1:400 ja
SHG-1ES 1:5 ja
SHG-1E7 1:5 ja
SHG-2B12 1:5 ja
SHG-4A8 1:5 ja

Tab. 3.4: Charakterisierung der Antikorper mit Hilfe von transfizierten HEK 293-Zellen durch
immunzytochemische Firbungen. Die Tabelle gibt an, in welcher Verdiinnung die Antikorper fiir
Zellfarbungen eingesetzt wurden, und ob eine spezifische Zellfarbung beobachtet werden konnte.
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3.3 Charakterisierung der HCN-Kanéile in der Rattenretina

Elektrophysiologische Messungen von HCN-Stromen und Untersuchungen zur Expression
der HCN-Kanalgene ergaben, daB HCN-Kandle im Zentralnervensystem (ZNS) der
Sdugetiere weit verbreitet sind (Ubersicht: Pape, 1996; Santoro & Tibbs, 1999; Gauss &
Seifert, 2000; Kaupp & Seifert, 2001). Die Retina entsteht in der Embryonalentwicklung als
Ausstiilpung des Zwischenhirns und ist somit ein Teil des ZNS. Es handelt sich dabei um ein
ca. 200 um dickes Nervengewebe, das den Augenhintergrund auskleidet. Die Retina ist fiir
immunhistochemische Untersuchungen sehr gut geeignet, da sie anatomisch klar geschichtet
ist und sich die verschiedenen Zelltypen gut identifizieren lassen. Elektrophysiologische
Untersuchungen (Karschin & Wissle, 1990) deuten darauf hin, dal HCN-Kanalproteine auch

in der Rattenretina vorkommen.

3.3.1 Westernblot-Analysen mit Membranproteinen der Rattenretina

Mit Hilfe der Westernblot-Technik wurde untersucht, welche HCN-Kanaltypen in der
Rattenretina exprimiert werden, und welche Modifikationen die Kanalproteine eventuell
erfahren. Dafiir wurden Membranproteine isoliert (2.10), durch Gelelektrophorese aufgetrennt
(2.13) und auf PVDF-Membranen immobilisiert (2.14.1). Der immunologische Nachweis
erfolgte mit spezifischen AntikOrpern gegen den jeweiligen HCN-Kanaltyp. Zur Kontrolle
wurden die in der Rattenretina detektierten Proteine mit den HCN-Kanalproteinen aus
transfizierten HEK 293-Zellen verglichen.

Da aufgrund der bisherigen Westernblot-Experimente (Abschnitt 3.2.4.1) bereits vermutet
wurde, daB die HCN-Kanidle glykosyliert sein konnten, wurden Membranproteine
deglykosyliert (2.12.2). Es wurde jeweils eine unbehandelte und eine deglykosylierte Probe
nebeneinander aufgetragen. Abb. 3.7 zeigt die Westernblot-Analysen mit Membranproteinen

von transfizierten HEK 293-Zellen und der Rattenretina.
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Abb. 3.7: Westernblot-Analysen der HCN-Kaniile in transfizierten HEK 293-Zellen und der Rattenretina,
Die Membranproteine wurden mit Hilfe von 7,5 %igen SDS-Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt und auf PVDF-
Membranen immobilisiert. Die nicht-deglykosylierten Proben wurden in den gleichen Puffern aufgenommen und
behandelt wie die deglykosylierten Proben; anstatt des Enzyms PNGase F wurde jedoch H,O zugegeben. A)
HCNI: Aufgetragen waren 0,75 ug Membranproteine aus transfizierten HEK 293-Zellen (Spuren 1 und 2), bzw.
50 pg Membranproteine aus der Rattenretina (Spuren 3 und 4). In den Spuren 1 und 3 waren die unbehandelten,
in den Spuren 2 und 4 die deglykosylierten Proben aufgetragen. Der Antikdrper RTQ-7C3 wurde in einer 1:250-
Verdiinnung eingesetzt. B) HCN2: Aufgetragen waren 2 pg Membranproteine aus transfizierten HEK 293-
Zellen (Spuren 1 und 2), bzw. 50 pug Membranproteine aus der Rattenretina (Spuren 3 bis 5). In den Spuren 1
und 3 waren die unbehandelten, in den Spuren 2, 4 und 5 die deglykosylierten Proben aufgetragen. Der
Antikbrper QQA-3G7 wurde in einer 1:10-Verdiinnung eingesetzt. Spur 5 wurde zum Nachweis der
Kreuzreaktivitdt des 2. Antikdrpers ohne den 1. Antikdrper inkubiert. C) HCN3: Aufgetragen waren 2 ug
Membranproteine aus transfizierten HEK 293-Zellen (Spuren 1 und 2), bzw. 120 ng Membranproteine aus der
Rattenretina (Spuren 3 und 4). In den Spuren 1 und 3 waren die unbehandelten, in den Spuren 2 und 4 die
deglykosylierten Proben aufgetragen. Der Antikrper TLL-6CS5 wurde in einer 1:5-Verdiinnung eingesetzt. D)
HCN4: Aufgetragen waren 3 pg Membranproteine aus transfizierten HEK 293-Zellen (Spuren 1 und 2), bzw.
50 pg Membranproteine aus der Rattenretina (Spur 3). In den Spuren 1 und 3 waren die unbehandelten, in der
Spur 2 die deglykosylierten Proben aufgetragen. Der Antikbrper SHG-1ES wurde in einer 1:5-Verdiinnung
eingesetzt.
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HCNI:

Der Antikorper RTQ-7C3 erkennt in pcA-rHCN1-transfizierten HEK 293-Zellen ein einziges
Protein bei 102 kDa, dessen GroBe sich durch Deglykosylierung nicht dndert (Abb. 3.7 A,
Spuren 1 und 2). Allerdings ist das Signal in der deglykosylierten Probe stirker, als in der
unbehandelten Probe. Wird eine groere Menge an unbehandelten Membranproteinen auf das
SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen, werden zusitzlich eine zweite Bande knapp iiber der
102 kDa-Bande und eine dritte, diffusere Bande bei ca. 120 kDa detektiert (nicht gezeigt).
Diese beiden Banden konnen durch Behandlung mit der Deglykosidase PNGase F in die
102 kDa-Bande tiberfiithrt werden. Das Kanalprotein tHCNI1 liegt in HEK 293-Zellen also in
einem geringen Umfang auch in glykosylierter Form vor. In einer Priparation von
Membranproteinen der Rattenretina erkennt RTQ-7C3 ein Protein mit einer Gréfe von ca.
110 kDa (Abb. 3.7 A, Spur 3). Durch Deglykosylierung verringert sich dessen Groe auf
102 kDa (Spur 4), was mit dem deglykosylierten rtHCN1-Protein aus transfizierten HEK 293-

Zellen iibereinstimmt.

HCN2:

In Préparationen von Membranproteinen aus HEK 293-Zellen, die tHCN2 exprimieren,
erkennt der Antikdrper QQA-3G7 eine Doppelbande bei 98 kDa und eine diffusere Bande um
die 120 kDa (Abb. 3.7 B, Spur 1). Werden die heterolog exprimierten Membranproteine
deglykosyliert, detektiert der AntikOrper nur noch eine einzelne Bande bei 98 kDa (Spur 2).
Auch in unbehandelten Membranpriparationen der Rattenretina werden eine Doppelbande
und eine diffuse Bande erkannt (Spur 3). Die Doppelbande entspricht in ihrer GroBe
derjenigen aus transfizierten HEK 293-Zellen, wihrend die diffuse Bande mit ca. 108 kDa
etwas kleiner als die entsprechende Bande in HEK 293-Zellen ist. Dieser Groenunterschied
zwischen HEK 293-Zellen und nativem Gewebe beruht wahrscheinlich auf unterschiedlichen
Zusammensetzungen der Zuckerketten. Nach Deglykosylierung der Membranproteine erkennt
QQA-3G7 auch in der Rattenretina nur noch eine einzelne Bande bei 98 kDa (Spur 4). In Spur
4 ist zusitzlich eine Bande bei 120 kDa zu sehen. Diese Bande ist auch in Spur 5 zu erkennen,
in der die gleiche Probe nur mit dem sekundiren Antikorper inkubiert wurde. Es handelt sich
also bei der 120 kDa-Bande um eine Kreuzreaktion des sekundiren Antikorpers. Diese Bande
ist nicht identisch mit der 120 kDa-Bande in Spur 1, die nur vom primédren Antikdrper in einer

unbehandelten Probe erkannt wird.
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HCN3:

Der Antikorper TLL-6CS erkennt in rHCN3-exprimierenden HEK 293-Zellen zwei Proteine
mit GroBen von 88 kDa und 92 kDa (Abb. 3.7 C, Spur 1). Das hohere Molekulargewicht 148t
sich in diesem Fall nicht mit einer Glykosylierung erkldren, da eine Behandlung mit
PNGase F lediglich einen GroBenverlust beider Proteine, nicht aber eine generelle Anderung
des Bandenmusters bewirkt (Spur 2). Auch eine Dephosphorylierung der Membranproteine
dndert das Bandenmuster nicht (nicht gezeigt). Auf welche Weise das rHCN3-Kanalprotein in
HEK 293-Zellen stattdessen modifiziert ist, mufl in zukiinftigen Experimenten gekldrt
werden. Eindeutiger ist dagegen die Situation in der Rattenretina: In einer unbehandelten
Membranfraktion wird ein Protein mit einer Groe von 90 kDa detektiert (Spur 3). Durch
Deglykosylierung verringert sich die Groe auf 86 kDa (Spur 4), was dem kleineren Protein
in transfizierten HEK 293-Zellen entspricht und mit dem errechneten Molekulargewicht von

rHCN3 iibereinstimmt.

HCN4:

Der Antikdrper SHG-1ES erkennt in HEK 293-Zellen, die hHCN4 exprimieren, zwei Proteine
mit GroBen von 132 kDa und 162 kDa (Abb. 3.7 D, Spur 1). Die untere der beiden Banden
entspricht mit ihren 132 kDa ungefihr dem anhand der Aminosduresequenz errechneten
Molekulargewicht von hHCN4 (129 kDa). Die 162 kDa-Bande 14Bt sich in einer
deglykosylierten Membranfraktion nicht mehr nachweisen, wihrend gleichzeitig die
Signalstirke der kleineren Bande zunimmt (Spur 2). In der Rattenretina erkennt SHG-1ES
ebenfalls ein Protein von ca. 130 kDa (Spur 3). Wird eine groBere Menge an Membranprotein
zur Westernblot-Analyse eingesetzt, wird noch eine zweite Bande bei ca. 135 kDa sichtbar.
Diese Bande verschwindet, wenn die Probe vorher mit PNGase F behandelt wurde. Eine
deglykosylierte Probe ist in der Abbildung nicht gezeigt, da sich die Signalstirke der
130 kDa-Bande nicht deutlich &dndert, dafiir aber der Hintergrund durch den sekundiren

Antikorper bei hoheren Proteinmengen zunimmit.

Neben den vier oben beschriebenen AntikOrpern wurden auch die anderen in Tab. 3.3
aufgefithrten AntikOrper mit Membranproteinen der Rattenretina getestet. Die Ergebnisse

dieser Westernblot-Analysen sind in Abschnitt 8.2 im Anhang zusammengefalt.
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Mit Hilfe der vorliegenden Westernblot-Analysen konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dafl
alle vier HCN-Kanalgene in der Rattenretina exprimiert werden. Dies wurde durch PCR-
Experimente mit ¢cDNA aus der Rattenretina bestitigt (Dr. W. Bonigk, personliche
Mitteilung). Die Kanalproteine tHCN1, rHCN2 und rHCN3 liegen in nativem Gewebe in
einer glykosylierten Form vor. Auch das Kanalprotein tHCN4 scheint in einem geringen
MaBe glykosyliert zu sein. Zwischen dem nativen Gewebe (Rattenretina) und dem
heterologen Expressionssystem (HEK 293-Zellen) bestehen allerdings Unterschiede im
Glykosylierungsmuster. Dieses Ergebnis 148t vermuten, daB die Kanalproteine auch in
verschiedenen Geweben unterschiedlich glykosyliert sein konnten. Es gibt keine Hinweise
darauf, daf die Kanalproteine in der Rattenretina auller Glykosylierung noch andere
posttranslationale Modifikationen, wie Dbeispielsweise Phosphorylierungen, erfahren.
Ebensowenig konnten Spleivarianten mit anderen Molekulargewichten nachgewiesen
werden. In transfizierten HEK 293-Zellen dagegen ist das Kanalprotein tHCN3 noch
zusidtzlich modifiziert. Die Art der Modifizierung konnte bislang nicht geklirt werden.

Nachdem mit Hilfe der Westernblot-Analysen gezeigt wurde, in welcher Form die
Kanalproteine in der Rattenretina vorliegen, sollte nun untersucht werden, ob die vier HCN-
Kanaltypen heterooligomere Komplexe bilden konnen. Der nachfolgende Abschnitt
beschiftigt sich daher mit der zelluldren und subzelluldren Lokalisation der HCN-Kandle in

der Rattenretina.

3.3.2 Lokalisation der HCN-Kaniile in der Rattenretina

Das Expressionsmuster der HCN-Kandle in der Rattenretina wurde mit Hilfe
immunhistochemischer Methoden (2.15) untersucht. Die Gewebeschnitte und die
immunhistochemischen Firbungen wurden freundlicherweise von Dr. F. Miiller (IBI-1,
Forschungszentrum Jiilich) angefertigt.

Die Lokalisation von HCNI erfolgte in erster Linie mit dem Antikdrper RTQ-7C3. Die
Ergebnisse wurden durch Fiarbungen mit den Antikérpern IHR-2G4 und PPc63K bestitigt
(nicht gezeigt). Im Vergleich zu RTQ-7C3 und PPc63K fiarbte IHR-2G4 allerdings noch
weitere Strukturen an, was wahrscheinlich auf eine Kreuzreaktion dieses Antikdrpers mit
anderen Proteinen in der Rattenretina zurlickzufiihren ist (sieche auch Abschnitt 8.2). PPc63K
war nur eingeschriankt brauchbar, da die Farbungen sehr schwach waren und sich kaum vom

Hintergrund abhoben. Die Lokalisation von HCN2 geschah mit Hilfe der Antikorper
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QQA-4A6 und QQA-3G7. Beide Antikorper firbten identische Strukturen. Die Lokalisation
von HCN3 wurde mit Hilfe des Antikorpers TLL-6CS untersucht. Die Ergebnisse konnten mit
dem Antikorper TLL-7H7 bestitigt werden. Die Firbungen fiir HCN4 wurden mit den
Antikorpern SHG-1ES und PPc73K durchgefiihrt, welche identische Ergebnisse lieferten. Ein
generelles Problem waren die Kreuzreaktionen der sekundiren Anti-Ratte-Antikorper, die
zum Nachweis der monoklonalen Antikorper verwendet wurden; hdufig kam es dabei zu einer

unspezifischen Anfidrbung von BlutgefidBen (Bg; Abb. 3.8 B und D).

Die Abb. 3.8 zeigt Vertikalschnitte durch die Rattenretina. A) zeigt zur Ubersicht die
verschiedenen Schichten der Rattenretina. Die Schnitte in B) bis E) wurden mit den
Antikorpern RTQ-7C3 (B; HCN1), QQA-4A6 (C; HCN2), TLL-6C5 (D; HCN3) bzw.
PPc73K (E; HCN4) geférbt. Jeder dieser Antikdrper markiert mehrere Zelltypen. Dadurch
wird das Ergebnis der Westernblot-Analysen bestitigt, dall alle vier Kanaltypen in der
Rattenretina exprimiert werden (3.3.1). Die &duBlere Retina, die die Zellkorper der
Photorezeptoren in der duBeren nukledren Schicht (ONL) und deren Innen- (IS) und
AuBensegmente (OS) umfallt, werden von den HCN-Antikorpern nur schwach bzw. gar nicht
gefirbt. Stirkere Farbungen lassen sich in der inneren Retina nachweisen. Die innere Retina
umfaBt die Zellkorper von Bipolar-, Horizontal- und Amakrinzellen in der inneren nukledren
Schicht (INL), die Zellkorper und Axone von Ganglienzellen in der Ganglienzellschicht
(GCL) und der Nervenfaserschicht (NFL), sowie die synaptischen Bereiche der verschiedenen
Zelltypen in der duBeren plexiformen Schicht (OPL) bzw. inneren plexiformen Schicht (IPL).
In Abschnitt 3.3.2.1 wird zunichst die Expression der HCN-Kanile in der dufleren Retina
beschrieben, wihrend in 3.3.2.2 die Verteilung der HCN-Kandle in der inneren Retina

genauer untersucht wird.
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Abb. 3.8: Lokalisation aller vier Typen von HCN-Kaniilen in der Rattenretina. Abbildungsteil A zeigt die
verschiedenen Schichten der Rattenretina aufgenommen mit einer Nomarski Optik. In B bis E sind
immunhistochemische Firbungen von Vertikalschnitten durch die Rattenretina dargestellt. B) Firbungen mit
RTQ-7C3 (HCN1) in einer 1:300-Verd.; C) Firbungen mit QQA-4A6 (HCN2) in einer 1:5-Verd.; D) Firbungen
mit TLL-6C5 (HCN3) in einer 1:5-Verd.; E): Firbungen mit PP¢73K (HCN4) in einer 1:400-Verd.. Blutgefile,
die unspezifisch durch den sekundiren Antikdrper angefirbt wurden, sind in B und D gekennzeichnet (Bg). Der
Balken in E entspricht 50 pm. OS: AuBensegmente, 1S: Innensegmente, ONL: duBere nukledire Schicht, OPL:
duflere plexiforme Schicht, INL: innere nukledre Schicht, IPL: innere plexiforme Schicht, GCL:
Ganglienzellschicht, NFL: Nervenfaserschicht.

3.3.2.1 Lokalisation der HCN-Kaniile in der duBeren Rattenretina

Elektrophysiologische Untersuchungen ergaben, daB HCN-Kanile in den Photorezeptoren des
Tigersalamanders einer starken Hyperpolarisation der Zellmembran entgegenwirken (Fain et
al., 1978; Bader et al., 1979; Attwell & Wilson, 1980; Bader et al., 1982). Es wurde daher

vermutet, daB3 auch in den Photorezeptoren der Rattenretina HCN-Kanile exprimiert werden.
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Die duBere Retina umfaBt die ZellkGrper der Photorezeptoren in der duBeren nukledren
Schicht (ONL), sowie deren Innen- (IS) und AuBensegmente (OS).

In Abb. 3.8 ist keine eindeutige Fiarbung von Photorezeptoren zu sehen. Daher zeigt Abb. 3.9
in einer Ausschnittsvergrofierung die Firbung der duBeren Retina durch den Antikorper
QQA-4A6. Die kurzen Pfeile markieren die gefarbten Zellkérper von Zapfen in der ONL.
Zapfen exprimieren demnach HCN2. Auch mit Antikdrpern gegen HCN1 und HCN3 konnen
in einigen Fillen die Zellk6rper von Zapfen angeférbt werden. Diese Firbungen sind jedoch
nur schwach und sehr unregelmiBig. Es konnte sich daher auch nur um unspezifische
Farbungen handeln.

Durch alle HCN2-spezifischen Antikorper wird auch die duBere begrenzende Membran
gefirbt (Abb. 3.9, langer Pfeil), die von den EndfiiBen der sogenannten Miillerzellen gebildet
wird. Bislang wurde in der Literatur kein Vorkommen von lonenkandlen in dieser Schicht
beschrieben. Es stellt sich daher die Frage, ob es sich tatsichlich um eine HCN2-spezifische
Fiarbung oder um eine unspezifische Kreuzreaktion der Antikorper handelt. Allerdings
lieferten die Ergebnisse der Westernblot-Analysen (Abb. 3.7; Abschnitt 8.2) keine Hinweise

auf Kreuzreaktionen.

Abb. 3.9: Lokalisation von HCN2 in Zapfen. Dargestellt ist eine immunhistochemische Farbung der dufleren
Rattenretina mit dem Antiktrper QQA-4A6 (1:5-Verd.). Die angefiirbten Zellkorper von Zapfen sind mit kurzen
Pfeilen markiert. Der lange Pfeil zeigt auf die angefirbte duliere begrenzende Membran. Der Balken entspricht
20 pm,

In den Stibchen der Rattenretina konnte bislang durch immunhistochemische Methoden nicht
eindeutig geklirt werden, welcher HCN-Kanaltyp exprimiert wird. In einigen wenigen Fillen
werden die Zellkorper durch den Antikorper RTQ-7C3 angefirbt. Diese Firbungen liegen
allerdings nur knapp iiber dem Hintergrund, weshalb nicht sicher ist, ob es sich um
spezifische Firbungen handelt. Solche schwachen Firbungen der Stibchen lassen sich z.T.

auch mit Antikérpern gegen HCN2 und HCN4 beobachten. In elektrophysiologischen
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Untersuchungen kann ein HCN-Strom gemessen werden, der dem aus rHCNI-
exprimierenden HEK 293-Zellen dhnelt (E. Ivanova, personliche Mitteilung). Stdbchen der
Mausretina sind in immunhistochemischen Fiarbungen eindeutig HCN1-positiv (Dr. F. Miiller,
personliche Mitteilung).

Im Gegensatz zu den Zellkorpern werden die Innen- und AuBensegmente der Photorezeptoren

(Stdbchen und Zapfen) durch keinen der Antikorper gegen HCN-Kanile gefirbt.

3.3.2.2 Lokalisation der HCN-Kanile in der inneren Rattenretina

In der inneren Retina konnen vier Hauptklassen von Nervenzellen unterschieden werden, die
eine Vielzahl funktioneller Untertypen aufweisen. Zur besseren Ubersicht sind die
nachfolgenden Ergebnisse nicht nach Zelltypen, sondern anhand der vier HCN-Kanaltypen
gegliedert. Vor jedem Abschnitt ist nochmals der entsprechende Abbildungsteil aus Abb. 3.8
dargestellt. Prominente Zellstrukturen sind durch Pfeile hervorgehoben. Da sich die
Expressionsmuster von HCN1 und HCN4 sehr dhnlich, werden diese beiden Gene direkt
nacheinander besprochen. Die Untersuchungen zur Lokalisation von HCN2 und HCN3
schlieBen sich daran an.

Das Hauptaugenmerk der vorliegenden Arbeit galt der Expression der HCN-Kanéle in den
verschiedenen Typen von Bipolarzellen. Karschin & Wissle (1990) beschreiben HCN-Strome
in isolierten Stdbchenbipolarzellen der Rattenretina. Es war daher zu erwarten, dal in
Bipolarzellen HCN-Kanalproteine immunologisch nachgewiesen werden konnen. In der
Rattenretina wurden zehn verschiedene Typen von Bipolarzellen klassifiziert (Euler &
Wiissle, 1995). Die Typen konnen anhand der Verzweigung und der Lage der Axone in der
IPL voneinander unterschieden werden. Um die nachfolgenden Ergebnisse besser iiberblicken
zu konnen, zeigt Abb. 3.10 das Klassifizierungsmodell der Rattenbipolarzellen nach Euler et
al. (1996). Zusitzlich lassen sich die Bipolarzellen in OFF-Zapfenbipolarzellen (Typ 1 bis 5),
ON-Zapfenbipolarzellen (Typ 6 bis 9) und ON-Stédbchenbipolarzellen unterteilen. Einige der

Bipolarzellen lassen sich durch immunologische Marker eindeutig identifizieren.
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Abb. 3.10: Klassifizierung der Bipolarzellen in der Rattenretina. Dargestellt sind die neun verschiedenen
Typen von Zapfenbipolarzellen (ZB) und die Stibchenbipolarzelle (SB). Die Bipolarzellen lassen sich anhand
der Lage ihrer Axone in der IPL identifizieren. Die Dendriten von cholinergen Amakrinzellen bilden in der IPL
eine "OFF-cholinerge” und eine "ON-cholinerge” Bande (gestrichelte Linien). Die Grenzen zwischen den
verschiedenen Schichten der Retina (OPL: duBiere plexiforme Schicht, INL: innere nukledre Schicht, IPL: innere
plexiforme Schicht, GCL: Ganglienzellschicht) sind durch durchgezogene Linien markiert. Der Balken
entspricht 60 pm. Die Abbildung wurde veriindert nach Euler et al., 1996.

Expressionsmuster von HCN1:

Abb. 3.11: Lokalisation von HCN1 in der Rattenretina. Dargestellt ist die immunhistochemische Firbung
eines Vertikalschnitts der Rattenretina durch den Antikérper RTQ-7C3 (1:300-Verd.). Die gefirbten Zellkbrper
von Typ 5-Zapfenbipolarzellen (lange Pfeile) und Amakrinzellen (kurze Pfeile) sind markiert. Die Pfeilspitzen
weisen auf Axonterminalsysteme, die eventuell zu den gefiirbten Amakrinzellen gehéren. Der Balken entspricht
50 pum.

Mit den Antikérpern gegen HCN1 werden in der INL zahlreiche Zellkdrper geférbt
(Abb. 3.11; entspricht Abb 3.8 B). Bei einigen dieser Zellkorper (lange Pfeile) handelt es sich
um Bipolarzellen. Die HCN1-positiven Bipolarzellen stratifizieren in der Mitte der IPL,
weshalb es sich um Zapfenbipolarzellen vom Typ 5 oder 6 handeln kdnnte. Um den Typ von

Bipolarzelle genauer zu identifizieren, wurde eine Doppelfarbung mit RTQ-7C3 und einem
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Antikorper gegen die Cholin-Acetyltransferase (Chat) durchgefiihrt. Dieser Antikorper féarbt
cholinerge Amakrinzellen, die mit ihren Dendriten zwei Banden bilden, welche die IPL in
drei Regionen unterteilen (Abb. 3.10): Die "OFF-cholinerge” Bande befindet sich nahe der
INL, wohingegen die "ON-cholinerge" Bande knapp unterhalb der Mitte der IPL verlduft.
Typ 5-Zapfenbipolarzellen stratifizieren oberhalb der "ON-cholinergen” Bande, wihrend die
Synapsen von Typ 6-Zapfenbipolarzellen unterhalb liegen. Abb. 3.12 zeigt, daB HCNI-
positive Synapsen (rot) vor allem oberhalb der "ON-cholinergen” Bande (griin) liegen. Daraus

folgt, daB HCNI in Typ 5-Zapfenbipolarzellen exprimiert wird.

Abb. 3.12: Identifizierung der HCN1-positiven Zapfenbipolarzellen. Dargestellt ist der konfokale optische
Schnitt (Schnittdicke < 1 pm) einer immunhistochemischen Doppelfarbung. A) HCNI1-Firbung durch den
Antikdrper RTQ-7C3 (rot; 1:300-Verd.). B) Cholin-Acetyltransferase-Firbung durch den Antikérper Chat (griin;
1:100-Verd.). C) Uberlagerung der beiden Fiarbungen. Der Balken entspricht 20 pm.

Abgesehen von den recht breit geficherten Axonen der oben beschriebenen Zapfen-
bipolarzellen sind in Abb. 3.11 zusitzlich noch mehrere diinne Banden, beispielsweise in der
OFF-Sublamina der IPL (Pfeilspitzen), gefdrbt. Die Urspriinge dieser Fortsitze sind nicht
eindeutig zu identifizieren. Da die Axonterminalsysteme der OFF-Zapfenbipolarzellen aber in
der Regel dicker sind (Euler & Wissle, 1995), konnte es sich um angefirbte Fortsidtze von
Amakrinzellen handeln. In der Tat werden auch Zellkdrper von Amakrinzellen an der Grenze
zwischen INL und IPL gefirbt (kurze Pfeile). In der GCL wird eine starke Firbung von
Zellkorpern beobachtet, bei denen es sich wahrscheinlich um Ganglienzellen handelt, da auch

in der darunterliegenden Nervenfaserschicht mehrere Axonbiindel gefirbt werden.
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Expressionsmuster von HCN4:

Abb. 3.13: Lokalisation von HCN4 in der Rattenretina. Dargestellt ist die immunhistochemische Firbung
eines Vertikalschnitts der Rattenretina durch den Antiktrper PP¢73K (1:400-Verd.). Die gefiirbten Axone von
Typ 3-Zapfenbipolarzellen (lange Pfeile) und Typ S5-Zapfenbipolarzellen (kurze Pfeile) sind markiert. Der
Balken entspricht 50 pm.,

Zwei Typen von Bipolarzellen werden in der INL markiert, deren Axone in zwei
verschiedene Schichten der IPL projizieren (Abb. 3.13; entspricht Abb. 3.8 E). Die stdrker
gefdrbten Axone (lange Pfeile) enden in der OFF-Sublamina nahe der INL. In einer stirkeren
VergroBerung (Abb. 3.14) wird eine charakteristische Gabelung dieser Axone deutlich,
weshalb diese Zellen eindeutig als OFF-Zapfenbipolarzellen vom Typ 3 identifiziert werden
konnen (Euler & Wissle, 1995).

Abb. 3.14: Identifizierung von HCN4-positiven Zapfenbipolarzellen. Dargestellt ist die immun-
histochemische Firbung der IPL mit dem AntikGrper PPc73K (1:400-Verd.). Die Pfeile markieren die
charakieristischen Gabelungen der Axone von Typ 3-Zapfenbipolarzellen. Der Balken entspricht 20 pm,
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Die in Abb. 3.13 schwiicher gefirbten Axone (kurze Pfeile) stratifizieren in der Mitte der IPL,
dhnlich den HCN1-positiven Typ 5-Zapfenbipolarzellen. Es bestand daher die Mdglichkeit,
daB HCNI1 und HCN4 in demselben Zelltyp ko-exprimiert vorliegen. Dies wurde durch
Doppelfirbung von Schnitten mit den Antikorpern RTQ-7C3 (HCN1) und PPc73K (HCN4)
untersucht. Abb. 3.15 A zeigt einen konfokalen optischen Schnitt durch die IPL. Sowohl
HCNI1-positive (rot), als auch HCN4-positive (griin) Zellfortsdtze bilden zwei Banden. Die
beiden oberen Banden sind nicht deckungsgleich, was bedeutet, dab HCN1 und HCN4 in
zwei verschiedenen Zelltypen exprimiert werden. Im Gegensatz dazu, sind in der Mitte der
IPL HCNI-positive Zellfortsitze zu erkennen, welche die gleiche Form haben wie HCN4-
positive Strukturen (Pfeile). In der Uberlagerung der beiden Bilder sieht man eine deutliche
Gelbfirbung dieser Strukturen. In Abb. 3.12 konnte fiir HCN1 gezeigt werden, daB es sich
dabei um Typ 5-Zapfenbipolarzellen handelt. Somit sind HCNI und HCN4 in den

Axonterminalsystemen von Typ 5-Zapfenbipolarzellen ko-lokalisiert.

Abb. 3.15 Ko-Lokalisation von HCN1 und HCN4 in der inneren Rattenretina. Dargestellt sind die
konfokalen optischen Schnitte (Schnittdicke < 1 pm) von immunhistochemischen Doppelfarbungen durch die
Antikorper RTQ-7C3 (1:300-Verd.) und PPc73K (1:400-Verd.). Die Pfeile markieren Strukturen, die sowohl
HCN1-positiv (rot), als auch HCN4-positiv (grin) sind und in der Uberlagerung gelb erscheinen. A)
Ko-Lokalisation von HCN1 und HCN4 in den Axonterminalsystemen von Typ 5-Zapfenbipolarzelien. B)
Ko-Lokalisation von HCN1 und HCN4 in einer Ganglienzelle. Die Balken entsprechen 10 pm.
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In anderen Experimenten (nicht gezeigt) konnten neben den Axonen auch die Zellkdrper von
Typ 5-Zapfenbipolarzellen doppelgefarbt werden. Zusitzlich konnte eine Ko-Lokalisation
von HCN1 und HCN4 in den Zellkérpern einiger Ganglienzellen nachgewiesen werden
(Abb. 3.15 B).

Expressionsmuster von HCN2:

Abb. 3.16: Lokalisation von HCN2 in der Rattenretina. Dargestellt ist die immunhistochemische Firbung
eines Vertikalschnitts der Rattenretina durch den Antiktrper QQA-4A6 (1:5-Verd.). Die Axonterminalsysteme
von Bipolarzellen (kurze Pfeile) und der Zellktrper einer Amakrinzelle (langer Pfeil) sind markiert. Der Balken
entspricht 50 pm.

Die Expression von HCN2 148t sich in mehreren Schichten der IPL nachweisen (Abb. 3.16,
kurze Pfeile; entspricht Abb. 3.8 C). Die stirkste Firbung zeigt sich dabei in der inneren
Hilfte der IPL, nahe der GCL. Es werden hauptsichlich kleine, blasenartige Strukturen
angefirbt, bei denen es sich um Axonterminalsysteme von Bipolarzellen handelt. Vier Typen
von ON-Bipolarzellen stratifizieren in diesem Bereich der IPL. Dabei handelt es sich um die
Zapfenbipolarzellen vom Typ 7, 8 und 9, sowie um die Stidbchenbipolarzellen. Fiir die Typen
7 und 9 sind z.Z. keine spezifischen immunologischen Marker bekannt. Typ 8-Zapfen-
bipolarzellen konnen dagegen mit einem Antikorper gegen Recoverin (Rec; Euler & Wissle,
1995) angefirbt werden, wihrend sich fiir den Nachweis von Stibchenbipolarzellen ein
Antikorper gegen die o-Isoform der Proteinkinase C (PKCo:; Greferath et al., 1990) eignet.
Abb. 3.17 A zeigt einen konfokalen optischen Schnitt durch die IPL, die mit den Antikérpern
gegen PKCo (rot) und HCN2 (griin) doppelgefiarbt wurde. Die PKCao-positiven Axone der

Stidbchenbipolarzellen enden nahe der GCL. An den axonterminalen Verdickungen wird die
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Zellmembran auch durch die HCN2-Antikorper gefiarbt (Pfeil). Es bleibt anzumerken, daf in
dieser Ebene des konfokalen optischen Schnitts nicht alle Endigungen der gezeigten
Stidbchenbipolarzellen HCN2-positiv sind. Diese Endigungen konnen aber in darunter- oder
dariiberliegenden Schnittebenen angefiarbt werden (nicht gezeigt). Dies ist darauf
zuriickzufithren, daB das HCN2-Kanalprotein im Gegensatz zu HCN1 oder HCN4 nicht
gleichmiBig iiber das gesamte Axonterminalsystem verteilt, sondern auf punktuelle
Abschnitte begrenzt ist. In Abb. 3.17 B ist ein Schnitt durch die IPL gezeigt, der mit
Antikdrpern gegen HCN2 (griin) und Recoverin (rot) doppelgefirbt wurde. Die gelbgefirbten
Strukturen (Pfeile) in der Uberlagerung beweisen, daB HCN2 auch in den Axonen der Typ 8-
Zapfenbipolarzellen lokalisiert ist. Es kann nicht ausgeschlossen werden, daB HCN2 auch in
Typ 7- und Typ 9-Zapfenbipolarzellen vorkommt. Da fiir diese beiden Zelltypen z.Z. noch
keine spezifischen Marker bekannt sind, 146t sich dies mit Hilfe immunhistochemischer

Methoden nicht kliren.

A

Abb. 3.17: Identifzierung von HCN2-positiven Bipolarzellen. Dargestellt sind die konfokalen optischen
Schnitte (Schnittdicke < 1 ym) von immunhistochemischen Doppelfirbungen durch die Antikdrper QQA-4A6
(1:5-Verd.) und PKCo. (A; 1:40.000-Verd.), bzw. Rec (B; 1:40.000-Verd.). Die Pfeile markieren Strukturen, die
sowohl HCN2-positiv (griin), als auch PKCa-, bzw. Rec-positiv (rot) sind und in der Uberlagerung gelb
erscheinen. A) Ko-Lokalisation von HCN2 und PKCe: in den Axonterminalsystemen von Stiabchenbipolarzellen.
B) Ko-Lokalisation von HCN2 und Rec in den Axonterminalsystemen von Typ 8-Zapfenbipolarzellen. Die
Balken entsprechen S pm.
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Im Gegensatz zu den Axonterminalsystemen werden die Zellkorper von Bipolarzellen nur
schwach angefirbt (nicht gezeigt). In einigen Fillen kann zudem eine schwache Firbung von
Zellkorpern einzelner Amakrinzellen beobachtet werden (Abb. 3.16, langer Pfeil). Ahnlich
wie bei HCN1 deuten Farbungen von Axonbiindeln in der NFL darauf hin, da HCN2 auch in
Ganglienzellen exprimiert wird. Bislang konnte nicht gezeigt werden, daB HCN1 und HCN2

in den Axonen eines Ganglienzelltyps ko-lokalisiert sind.

Expressionsmuster von HCN3:

Abb. 3.18: Lokalisation von HCN3 in der Rattenretina. Dargestellt sind die immunhistochemischen
Fiarbungen von Vertikalschnitten der gesamten Rattenretina (A) und der OPL (B) durch den Antikirper
TLL-6C5 (1:5-Verd.). Die Pfeile markieren gefarbte synaptische Endigungen in der IPL (kurzer Pfeil) und an
den EndfiilBen der Zapfen (lange Pfeile). BlutgefiBe, die unspezifisch durch den sekundiren AntikGrper
angefirbt wurden, sind gekennzeichnet (Bg). Die Balken entsprechen 50 pm in A und 20 pmin B,

Die Firbungen fiir HCN3 sind auf die plexiformen Schichten der Retina begrenzt (Abb. 3.18
A; entspricht Abb. 3.8 D). Es werden keine Zellkorper gefirbt. Eine schwach gefiarbte Bande
HCN3-positiver Axone liegt in der Mitte der IPL. Dabei handelt es sich um den Bereich, in
dem HCN1 und HCN4 ko-lokalisiert sind (kurzer Pfeil). In Doppelfarbungen mit HCN3- und
HCN4-Antikdrpern konnte nachgewiesen werden, dall diese beiden HCN-Kanaltypen nicht
ko-lokalisiert sind (nicht gezeigt). Daraus kann gefolgert werden, daB auch HCN3 und HCNI
nicht in einer Zelle ko-exprimiert werden. Es war jedoch noch nicht moglich, den Zelltyp zu
identifizieren, in dem HCN3 vorkommt. Es kann sich um die Axonterminalsysteme von Typ
6-Zapfenbipolarzellen oder um Dendriten von Amakrin- oder Ganglienzellen handeln. In der
OPL firben die HCN3-Antikorper die synaptischen Bereiche an den EndfiiBen der Zapfen
(lange Pfeile). Abb. 3.18 B zeigt diesen Bereich in einer héheren VergroBerung. Die
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ZapfenendfiiBe bilden komplexe Synapsen mit bis zu zehn verschiedenen Typen von
postsynaptischen Zellen (Haverkamp et al., 2000). Mit Hilfe von Doppelfdarbungen sollte
geklirt werden, ob HCN3 pridsynaptisch in den Zapfen oder postsynaptisch in einem
nachgeschalteten Zelltyp exprimiert wird. Dazu wurden sowohl vertikale Schnitte, als auch
Gesamtpriparationen ("whole mounts”) gegen HCN3 und verschiedene Marker fiir
nachgeschaltete Zelltypen doppelgefdrbt. Bei diesen Zelltypen kann es sich um ON-
Bipolarzellen (Marker: metabotropischer Glutamatrezeptor Typ 6; mGluR6), Horizontalzellen
(Calbindin 28 K; CabP) oder bestimmte Typen von OFF-Bipolarzellen (Glutamatrezeptor
Typ 1; GluR1) handeln. Abb. 3.19 zeigt die Doppelfirbung einer Gesamtpriparation mit
Antikodrpern gegen HCN3 (rot) und mGIluR6 (griin) mit der OPL im Fokus. Bei den mGluR6-
positiven Strukturen handelt es sich um die Dendritenspitzen von Bipolarzellen. TLL-6C5
farbt 5-8 um groBe, ovale Strukturen, welche die mGluR6-positiven Zellen umschlieen. Es
kann keine Ko-Lokalisation nachgewiesen werden. Ahnliche Ergebnisse werden mit den
Antikdrpern gegen GluR1 und CabP erzielt (nicht gezeigt). Dies deutet darauf hin, dal HCN3

prisynaptisch im Zapfen exprimiert wird.

Abbh. 3.19: Lokalisation von HCN3 an den ZapfenendfiiBen. Dargestellt ist der konfokale optische Schnitt
(Schnittdicke < 1 ym) einer immunhistochemischen Doppelfdrbung durch die Antikérper TLL-6C5 (rot; 1:5-
Verd.) und mGIuR6 (griin; 1:7.500-Verd.). Der Balken entspricht 5 pm.

Der direkte Nachweis, daB HCN3 im ZapfenendfuB} exprimiert wird, gelang mit Hilfe der
Elektronenmikroskopie (2.15.4). Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden
freundlicherweise von Frau Dr. S. Haverkamp (Max-Planck-Institut fiir Hirnforschung,
Frankfurt) angefertigt. In Abb. 3.20 sind elektronenmikroskopische Aufnahmen vom
Zapfenendfull dargestellt. In beiden Aufnahmen sind synaptische Binder (lange Pfeile) in den
ZapfenendfiiBen (ZE) und invaginierende Zellfortsdtze (kurze Pfeile) zu erkennen. In den
dunkel gefdrbten Abschnitten wird das HCN3-Kanalprotein vom Antikorper detektiert. Diese
Fiarbungen liegen prisynaptisch sowohl an der Membran, die die invaginierenden

Zellfortsdtze umgibt, als auch in fingerartigen Ausstiilpungen an der Basis des EndfulB3es.
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Abb. 3.20: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von ZapfenendfiiBen. Dargestellt sind die immunhisto-
chemischen Firbungen von ZapfenendfiiBen durch den Antiktrper TLL-6C5 (1:20-Verd.). Die Pfeile markieren
die synaptischen Bénder (lange Pfeile) in den ZapfenendfiiBen (ZE) und invaginierende Zellfortsitze (kurze
Pfeile). Der Balken entspricht 0,5 pm.

Sowohl HCN3 (Abb. 3.20), als auch HCN2 (Abb. 3.9) kdnnen im Zapfen nachgewiesen
werden. Die beiden HCN-Kanile unterscheiden sich aber in ihrer subzelluldren Lokalisation.
Wihrend HCN2-spezifische Antikorper die Zellkorper in der ONL fdrben, 1dBt sich das
HCN3-Kanalprotein hauptsdchlich an den ZapfenendfiiBen in der OPL nachweisen. Eine
direkte Ko-Lokalisation der beiden HCN-Kanile war bislang noch nicht mdglich, da alle
verfiigbaren Antikorper in einer Spezies (Ratte) hergestellt worden waren. Fiir weiterfithrende
Experimente ist die Herstellung von polyklonalen Antikdrpern gegen mindestens einen dieser
beiden Typen von HCN-Kanilen geplant.

3.3.3 Immunprizipitationen

In den vorangegangenen Abschnitten 3.3.1 und 3.3.2 konnte gezeigt werden, dall in der
Rattenretina alle vier HCN-Kanaltypen exprimiert werden. Eine Ko-Lokalisation der Kanile
konnte dabei nur fir HCN1 und HCN4 in Typ 5-Zapfenbipolarzellen, sowie einigen
Ganglienzellen nachgewiesen werden. In diesen Zellen besteht daher die Moglichkeit, daB die
beiden HCN-Kanaltypen als heterooligomere Komplexe vorliegen. Als nichstes sollte
untersucht werden, ob sich solche Komplexe tatsdchlich in der Rattenretina nachweisen

lassen. Auch fiir diese Untersuchungen konnten die hergestellten Antikorper eingesetzt
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werden. Der Nachweis von heterooligomeren Komplexen aus HCN1 und HCN4 sollte mit
Hilfe der "Immunprizipitation” erfolgen.

Die Immunprézipitation ist eine Methode zur Reinigung von Proteinen, bei der die sehr
spezifischen und hochaffinen Wechselwirkungen von Antigen und Antikdrper ausgenutzt
werden (Bonifacino et al., 1999). Der Antikdrper wird an eine Sdulenmatrix - beispielsweise
Protein G-Sepharose - gekoppelt und mit einem Proteingemisch, welches das Antigen enthilt,
inkubiert. Der Komplex aus Antigen, Antikdrper und S#ulenmatrix kann leicht von den
iibrigen Bestandteilen des Proteingemischs getrennt werden. Die erfolgreiche Prizipitation
des Antigens kann durch Westernblot-Analysen iiberpriift werden.

Viele Proteine sind Teil eines Proteinkomplexes und treten in Wechselwirkung mit anderen
Proteinen. Diese Protein-Protein-Wechselwirkungen bleiben - zumindest teilweise - bei der
Immunprizipitation erhalten. Deshalb wird neben dem eigentlichen Antigen auch der
Interaktionspartner prazipitiert. Mit dieser sogenannten Ko-Immunprizipitation (Elion, 1999)
konnen die Wechselwirkungen von Proteinen nach heterologer Expression in Zellinien, aber
auch in nativem Gewebe untersucht werden.

In den folgenden drei Abschnitten wird zundchst beschrieben, wie die Methode der
Immunprizipitation optimiert wurde. Abschnitt 3.3.3.2 Dbeschifigt sich mit der
Ko-Immunprizipitation von hHCN1 und hHCN4 aus ko-transfizierten HEK 293-Zellen,
wihrend in 3.3.3.3 die Immunprizipitationsexperimente an der Rattenretina besprochen

werden.

3.3.3.1 Optimierung der Immunprizipitation

Suche nach geeigneten Detergenzien:

Fiir die Immunprizipitationen miissen die HCN-Kanile aus Membranen von transfizierten
HEK 293-Zellen solubilisiert werden. Die Solubilisierungseffizienz eines Detergenz wird von
verschiedenen Faktoren beeinflusst; dazu gehdren u.a. die Hydrophobizitit und die
Gesamtladung des zu solubilisierenden Proteins, sowie die Lipidzusammensetzung der
Zellmembran. Es wurden daher mehrere Detergenzien getestet, ob sie sich zur Solubilisierung
von HCN-Kanalproteinen aus HEK 293-Zellmembranen eignen. Tab. 3.5 gibt einen
Uberblick iiber die getesteten Detergenzien. Es handelt sich dabei in allen Fillen um nicht-
denaturierende, nicht-ionische bzw. zwitterionische Detergenzien, die die Wechselwirkungen

zwischen Proteinen nur geringfiigig beeinflussen.
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Detergenz Konz. zur Solubilisierung

Triton X-100 1 % (v/v)
Dodecylmaltosid 20 mM
Octylglycosid 40 mM
CHAPS 18 mM

Digitonin 1 % (vIv)
Deoxycholat 12 mM
Nonidet P40 10 mM

Tab. 3.5: Ubersicht iiber die getesteten Detergenzien. Die Spalie "Konz. zur Solubilisierung” gibt an, in
welcher Endkonzentration das jeweilige Detergenz eingesetzt wurde.

Die Solubilisierung von Membranproteinen aus transfizierten HEK 293-Zellen erfolgte wie es
unter 2.12.1 am Beispiel von Triton X-100 beschrieben ist. Die Endkonzentrationen der
getesteten Detergenzien wihrend der Inkubation mit den Membranproteinen sind in Tab. 3.5
angegeben. Nach der Inkubation wurde {iiberpriift, wieviel des eingesetzten HCN-
Kanalproteins im Uberstand mit den solubilisierten Membranproteinen nachzuweisen war und
wieviel im Membranpellet zurlickblieb. Dazu wurden gleiche Proteinmengen aus beiden
Fraktionen durch Gelelektrophorese (2.13) aufgetrennt und mit Hilfe der Westernblot-
Technik (2.14) analysiert. Abb. 3.21 zeigt am Beispiel von hHCNI1-HA-exprimierenden
HEK 293-Zellen die solubulisierende Wirkung mehrerer Detergenzien.
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Abb. 3.21 Test der Solubilisierungeigenschaften verschiedener Detergenzien fiir Membranproteine von
hHCN1-HA-exprimierenden HEK 293-Zellen. Es wurden jeweils 5 pg solubilisierte Proteine (S) bzw. nicht-
solubilisierte Proteine (M) mit Hilfe eines 7,5 %igen SDS-Polyacrylamid-Gels aufgetrennt und auf einer PVDF-
Membran immobilisiert. Der immunologische Nachweis von hHCNI-HA erfolgte durch den Antikérper
rat-c0HA (Roche) in einer 1:1.000-Verdiinnung, Links sind die Molekulargewichte des GroBenstandards in kDa
angegeben. Tr, Triton X-100; Do, Dodecylmaltosid; Oc, Octylglycosid; CH, CHAPS; Di, Digitonin; De,
Deoxycholat; NP, Nonidet P-40
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hHCN1-HA 148t sich besonders gut mit den Detergenzien Triton X-100, Dodecylmaltosid und
Nonidet P-40 solubilisieren; d.h. es kann ein groBerer Anteil des eingesetzten Kanalproteins
in der Fraktion mit den solubilisierten Membranproteinen nachgewiesen werden, als in der
Fraktion mit den nicht-solubilisierten Proteinen zuriickbleibt. CHAPS dagegen ist nicht zur
Solubilisierung von hHCN1-HA geeignet. Alle anderen Detergenzien liefern akzeptable
Ergebnisse. In gleicher Weise wurde getestet, welche dieser Detergenzien sich zur
Solubilisierung von hHCN4, rHCN2 bzw. rHCN3 eignen (nicht gezeigt). Die Ergebnisse
dieser Tests wurden zusammengefallt und miteinander verglichen. Daraus ergab sich, daf3 die
Detergenzien Triton X-100 und Dodecylmaltosid die vier unterschiedlichen HCN-
Kanalproteine gleich gut solubilisieren und daher zum Einsatz bei einer (Ko-)Immun-
préizipitation geeignet sind. Die nachfolgenden Experimente wurden mit Triton X-100 als

Detergenz durchgefiihrt.

Test der geeigneten Antikorper/Saulenmatrix:

Zur Herstellung einer Antikorper/Sdulenmatrix wurde der monoklonale Antikorper SHG-1ES
(HCN4) an Protein G-Sepharose geheftet (2.18.1) und die Antikorper/Sdulenmatrix fiir
Immunprizipitationen (2.18.2) mit solubilisierten Membranproteinen aus pcA-hHCN4-
transfizierten HEK 293-Zellen eingesetzt. Das solubilisierte Proteingemisch wurde zunédchst
mit Protein G-Sepharose vorinkubiert, an die kein Antikorper gekoppelt war. Dadurch wurden
Bestandteile aus dem Proteingemisch entfernt, die unspezifisch mit dem S#ulenmaterial
wechselwirkten. Danach wurde das vorinkubierte Proteingemisch mit der Antikdrper/
Sédulenmatrix inkubiert. Proteine, die nicht gebunden haben (Durchfluf}), wurden anschlieend
abgetrennt und die Sdule siebenmal mit Puffer D (2.18.2) gewaschen. Durch Inkubation mit
dem Elutionspuffer (2.18.2) wurden gebundene Proteine von der Antikorper/Sdulenmatrix
eluiert. Zur Auswertung der Immunprézipitation wurden gleiche Mengen der verschiedenen
Fraktionen auf ein SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen und auf einer PVDF-Membran

immobilisiert (2.14). Abb. 3.22 zeigt das Ergebnis einer solchen Immunprézipitation.
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Abb. 3.22: Immunpriizipitation mit solubilisierten Membranproteinen von hHCN4-exprimierenden
HEK 293-Zellen an einer SHG-1ES5/Siulenmatrix. Dargestellt ist der typische Verlauf einer
Immunprizipitation. Die aufgetragenen Proben entsprechen 4 ug solubilisierter Membranproteine von
transfizierten HEK 293-Zellen. Von den zu testenden Siulenmaterialien wurden je 10 ul in 2x SDS-
Probenpuffer aufgenommen und fiir 3 min in siedendem Wasser inkubiert. Die Proben wurden mit Hilfe eines
7.5 %igen  SDS-Polyacrylamid-Gels aufgetrennt und auf einer PVDF-Membran immobilisiert. Der
immunologische Nachweis erfolgte durch den Antikérper SHG-1ES in einer 1:50-Verdiinnung. Links sind die
Molekulargewichte des GréBenstandards in kDa angegeben. Rechts markieren Pfeile das Kanalprotein hHCN4
und den Antikdrper SHG-1ES, der nicht vollstindig an die Séulenmatrix gekoppelt war und durch den
Elutionspuffer heruntergewaschen wurde. Spur 1: Protein G-Sepharose nach Vorinkubation; Spur 2:
solubilisierte Membranproteine (Einsatz); Spur 3: Durchflul}; Spur 4: 1. Waschschritt; Spur 5: 7. Waschschritt;
Spur 6: Eluat; Spur 7: SHG-1E5/S4ulenmatrix nach Immunpréizipitation.

Mit Hilfe des Antikdrpers SHG-1E5 1dBt sich hHCN4 in einer Membranpriparation von
transfizierten HEK 293-Zellen nachweisen (Abb. 3.22, Spur 2). Nach der Inkubation mit der
SHG-1E5/Sdulenmatrix kann hHCN4 weder im Durchfluf (Spur 3), noch in den
verschiedenen Waschfraktionen (Spuren 4 und 5) detektiert werden. Durch Inkubation mit
dem Elutionspuffer kann der grofite Anteil an hHCN4 wieder von der SHG-1E5/Sdulenmatrix
eluiert werden (Spur 6). Bei dieser Elution werden hiufig auch Antikdrper, die nicht
vollstindig an Protein G gekoppelt sind, von der Sdule gelost ("Bluten™). Die Bande bei ca.
95 kDa (Spur 6) entspricht beispielsweise zwei schweren Antikorperketten, die bei der
Herstellung der Antikorper/Sdulenmatrix durch Dimethylpimelimidat quervernetzt wurden,
und ebenfalls vom sekundidren Anti-Ratte-Antikdrper erkannt werden. Ein geringerer Anteil
an hHCN4 bleibt jedoch an der SHG-1E5/Sdulenmatrix gebunden (Spur 7). Dall auch dieser
Rest spezifisch an die AntikGrper/Sdulenmatrix gebunden hatte, zeigt ein Vergleich mit
Protein G-Sepharose, die zur Pridinkubation des Proteingemischs verwendet wurde (Spur 1).
In dieser Fraktion ist kein hHCN4-Kanalprotein nachzuweisen.

Mit Hilfe der SHG-1E5/Sdulenmatrix ist es also mdglich, eine quantitative Immun-
prizipitation von hHCN4 aus transfizierten HEK 293-Zellen durchzufithren. Auf gleiche
Weise wurde getestet, ob sich die Antikdrper RTQ-7C3 und RTQ-8D12 zur Herstellung einer
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Antikdrper/Sdulenmatrix eignen (nicht gezeigt). In beiden Fillen gelang es jedoch nicht,
hHCNI1 quantitativ aus Membranpriparationen von transfizierten HEK 293-Zellen zu
prézipitieren. Moglicherweise besitzen die Antikorper eine zu geringe Affinitdt zum Antigen

oder binden nur schlecht an Protein G.

3.3.3.2 Immunprizipitationen mit Membranproteinen aus transfizierten HEK 293-

Zellen

Die Verteilung der HCN-Kanile in der Rattenretina (3.3.2) lieB vermuten, dal HCN1 und
HCN4 heterooligomere Komplexe bilden. Deshalb wurden zunidchst Immunprizipitations-
experimente mit HEK 293-Zellen durchgefithrt. Das Expressionssystem hat den Vorteil
gegeniiber nativem Gewebe, dal bestimmt werden kann, welcher HCN-Kanaltyp exprimiert
wird. Fiir die Experimente wurden HEK 293-Zellen entweder mit dem Plasmid pcA-hHCN1
oder pcA-hHCN4 transfiziert (2.9.2). Auflerdem wurden HEK 293-Zellen mit beiden
Plasmiden ko-transfiziert. Um nachzuweisen, daf bei der Ko-Transfektion auch tatsdchlich
beide Kanalproteine in einer Zelle gleichzeitig exprimiert werden, wurden ko-transfizierte
HEK 293-Zellen fixiert und mit Antikdrpern gegen HCN1 und HCN4 doppelgefirbt (2.15.1).
Abb. 3.23 zeigt, daB sowohl Zellen vorkommen, die ausschlieBlich hHCN1 (rot) bzw. hHCN4
(griin) exprimieren, als auch Zellen, die beide Kanalproteine exprimieren (gelb). In ca. 50 %

der hHCN4-positiven Zellen kann auch hHCN1 nachgewiesen werden.
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Abb. 3.23: Nachweis der Ko-Expression von hHCN1 und hHCN4 in ko-transfizierten HEK 293-Zellen.
HEK 293-Zellen wurden mit pcA-hHCN1 und pcA-hHCN4 ko-transfiziert. Die fixierten Zellen wurden mit den
Antikorpern PPc73K (1:400-Verd.) und RTQ-7C3 (1:100-Verd.) doppelgefirbt. hHCN4-positive Zellen (A,
griin) und hHCN1-positive Zellen (B, rot) erscheinen in der Uberlagerung (C) gelb gefirbt, wenn sie die beiden
Kanalproteine ko-exprimieren. D) Uberblick iiber den abgebildeten Bereich mit einer Nomarski Optik. Der
Balken entspricht 100 pm.

Zur Durchfithrung der Ko-Immunprézipitation wurden Membranproteine (2.10.1) von
hHCN4- bzw. hHCNI-exprimierenden HEK 293-Zellen, sowie hHCN4/hHCNI-
exprimierenden HEK 293-Zellen solubilisiert (2.12.1) und mit der SHG-1E5/Sdulenmatrix
(3.3.3.1) inkubiert. Die (Ko-)Immunprizipitation erfolgte wie unter 2.18.2 beschrieben. Zur
Versuchsauswertung wurden die verschiedenen Fraktionen durch Gelelektrophorese (2.13)
aufgetrennt und immunologisch nachgewiesen (2.14). Der Nachweis von hHCN4 erfolgte
durch den Antikdrper SHG-1ES, der Nachweis von hHCN1 durch RTQ-7C3. Abb. 3.24 zeigt

das Ergebnis eines solchen Experiments.
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Abb. 3.24: (Ko-)Immunpriizipitation von hHCN4 und hHCN1 aus transfizierten HEK 293-Zellen. Die
aufgetragenen Proben entsprechen 10 pg solubilisierter Membranproteine von transfizierten HEK 293-Zellen.
Die Proben wurden mit Hilfe eines 7.5 %igen SDS-Polyacrylamid-Gels aufgetrennt und auf einer PVDF-
Membran immobilisiert. Der immunologische Nachweis erfolgte durch die Antikdrper SHG-1E5 (1:50-Verd.)
und RTQ-7C3 (1:500-Verd.). Links sind die Molekulargewichte in kDa angegeben. Rechis markieren Pfeile die
Kanalproteine hHCN4 und hHCNI1, sowie den herunterblutenden Antikorper. Spur 1: Einsatz hHCN4-
exprimierende Zellen; Spur 2: Durchfluf hHCN4-exprimierende Zellen; Spur 3: Eluat hHCN4-exprimierende
Zellen; Spur 4: Einsatz hHCN1-exprimierende Zellen; Spur 5: Durchfluf hHCN1-exprimierende Zellen; Spur 6:
Eluat hHCNI1-exprimierende Zellen; Spur 7: Einsatz hHCN4/hHCNI1-ko-exprimierende Zellen; Spur 8:
Durchflu hHCN4/hHCN1-ko-exprimierende Zellen; Spur 9: Eluat hHCN4/hHCN 1-ko-exprimierende Zellen.
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Wird hHCN4 alleine exprimiert, kann das Kanalprotein quantitativ durch die
SHG-1ES/Sdulenmatrix prézipitiert werden (Abb. 3.24, Spuren 1 bis 3). Der grofite Anteil an
hHCN4 (Spur 1) 148t sich im Sduleneluat nachweisen (Spur 3), wihrend im Durchflufl
hHCN4 nicht zu detektieren ist (Spur 2). Es ist wahrscheinlich, daB} ein geringer Anteil an
hHCN4 nicht von der SHG-1E5/Sidulenmatrix eluiert werden kann (vgl. Abb. 3.22, Spuren 6
und 7). Bei der diffusen Bande bei ca. 95 kDa in Spur 3 handelt es sich um den Antikorper
SHG-1ES, der von der Sdulenmatrix "blutete".

Wird hHCNT1 alleine exprimiert, kann das Kanalprotein nicht durch die SHG-1E5/Séulen-
matrix prizipitiert werden (Abb. 3.24, Spuren 4 bis 6). Nahezu die gesamte Menge an
hHCNI, die fiir die Immunprizipitation eingesetzt wurde (Spur 4), kann im Durchflufl
nachgewiesen werden (Spur 5). Ein geringer Teil wurde wahrscheinlich wihrend der
Waschschritte von der Sdule gewaschen, da sich im Eluat hHCN1 nicht mehr nachweisen 1483t
(Spur 6). Auch in diesem Eluat konnen Antikorper detektiert werden, die von der
Sédulenmatrix "bluteten” (vergleiche Spur 3).

Wenn hHCN4 und hHCN1 ko-exprimiert worden sind, kann hHCNI nicht durch die
SHG-1E5/Saulenmatrix ko-prézipitiert werden (Abb. 3.24, Spuren 7 bis 9). Sowohl hHCN4,
als auch hHCNT lassen sich im Einsatz nachweisen (Spur 7). Die Signale der beiden HCN-
Kanile sind ungefihr gleich stark. Ahnlich wie bei den einzel-transfizierten HEK 293-Zellen
148t sich der groBte Teil von hHCN1 im Durchflul nachweisen (Spur 8), wihrend sich im
Eluat keine nachweisbare Menge an hHCN1 mehr befindet (Spur 9). Im Gegensatz dazu sind
fr hHCN4 deutliche Unterschiede zwischen einzel- und ko-transfizierten Zellen zu
beobachten. So 148t sich bei den ko-transfizierten Zellen nur noch eine geringe Menge an
hHCN4 im Eluat (Spur 9) nachweisen. Gleichzeitig kann bereits im Durchflul hHCN4
detektiert werden (Spur 8).

Das Experiment wurde dreimal mit dhnlichen Ergebnissen durchgefiihrt: Die Ko-Expression
von hHCN4 und hHCNI1 fiihrt nicht zu einer Ko-Immunprizipitation von hHCN1 und
hHCN4 an einer HCN4-Antikorpersidule. Stattdessen scheint die Affinitdit des hHCN4-
Kanalproteins fiir den Antikdrper herabgesetzt zu sein, so da die Immunprizipitation von
hHCN4 nicht mehr vollstindig war. Wie 148t sich die geringere Wechselwirkung zwischen
hHCN4-Kanalprotein und HCN4-Antikorper erklaren? Obwohl Westernblot-Analysen nicht
auf eine Kreuzreaktion der HCN4-Antikorper hindeuten (vergleiche 3.2.4 und 3.3.1), kann
hHCN1 moglicherweise in geringem Umfang mit dem HCN4-Antikorper kreuzreagieren. In
diesem Fall kompetitiert hHHCN1 mit hHCN4 um die Bindung an den HCN4-Antikorper, auch

wenn ausschlieBlich homooligomere hHCNI1-Komplexe vorliegen. Deshalb wurden
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Membranproteine aus hHCN4-exprimierenden HEK 293-Zellen mit Membranproteinen aus
hHCNI1-exprimierenden Zellen gemischt und fiir die Immunprézipitation eingesetzt. In
diesem Versuchsansatz kann man davon ausgehen, daB ausschlieBlich homooligomere
Komplexe von hHCN4 bzw. hHCNT vorliegen. Das Experiment wurde zweimal durchgefiihrt
und mit Hilfe der Westernblot-Technik (2.14) ausgewertet. Da die Hintergrundfarbung durch
die "blutenden" Sdulen jedesmal sehr hoch war, sind die Ergebnisse nicht als Abbildung
gezeigt. Die Ergebnisse entsprachen jedoch den Experimenten mit einzel-transfizierten HEK
293-Zellen: hHCN4 wurde durch die SHG-1E5/Sidulenmatrix quantitativ prizipitiert, wihrend
sich die gesamte Menge an hHCN1 im Durchfluf nachweisen lieB. hHCN1 zeigt also keine
Kreuzreaktion mit dem HCN4-Antikorper. Die in Abb. 3.24 (Spuren 7-9) zu beobachtende,
verminderte Wechselwirkung zwischen hHCN4-Kanalprotein und HCN4-Antikorper scheint
daher eine Folge der Ko-Expression von hHCN4 mit hHCN1 zu sein. Was immer die richtige

Erkldrung sein mag, ein direkter Nachweis heterooligomerer Komplexe ist nicht gelungen.

3.3.3.3 Immunprizipitationen mit Membranproteinen der Rattenretina

In Abschnitt 3.3.2 wurde gezeigt, daB HCN1 und HCN4 in Typ 5-Zapfenbipolarzellen und
einigen Ganglienzellen der Rattenretina ko-exprimiert werden. Daher sollte untersucht
werden, ob sich heterooligomere Komplexe der beiden Kanalproteine in der Rattenretina
durch Ko-Immunprézipitationen nachweisen lassen.

Zunichst wurde getestet, ob sich tHCNI1 und rHCN4 genau wie die heterolog exprimierten
Kanalproteine durch das Detergenz Triton X-100 aus der Zellmembran solubilisieren lassen.
Dazu wurden Membranproteine aus der Rattenretina mit Triton X-100 behandelt (2.12.1),
gleiche Mengen von solubilisierten Proteinen und nicht-solubilisierten Proteinen durch SDS-
Gelelektrophorese (2.13) aufgetrennt und auf PVDF-Membranen transferiert (2.14.1). Der
immunologische Nachweis erfolgte mit den Antikdrpern RTQ-7C3 und SHG-1ES. Abb. 3.25

zeigt die Ergebnisse der Solubilisierungstests.
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Abb. 3.25: Solubilisierung von Membranproteinen der Rattenretina mit Triton X-100. Aufgetragen sind je
50 pg unbehandelte (Spur 1), solubilisierte (Spur 2) und nicht-solubilisierte (Spur 3) Membranproteine der
Rattenretina. Die Proben wurden mit Hilfe eines 7,5 %igen SDS-Polyacrylamid-Gels aufgetrennt und auf einer
PVDF-Membran immobilisiert. Der immunologische Nachweis erfolgte durch die Antikrper RTQ-7C3 (1:250-
Verd.) und SHG-1E5 (1:5-Verd.). Links sind dic Molekulargewichte der GroBenstandards in kDa angegeben.
Rechts markieren Pfeile die Kanalproteine rHCN4 und rHCNI.

rHCN1 und rHCN4 lassen sich mit Triton X-100 in ausreichendem MaBe aus der
Zellmembran solubilisieren. Wie in Abschnitt 3.3.1 bereits beschrieben wurde, Bt sich
rHCN4 als eine einzelne Bande bei 130 kDa nachweisen, wihrend rHCNI in einer
glykosylierten (110 kDa) und einer nicht-glykosylierten (102 kDa) Form vorliegt (Abb. 3.25,
Spur 1). Bei einem Vergleich der Spuren 2 und 3 fillt auf, daB sich die nicht-glykosylierte
Form von rHCN1 wesentlich besser solubilisieren 14dBt, als die glykosylierte Form des
Kanalproteins. Bei der nicht-glykosylierten Form von rHCN1 handelt es sich wahrscheinlich
um Kanalproteine, die im Golgi-Apparat prozessiert werden und noch nicht in die
Zellmembran eingebaut worden sind. Da nicht klar ist, zu welchem Zeitpunkt sich die
Peptikketten zu einem funktionellem HCN-Kanal zusammenlagern, konnten die nicht-
glykosylierten Kanalproteine u.U. die Ergebnisse der Ko-Immunprizipitation verfilschen.

Als nichstes galt es zu kldren, wieviel Protein fiir eine Immunprizipitation eingesetzt werden
muB. In Abschnitt 3.3.2 wurde gezeigt, da nicht alle Zellen in der Rattenretina, die tHCN4
exprimieren, auch rHCNI1-positiv sind. Somit kann nur ein Bruchteil der in der Retina
nachweisbaren Menge von rHCN4 iiberhaupt in einem heterooligomeren Komplex mit
rHCNI vorliegen. Um diesen Bruchteil genauer zu quantifizieren, wurde die Fluoreszenz-
intensitit von HCN4-gefirbten Schnitte der Rattenretina (vgl. Abb. 3.14) mit Hilfe eines
Konfokalen Laser Mikroskops und dem dazugehorigen Computerprogramm TCS NT (Leica)
bestimmt. Die Fluoreszenzintensitéit in dem Bereich der IPL, in dem rHCN4 und rHCN1 ko-
lokalisiert sind, wurde zur Fluoreszenzintensitiit des gesamten Schnitts ins Verhiltnis gesetzt.

Dies ergab, da maximal 10 % der rHCN4-Immunfluoreszenz in der Rattenretina mit der
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rHCN1-Immunfluoreszenz in der IPL {iibereinstimmt. Daraus folgt, daB bei einer
Immunprizipitation von tHCN4 nur maximal 1/10 des rHCN4-Kanalproteins im Eluat als
heterooligomerer Komplex mit rHCN1 vorliegen konnte. Diese geringe Menge konnte
durchaus unter der Nachweisgrenze liegen.

Die Immunprizipitation von tHCN4 aus der Rattenretina an einer SHG-1ES5/Sdulenmatrix
erfolgte wie unter 2.18.2 beschrieben. Es wurden 550 ug solubilisierte Membranproteine
eingesetzt. Die verschiedenen Fraktionen der Immunprizipitation wurden durch SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt (2.13) und auf eine PVDF-Membran transferiert (2.14.1). Der
immunologische Nachweis erfolgte mit den Antikdrpern RTQ-7C3 und SHG-1ES. Das
Experiment wurde zweimal mit verschiedenen Inkubationszeiten durchgefiihrt (nicht gezeigt).
Beide Male war das Hintergrundsignal durch den "blutenden” Antikdrper so hoch, dal nicht
zwischen spezifischen und unspezifischen Signalen unterschieden werden konnte. Das
Verhidltnis verbesserte sich auch nicht, wenn mehr Membranprotein (660 pg) zur
Immunprizipitation eingesetzt wurde.

Sollten rHCN1 und rHCN4 in der Rattenretina tatséchlich heterooligomere Komplexe bilden,
so ist deren Menge so gering, daB sie nicht durch Immunprézipitation nachgewiesen werden
konnen. Welche weiteren Moglichkeiten existieren, heterooligomere Komplexe aus

HCN-Kanalproteinen nachzuweisen, wird im Kapitel "Diskussion” besprochen werden.

3.4 Charakterisierung der HCN-Kanéle im Ratten- und Mausgehirn

Elektrophysiologische  Messungen von HCN-Stromen und  Untersuchungen  zur
Genexpression der HCN-Kanalgene ergaben, dal HCN-Kanidle im Zentralnervensystem
(ZNS) der Siugetiere weit verbreitet sind (Ubersicht: Pape, 1996; Santoro & Tibbs, 1999;
Gauss & Seifert, 2000; Kaupp & Seifert, 2001). Abschnitt 3.3 beschiftigte sich mit der
Lokalisation der HCN-Kanile in der Rattenretina. Bereits in dieser kleinen Region des ZNS
ergeben sich fiir die vier HCN-Kanaltypen groe Unterschiede im zelluldren und
subzelluldren Expressionsmuster. Dies kann ein Hinweis darauf sein, dal die verschiedenen
HCN-Kanaltypen unterschiedliche Funktionen in den Zellen erfiillen. Eine Aufgabe fiir die
Zukunft wird daher sein, die Expressionsmuster der HCN-Kanéle in anderen Abschnitten des
ZNS aufzukldren. In Abschnitt 3.4.1 wird die Expression der HCN-Kanile im Ratten- und
Mausgehirn mit Hilfe der Westernblot-Technik (2.14) untersucht. Abschnitt 3.4.2 umfal3t

erste Untersuchungen zur Lokalisation der HCN-Kanéle im Rattengehirn.
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3.4.1 Westernblot-Analysen mit Membranproteinen des Ratten- und Mausgehirns

Die Expression der HCN-Kanile im Ratten- und Mausgehirn wurde mit Hilfe der
Westernblot-Technik untersucht. Dafiir wurden Membranproteine isoliert (2.10), durch
Gelelektrophorese aufgetrennt (2.13) und auf PVDF-Membranen immobilisiert (2.14.1). Der
immunologische Nachweis erfolgte durch spezifische Antikorper gegen den jeweiligen Typ
von HCN-Kanal. Abb. 3.26 zeigt die Westernblot-Analysen fiir HCN1, HCN2 und HCN4.

HCNI1 (Abb. 3.26 A):

In Spur 1 sind als Positivkontrolle Membranproteine von rHCN1-exprimierenden HEK 293-
Zellen aufgetragen. Im Rattengehirn (Spur 2) wird dhnlich wie in der Rattenretina (vergleiche
Abb. 3.7 A) die glykosylierte Form des Kanalproteins mit einem Molekulargewicht von
110 kDa detektiert. Die zweite Bande, die in Spur 2 bei 102 kDa zu sehen ist, entspricht der
nicht-glykosylierten Form von rHCN1. Im Mausgehirn (Spur 3) wird eine Bande detektiert,
die das gleiche Molekulargewicht besitzt wie das glykosylierte rHCN1-Kanalprotein.

HCN2 (Abb. 3.26 B):
Der Antikorper QQA-4A6 erkennt das gleiche Bandenmuster wie QQA-3G7 in Abb. 3.7. B.

In Prdparationen von Membranproteinen aus rHCN2-exprimierenden HEK 293-Zellen
(Spur 1) werden eine Doppelbande bei 98 kDa und eine diffusere Bande bei ca. 120 kDa
nachgewiesen. Sowohl im Rattengehirn (Spur 2), als auch im Mausgehirn (Spur 3) wird eine
Bande bei ca. 110kDa detektiert. Dieses Molekulargewicht entspricht der glykosylierten
Form von rHCN?2 in der Rattenretina (vergleiche Abb. 3.7 B).
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Abb. 3.26: Westernblot-Analysen von HCN1, HCN2 und HCN4 im Ratien- und Mausgehirn. Die
Membranproteine wurden mit Hilfe von 7.5 %igen SDS-Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt und auf PVDF-
Membranen immobilisiert. Der immunologische Nachweis erfolgte durch die Antikdrper RTQ-7C3 (A; 1:250-
Verd.), QQA-4A6 (B; 1:20-Verd)) bzw. SHG-1E5 (C; 1:5-Verd.). A) HCNI1: Aufgetragen waren 1 pg
Membranproteine aus (ransfizierten HEK 293-Zellen (Spur 1), 25 pg Membranproieine aus Rattengehirn
(Spur 2), bzw. 25 ug Membranproteine aus Mausgehirn (Spur 3). B) HCN2: Aufgetragen waren 3 pg
Membranproteine aus transfizierten HEK 293-Zellen (Spur 1), 30 pg Membranproteine aus Rattengehirn
(Spur 2), bzw. 60 pg Membranproteine aus Mausgehirn (Spur 3). C) HCN4: Aufgetragen waren 7 pg
Membranproteine aus transfizierten HEK 293-Zellen (Spur 1), 200 pg Membranproteine aus Rattengehirn
(Spur 2), 75 pg Membranproteine aus Mausgehirn (Spur 3), 50 pg Membranproteine aus Mausgehirn/Thalamus
(Spur 4), bzw. 50 pg Membranproteine aus Mausgehirn/olfaktorisches Gewebe (Spur 5).

HCN4 (Abb. 3.26 C):
Auch durch den HCN4-Antikoper SHG-1ES werden im Rattengehirn (Spur 2) die gleichen
Banden (ca. 130 kDa) detektiert wie in der Rattenretina (vgl. Abb. 3.7 D). Zum Vergleich

sind in Spur 1 Membranproteine aus transfizierten HEK 293-Zellen aufgetragen. Im
Mausgehirn (Spur 3) 148t sich ebenfalls ein Protein mit einem Molekulargewicht von 130 kDa
nachweisen. Im Gegensatz zu HCN1 und HCN2 wird HCN4 nicht ubiquitir im Gehirn

exprimiert, sondern ist auf einige wenige Gehirnareale beschrinkt (s. Abschnitt 3.1;
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Moosmang et al., 1999; Monteggia et al., 2000). Fir die Spuren 4 und 5 wurden daher
Membranproteine aus Arealen des Mausgehirns pripariert, in denen eine stirkere HCN4-
Genexpression nachgewiesen werden kann (Spur 4: Thalamus; Spur 5: Bulbus Olfactorius,
Olfaktorischer Cortex und Piriformer Cortex). Tatsdchlich ist das HCN4-Signal in diesen
Spuren stidrker, als in einer Pridparation aus Gesamthirn (Spur 3). Bei den zusitzlichen
Banden, die in den Spuren mit Membranproteinen aus Ratten- und Mausgewebe zu sehen
sind, handelt es sich um Kreuzreaktionen des verwendeten sekundiren Antikorpers, wie Tests

ohne priméren AntikOrper ergaben (nicht gezeigt).

HCNI1, HCN2 und HCN4 lassen sich mit Hilfe der Westernblot-Technik im Ratten- und
Mausgehirn nachweisen. Der Nachweis von HCN3 gelang bisher nicht. Das Problem dabei ist
die Kreuzreaktion des sekunddren Anti-Ratte-Antikorpers, der zum Nachweis der
monoklonalen primiren Antikorper verwendet wurde. Diese Kreuzreaktion ist so stark, daf
man bei hoheren Proteinmengen nicht unterscheiden kann, ob es sich um unspezifische
Signale durch den sekundidren Antikorper oder um sehr schwache spezifische HCN3-Signale
handelt. Im Gegensatz zu HCN4 gibt es auch kein Gehirnareal, in dem HCN3 stark exprimiert
wird (Moosmang et al., 1999; Monteggia et al., 2000), so daB auch keine Anreicherung des
HCN3-Kanalproteins moéglich ist.

Neben den oben beschriebenen monoklonalen Antikdorpern RTQ-7C3, QQA-4A6 und
SHG-1ES5 wurden auch die meisten anderen der in Tab. 3.3 aufgefithrten Antikorper in
Westernblot-Experimenten getestet. Die Abschnitte 8.3 und 8.4 im Anhang fassen die

Ergebnisse dieser Tests zusammen.

3.4.2 Lokalisation der HCN-Kaniile im Rattengehirn

Das Expressionsmuster der HCN-Kanéle im gesamten Rattengehirn sollte mit Hilfe immun-
histochemischer Methoden (2.15) untersucht werden. Die Struktur des Gehirns ist jedoch so
komplex, da} es einige Jahre dauern wird, bis die zelluldre und subzelluldre Lokalisation aller
vier HCN-Kanaltypen abgeschlossen sein wird. Die folgenden Ergebnisse représentieren
daher lediglich erste Untersuchungen, die in zukiinftigen Experimenten intensiviert werden
miissen. Die Gewebeschnitte und immunhistochemischen Fiarbungen wurden freundlicher-

weise von Dr. T.J. Gorcs (Heinrich Heine Universitét Diisseldorf) angefertigt.
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Gezeigt sind immunhistochemische Firbungen des Parietalen Rattencortex, der im Gegensatz
zu anderen Gehirnarealen — beispielsweise dem Thalamus — eine einfache anatomische
Gliederung aufweist. Der Parietale Cortex ist Teil des Neocortex, zu dem auBerdem der
Prifrontale, Frontale, Temporale und Occipitale Cortex gehdren. Der gesamte Neocortex wird
in sechs Schichten (I bis VI) unterteilt, wobei Schicht I die AuBenschicht darstellt. Zur
besseren Ubersicht zeigt Abb. 3.27 die Organisation der Pyramidenzellen im Cortex.

Abb. 3.27: Lage und Organisation der Pyramidenzellen im Cortex. Drei bis fiinf Dendritenschiifte von
Pyramidenzellen (dunkle Zellen), deren Zellkirper in den Schichen V und VI liegen, sind zu einem Biindel
zusammengefalt und stratifizieren in den Schichten I und II. Mehrere Dendriten von Pyramidenzellen (helle
Zellen), deren ZellkOrper in der Schicht III liegen, vereinigen sich mit diesen Biindeln. Der Abstand zwischen
den Biindeln (rechts schematisiert) betrigt 50-100 pm. Links markieren Linien die Grenzen der corticalen
Schichten 1 bis V1. Die Abbildung ist abgeiindert nach Arbib et al. (1997).

Die Zellkorper der Pyramidenzellen liegen in den Schichten V und VI bzw. in Schicht III. Die
Dendriten der Pyramidenzellen sind zu Biindeln zusammengefaBt und stratifizieren in den
Schichten I und II, wo sie weitverzweigte Fortsdtze ausbilden. Drei bis fiinf Dendriten von
Schicht V/VI-Pyramidenzellen bilden den Kern eines Biindels. In Schicht III vereinigen sich
die Dendriten der dort befindlichen Pyramidenzellen mit den aufsteigenden Biindeln. Die
Abstinde zwischen solchen Biindeln betragen ca. 50-100 um. AuBler den Pyramidenzellen
befinden sich in den Schichten I bis VI noch zahlreiche andere Neuronen unterschiedlicher

GrofBe und Funktion.
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Expressionsmuster von HCN1:

Der Antikdrper RTQ-7C3 fiarbt sowohl die verzweigten Dendritenbdume (kurze Pfeile), als
auch die aufsteigenden Dendritenbiindel (Pfeilspitzen) von Pyramidenzellen (Abb. 3.28 A).
Abb. 3.28 B zeigt in einer AusschnittsvergréBerung die Verzweigungen der Dendriten in den
Schichten I und II. Die gleichmiBige Anordnung der HCN1-positiven Dendritenbiindel ist in
Abb. 3.28 C gut zu erkennen. Die Abstinde zwischen den Biindeln betragen ca. 70 um, was
gut mit den Literaturwerten (Arbib et al., 1997) iibereinstimmt. Im Gegensatz zu den
Dendriten werden die Zellkdrper und Axone der Pyramidenzellen nicht angefirbt.

Auch Nicht-Pyramidenzellen werden durch RTQ-7C3 in verschiedenen Schichten des Cortex
angefirbt. In den Schichten II und III lassen sich einzelne bipolare Neuronen nachweisen
(Abb. 3.28 A, lange Pfeile), wihrend bei stirkerer VergroBerung multipolare Neuronen in
Schicht V sichtbar werden (Abb. 3.28 D).
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Abb. 3.28: Lokalisation von HCN1 im Parietalen Cortex. Dargestellt sind die immunhistochemischen
Firbungen von Coronalschnitten des Rattencortex durch den Antikérper RTQ-7C3 (1:40-Verd.). A): Ubersicht
iiber die corticalen Schichten 1-V. Die gefiarbten Dendritenbdume (kurze Pfeile) und Dendritenbiindel
(Pfeilspitzen) der Pyramidenzellen sind markiert. Lange Pfeile markieren HCN1-positive bipolare Neuronen in
den Schichten 11 und 11I. B): HCN1-positive Dendritenbdume von Pyramidenzellen in den Schichten I und I1. C):
HCNI1-positive Dendritenbiindel von Pyramidenzellen in den Schichten III und IV. D): HCNI1-positive
multipolare Nicht-Pyramidenzelle in Schicht V. Die Balken entsprechen 100 ym in A, 20 ym in B, 25 ym in C
und 25 pm in D.
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Expressionsmuster von HCN2:

HCN2 IdBt sich dhnlich wie HCNI1 in den Dendritenbdumen (kurze Pfeile) und den
aufsteigenden Dendritenbiindeln (Pfeilspitzen) von Pyramidenzellen nachweisen (Abb. 3.29
A). Allerdings sind die Farbungen durch den HCN2-Antikorper QQA-4A6 wesentlich
schwicher als die HCN1-spezifischen Farbungen. Abb. 3.29 B zeigt in einer Ausschnitts-

vergroBerung die Anordnung der HCN2-positiven Dendritenbiindel von Pyramidenzellen. Die
Abstinde zwischen den Biindeln sind vergleichbar mit denen der HCN1-positiven Biindel.
Die Anzahl der HCN2-positiven Dendritenbiindel ist jedoch geringer. Durch Doppel-
farbungen muB in zukiinftigen Experimenten geklidrt werden, ob HCN1 und HCN2 in den
gleichen Dendritenbiindeln ko-lokalisiert sind oder ob HCN2 mdéglicherweise alleine in einer
Subpopulation von Pyramidenzellen exprimiert wird. Die Zellkorper der Pyramidenzellen
werden duch QQA-4A6 nicht angefirbt.

AuBer in Pyramidenzellen 1dBt sich HCN2 in sehr kleinen Neuronen nachweisen, die
gleichmiBig iiber die Schichten III bis VI verteilt sind (Abb. 3.29 A, lange Pfeile). Abb. 2.29
C zeigt ein solches Neuron in einer AusschnittsvergroBerung. Form und Verteilung der Zellen
lassen vermuten, daBl es sich um GABAerge Neuronen handelt. Dies kann jedoch nur durch

immunhistochemische Doppelfdarbungen geklidrt werden.

Abb. 3.29: Lokalisation von HCN2 im Parietalen Cortex. Dargestellt sind die immunhistochemischen
Firbungen von Coronalschnitten des Rattencortex durch den Antikorper QQA-4A6 (1:20-Verd.). A): Ubersicht
iiber die corticalen Schichten I-VI. Die gefiirbten Dendritenbiume (kurze Pfeile) und Dendritenbiindel
(Pfeilspitzen) der Pyramidenzellen sind markiert. Lange Pfeile markieren einige der sehr kleinen HCN2-
positiven Neuronen, die gleichmiBig iiber die Schichten TII bis VI wverteilt sind. B): HCN2-positive
Dendritenbiindel von Pyramidenzellen in den Schichten III und IV. C): Kleines HCN2-positives Neuron in
Schicht IT1. Die Balken entsprechen 200 um in A, 40 um in B und 20 pm in C.
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Expressionsmuster von HCN3:

Die Expression von HCN3 ist auf einzelne Neuronen mittlerer GroBe in den Schichten IV und
V beschrinkt (Abb. 3.30 A, kurze Pfeile). Abb. 3.30 B zeigt die HCN3-positiven Neuronen
bei stirkerer Vergroferung. Wihrend die Zellkdrper (lange Pfeile) und primdren Dendriten
(Pfeilspitzen) angefdrbt werden, sind keine Firbungen der sekundiren Dendriten oder Axone
zu beobachten. Im Gegensatz zu HCN1 und HCN2 wird HCN3 nicht in Pyramidenzellen

exprimiert.

Abb. 3.30: Lokalisation von HCN3 im Parietalen Cortex. Dargestellt sind die immunhistochemischen
Firbungen von Coronalschnitten des Rattencortex durch den Antikirper TLL-6CS (1:20-Verd.). A): Ubersicht
iiber die corticalen Schichten I-VI. Einige der nur schlecht erkennbaren HCN3-positiven Neuronen sind durch
kurze Pfeile markiert. B): Nahaufnahme von HCN3-positiven mittelgroBen Neuronen in Schicht V. Die
gefirbten Zellkdrper (lange Pfeile) und priméren Dendriten (Pfeilspitzen) sind markiert. Die Balken entsprechen
100 pm in A und 50 um in B.

Expressionsmuster von HCN4:

HCN4-positive Zellen (Pfeile) lassen sich vor allem in den Schichten II und III nachweisen
(Abb. 3.31 A). Die Zelldichte nimmt in den Schichten IV bis VI deutlich ab. Bei den
angefiirbten Zellen handelt es sich um sehr kleine Neuronen. Abb. 3.31 B zeigt eine Gruppe
dieser HCN4-positiven Neuronen in einer stirkeren VergroBerung. Ahnlich wie HCN3 wird
HCN4 nicht in Pyramidenzellen exprimiert.
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Abb. 3.31: Lokalisation von HCN4 im Parietalen Cortex. Dargestellt sind die immunhistochemischen
Firbungen von Coronalschnitten des Rattencortex durch den Antikérper SHG-1ES (1:20-Verd.). A): Ubersicht
iiber die corticalen Schichten I-VI. Kurze Pfeile markieren einige der sehr kleinen HCN4-positiven Neuronen,
die hauptsichlich in den Schichten II und III vorkommen, aber auch in den Schichten IV bis VI zu finden sind.
B): Nahaufnahme von kleinen HCN4-positiven Neuronen in Schicht III. Die Balken entsprechen 200 pm in A
und 20 pm in B.

Die Untersuchungen am Parietalen Rattencortex zeigen, daB sich auch in diesem Abschnitt
des ZNS die vier HCN-Kanaltypen deutlich in ihrer zelluldren und subzelluldren Lokalisation
voneinander unterscheiden. In zukiinftigen Experimenten wird die Expression der HCN-
Kanile in anderen Gehirnarealen untersucht werden. Besondere Aufmerksamkeit sollte dabei
Arealen mit spontaner Rhythmogenese zukommen, in denen die HCN-Kandle von

entscheidender Bedeutung sind.
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HCN-Kanidle sind von groBem medizinischem Interesse, da sie beispielsweise in den
Schrittmacherzentren des Herzens und in den Neuronen des Thalamus an der Erzeugung und
Regulation rhythmischer Aktivierungsmuster beteiligt sind. Im Genom der Sdugetiere wurden
vier verschiedene Gene fiir HCN-Kaniile identifiziert (Ubersicht: z.B. Kaupp & Seifert, 2001).
Alle vier Typen wurden bereits in heterologen Expressionssystemen elektrophysiologisch
untersucht (Ludwig et al., 1998; Santoro et al., 1998; Ludwig et al., 1999; Seifert et al., 1999;
Moosmang et al., 2001) und waren in der Lage, funktionelle homooligomere Kanalkomplexe
zu bilden. Untersuchungen an Froschoozyten, in denen HCN1 und HCN2 ko-exprimiert
wurden, deuten darauf hin, da sie auch heterooligomere Komplexe bilden kénnen (Chen et
al., 2001; Ulens & Tytgat, 2001). Die Kanaleigenschaften der heterooligomeren Komplexe
unterscheiden sich von denen der homooligomeren Kanéle. Unklar war bislang, ob die HCN-
Kanile in vivo homo- oder heterooligomere Kanalkomplexe bilden. In der vorliegenden
Arbeit wurden daher die Expressionsmuster der vier HCN-Kanaltypen mit Hilfe von
molekularbiologischen, biochemischen und immunhistochemischen Methoden untersucht.
Durch Ko-Immunprizipitation sollten heterooligomere HCN-Kanéle sowohl in heterologen

Expressionssystemen, als auch in nativem Gewebe nachgewiesen werden.

4.1 Gewebespezifische Expression der HCN-Kanéle

Nachdem die c¢DNA-Sequenzen der HCN-Kanalgene bekannt waren, haben mehrere
Arbeitsgruppen damit begonnen, das Expressionsmuster der vier Typen in verschiedenen
Sdugetierspezies (Maus, Ratte, Kaninchen, Mensch) mit Hilfe molekularbiologischer und
biochemischer Methoden zu untersuchen. Die Untersuchungen lieferten z.T. widerspriichliche
Ergebnisse. Um einen besseren Uberblick zu bekommen, sind die Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit und anderer Arbeitsgruppen in Tab. 4.1 zusammengefalt.
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Gewebe HCN1 HCN2 HCN3 HCN4

Gehirn 4 12347891012 4 L34789.10 4 134789 4/ L467881018

 Amygdala | g0 [ gm0 | + | +re0

© Bulbus 0 | $o0 | $ro0 | + | P
Olfactorius

" Cerebellum | 4 l23azo0n | T +0 | Fe0

~ Cerebraler | . - rvarsoz | P I +0 | 40
Cortex

~ Hippocampus | . 4 2sazo0e | 400 | +0 | 40

 Himstamm | . gfaroion T T +0 | PR

~ Thalamus | . - | P + | I

Herz Tl S NTNEE] 4 24661 - 3481 + 14567801

Retina + LU + L 4+ LI /-1

Bauchspeicheldriise 4 14 o3 nicht untersucht - 16

Hoden o[- 184 =34 =34 41

Leber - 34 - 34 - - 146

Lunge ] - +/- " /-8

Niere o L34 -3 'H(- 413 - l5s

Skelettmuskel A fa 1423 o . 34 /- 56

Tab. 4.1: Ergebnisse zur Untersuchung der Expression der HCN-Gene. Die Tabelle fait zusammen, in
welchen untersuchten Geweben, bzw. Teilarealen der jeweilige HCN-Kanaltyp nachgewiesen (+) bzw. nicht
nachgewiesen (-) werden konnte. Die hochgestellten Zahlen geben die Referenzen an: " diese Arbeit; ® Santoro
et al., 1997; © Ludwig et al., 1998; “ Santoro et al., 1998; ® Ishii et al., 1999; © Ludwig et al., 1999;
™ Moosmang et al., 1999; ® Shi et al., 1999; ® Monteggia et al., 2000; "’ Santoro et al., 2000; '’ Moosmang et
al., 2001: " Moroni et al., 2001.

Besonders intensiv wurden die Expressionsmuster der HCN-Kanéle im Gehirn und im Herzen
untersucht. Fiir alle anderen untersuchten Gewebe - mit Ausnahme der Retina - existieren
lediglich Ergebnisse aus Northernblot-Experimenten. Im folgenden werden die Ergebnisse fiir
Gehirn und Herz niher besprochen. Das Expressionsmuster der HCN-Kanile in der Retina

wird im Abschnitt 4.3 genauer diskutiert.

HCN-Kanile im Gehirn:

Alle vier HCN-Kanaltypen lassen sich im Sdugetiergehirn nachweisen. HCN2 wird in fast
allen Hirnarealen exprimiert. Die stirksten Signale im Maus- und Rattengehirn lassen sich im
Bulbus Olfactorius, im Thalamus, im Cerebralen Cortex, im Hippocampus und im

Cerebellum beobachten (Moosmang et al., 1999; Monteggia et al., 2000; Santoro et al., 2000).
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Transkripte von HCNI lassen sich ebenfalls in fast allen Hirnarealen nachweisen. Die
Regionen mit der stidrksten HCNI-Expression sind die corticalen Schichten II und V, der
Hippocampus und das Cerebellum (Santoro et al., 1997; Moosmang et al., 1999; Monteggia et
al., 2000; Santoro et al., 2000). Im Gegensatz dazu finden Moroni et al. (2001) im
Kaninchengehirn zwar HCN1-Transkripte im Cerebellum und im Hippocampus, nicht aber im
Cortex und im Thalamus. Im Vergleich zu HCN1 und HCN2, ist die Expression von HCN4
auf bestimmte Hirnregionen beschrinkt (Moosmang et al., 1999; Seifert et al., 1999;
Monteggia et al., 2000; Santoro et al., 2000). Eine besonders starke Expression 146t sich im
Thalamus, im Bulbus Olfactorius und in der Habenula beobachten. In anderen Regionen des
Gehirns ist die Expression auf einzelne Nuclei beschrinkt. Moosmang et al. (1999) konnen
HCN3-Transkripte in geringem Ausmall im gesamten Mausgehirn nachweisen. Die einzige
Region mit einer erhohten HCN3-Expression ist der Bulbus Olfactorius. Dagegen berichten
Monteggia et al. (2000) von einer erhohten HCN3-Expression im Hippocampus, sowie
einzelnen Nuclei im Thalamus, im Hypothalamus und im motorischen bzw. im auditorischen

System des Rattengehirns.

HCN-Kanile im Herzen:

HCN2 und HCN4 lassen sich durch Northernblot-Experimente im Herzen nachweisen
(HCN2: Ludwig et al., 1998; Santoro et al., 1999. HCN4: Santoro et al., 1998; Ludwig et al.,
1999; Moosmang et al., 1999; Seifert et al., 1999). Ahnlich wie im Gehirn wird HCN2 im
Herzen gleichmiBig in verschiedenen Abschnitten exprimiert (Ludwig et al., 1999; Shi et al.,
1999; Moosmang et al., 2001). HCN4 kann ebenfalls in verschiedenen Herzarealen
nachgewiesen werden. Allerdings ist die Expression im Sinusknoten wesentlich stirker als in
den anderen Arealen (Ishii et al., 1999; Ludwig et al., 1999; Shi et al., 1999; Moosmang et al.,
2001). Widerspriichliche Ergebnisse existieren fir HCN1. Wihrend Santoro et al. (1997,
1998) und Ludwig et al. (1998) in Northernblot-Experimenten kein HCN1-Transkript im
Mausherzen nachweisen konnen, zeigen Moosmang et al. (2001) mit Hilfe der in situ-
Hybridisierung eine geringe HCNI1-Expression. Shi et al. (1999) detektieren HCNI-
Transkripte im Sinusknoten und Ventrikel des Kaninchens, nicht aber im Ventrikel der Ratte.
Die Ergebnisse fiir das Kaninchenherz werden auch von Moroni et al. (2001) bestitigt, die die
HCN1-Expression mit Hilfe von molekularbiologischen und biochemischen Methoden
untersuchten. Die Northernblot-Ergebnisse der vorliegenden Arbeit (Abschnitt 3.1.1) deuten
darauf hin, daB HCNI1 in sehr geringen Mengen auch im menschlichen Herzen exprimiert

wird. Die widerspriichlichen Ergebnisse lassen sich sowohl mit speziesbedingten



4 Diskussion 108

Unterschieden, als auch mit den wunterschiedlichen Sensitivititen der angewandten
Nachweistechniken begriinden. Transkripte von HCN3 konnten bisher nicht im Herzen
nachgewiesen werden (Ludwig et al., 1998; Santoro et al., 1998; Shi et al., 1999; Moosmang
et al., 2001).

In anderen Geweben wurden HCN-Transkripte bisher nur durch Northernblot-Experimente
nachgewiesen. Die Ergebnisse der verschiedenen Arbeitsgruppen sind jedoch sehr
widerspriichlich. Einige dieser Widerspriiche konnten damit erklirt werden, daB die Poly(A)*-
RNA-Proben durch genomische DNA verunreinigt waren. Da HCN-Strome in zahlreichen
Neuronen des Peripheren und Zentralen Nervensystems gemessen werden konnen (Ubersicht:
Pape, 1996), konnten einige der schwachen Northernblot-Signale auch von Poly(A)"™-RNA
aus Neuronen stammen, die die untersuchten Gewebe durchziehen. Welche Zelltypen in den
Geweben tatsdchlich HCN-Kanalproteine exprimieren, kann nur durch immunhistochemische
Féarbungen geklirt werden. Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit Antikorper

gegen die vier HCN-Kanaltypen hergestellt.

4.2 Biochemische Charakterisierung der HCN-Kanalproteine

In Westernblot-Analysen kann untersucht werden, in welchen Geweben ein bestimmtes
Protein exprimiert wird, und ob dieses Protein gewebespezifische Modifikationen erfahrt. Mit
Hilfe der in dieser Arbeit hergestellten AntikOrper wurde die Expression der HCN-Kanile in
der Rattenretina, im Ratten- und Mausgehirn, sowie in transfizierten HEK 293-Zellen
untersucht.

In der Rattenretina konnen alle vier HCN-Kanaltypen nachgewiesen werden (3.3.1). Die
GroBen der detektierten Proteine liegen jeweils ca. 5-10 kDa {iiber den anhand der
Aminosduresequenzen errechneten Molekulargewichten der HCN-Kanalproteine. Wurden die
Membranproteine mit der Deglykosidase PNGase F behandelt, so verringert sich das
Molekulargewicht der Proteine. Die Deglykosylierungsstudien zeigen also, daBl alle vier
HCN-Kanaltypen in der Rattenretina in einer glykosylierten Form vorliegen.
Deglykosylierungsstudien an heterolog exprimierten HCN-Kanalproteinen ergaben, dafl auch
in den HEK 293-Zellen alle vier HCN-Kanalproteine glykosyliert sind. In Westernblot-
Analysen unterscheidet sich das Laufverhalten der glykosylierten HCN4-Kanalproteine aus
der stabilen Zellinie HEK 293-Flp-hHCN4 von denen aus transient transfizierten HEK 293-
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Zellen (nicht gezeigt). Dies deutet darauf hin, dal die Kanalproteine in den verschiedenen
Zellen unterschiedlich glykosyliert werden. Da sich die HCN4-Kanile in den beiden Zellinien
auch in ihren elektrophysiologischen Eigenschaften geringfiigig voneinander unterscheiden
(Dr. R. Seifert, personliche Mitteilung), kann nicht ausgeschlossen werden, daBl die
Glykosylierung die physiologischen Eigenschaften der Kanidle beeinflufit. Da alle vier HCN-
Kanaltypen im nativen Gewebe (Rattenretina) anders glykosyliert sind als im heterologen
Expressionssystem (HEK 293-Zellen), kdnnte sich ein Vergleich der elektrophysiologischen
Eigenschaften von nativen HCN-Kanidlen und heterolog exprimierten HCN-Kanilen als
schwierig erweisen.

Zwischen den deglykosylierten HCN-Kanalproteinen aus Rattenretina und HEK 293-Zellen
existieren keine GroBenunterschiede. Die Grofen der im Westernblot detektierten Proteine
entsprachen in beiden Fillen dem errechneten Molekulargewicht. In der Rattenretina erfahren
HCN-Kanile also keine anderen posttranslationalen Modifikationen, die zu einem deutlich
verdnderten Laufverhalten in Westernblot-Experimenten fithren. Dies steht im Gegensatz zu
dem homologen HCN-Kanalprotein der Seeigelart S.purpuratus (SPIH), fiir das gezeigt
werden konnte, daB es in den Flagellen von Spermien phosphoryliert vorliegt (Gauss et al.,
1998). Elektrophysiologische Untersuchungen gaben aber Hinweise darauf, daf die
Kanaleigenschaften der Sdugetier-HCN-Kanile durch Phosphorylierung moduliert werden
konnen (Yu et al., 1993; Accili et al., 1997; Cathala & Paupardin-Tritsch, 1997; Wu & Cohen,
1997). Tatsdchlich enthalten die Aminosiduresequenzen der HCN-Kanidle Konsensus-
sequenzen fiir die Phosporylierung durch verschiedene Proteinkinasen (Santoro et al., 1998;
Scholten, 1998; Monteggia et al., 2000). Eine interessante Frage fiir zukiinftige Experimente
ist daher, in welchen Geweben bzw. Zelltypen die Phosphorylierung der HCN-Kanile
physiologisch bedeutsam ist.

HCN3 ist der einzige HCN-Kanaltyp, der in transfizierten HEK 293-Zellen nicht nur
glykosyliert, sondern noch auf eine andere Weise posttranslational modifiziert ist. Die
modifizierte Form des Kanalproteins besitzt ein um ca. 5 kDa groBeres Molekulargewicht als
die "einfache" Form des Kanalproteins. Die Art der Modifizierung konnte nicht geklart
werden. Da das Molekulargewicht von HCN3 nicht verringert wird, wenn die
Membranproteine vor der SDS-Gelelektrophorese mit Phosphatasen behandelt werden (nicht
gezeigt), handelt es sich vermutlich nicht um eine Phosphorylierung.

Mit Hilfe der Westernblot-Technik wurde nicht nur die Expression der HCN-Kanile in der
Rattenretina, sondern auch im Ratten- und Mausgehirn untersucht. In beiden Spezies konnten

die Kanalproteine HCN1, HCN2 und HCN4 nachgewiesen werden. Die detektierten
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Bandenmuster entsprechen denen in der Rattenretina und deuten nicht darauf hin, da die
Kanalproteine in den verschiedenen Geweben oder Spezies unterschiedlich glykosyliert sind.
Die Untersuchung der gewebespezifischen Expression der HCN-Kanile (diese Arbeit;
Santoro et al., 1997; Moosmang et al., 1999; Monteggia et al., 2000; Santoro et al., 2000)
zeigen, daB im Gegensatz zu HCN1 und HCN2 das HCN4-Kanalprotein nicht gleichmiBig im
gesamten Gehirn exprimiert wird, sondern auf bestimmte Gehirnareale beschrinkt ist.
Tatsdchlich kann das HCN4-Signal verstirkt werden, indem fiir die Westernblot-Analysen
Membranproteine aus solchen Gehirnarealen angereichert werden. Im Gegensatz zu HCNI,
HCN2 und HCN4 konnte das HCN3-Kanalprotein im Ratten- und Mausgehirn bislang nicht
nachgewiesen werden. Obwohl Moosmang et al. (1999) durch in siru-Hybridisierungen eine
leicht erhohte HCN3-Expression im Bulbus Olfactorius nachweisen, konnten auch in diesem
Gewebe keine HCN3-Signale im Westernblot detektiert werden. Die Expressionsrate des
Kanalproteins ist anscheinend so gering, daf} sich das spezifische HCN3-Signal nicht von den
unspezifischen Hintergrundsignalen, die beispielsweise vom sekundédren Antikdrper stammen,
abhebt. In zukiinftigen Experimenten konnte der Nachweis von HCN3 im Ratten- und
Mausgehirn gelingen, wenn das spezifische Signal beispielsweise durch einen tertidiren
Antikorper verstirkt wird; diese Methode wurde bei den Fédrbungen von Rattenretina-

Schnitten (2.15.2; 3.3.2) erfolgreich angewandt.

In Northernblot-Experimenten wurden bei allen vier HCN-Kanaltypen mehrere
Gentranskripte unterschiedlicher GroBe nachgewiesen (diese Arbeit; Santoro et al., 1997;
Ludwig et al., 1998; Santoro et al., 1998; Ishii et al., 1999; Ludwig et al., 1999; Moosmang et
al., 1999; Seifert et al., 1999). Diese unterschiedlich groBen Gentranskripte konnten auf
SpleiBvarianten der Gene hindeuten. Wenn tatséchlich SpleiBvarianten der HCN-Kanile
existieren, handelt es sich wahrscheinlich um Kanalproteine mit unterschiedlichen N- oder C-
Termini. In den Westernblot-Analysen der vorliegenden Arbeit konnten allerdings weder in
der Rattenretina, noch im Ratten- und Mausgehirn SpleiBvarianten der vier Gene
nachgewiesen werden. N-terminale SpleiBvarianten miillten von den AntikOrpern erkannt
werden, da die Epitope im C-terminalen Abschnitt liegen. Um ausschlieBen zu kdnnen, da3
die Epitope der AntikOrper durch alternatives Spleilen aus dem Kanalprotein entfernt werden,
wurden menschliche, genomische Klone, die das hHCN4-Kanalgen enthalten, isoliert und
sequenziert (nicht gezeigt). Im Bereich des Antikorper-Epitops (zwischen cNMP-Bindestelle
und C-Terminus) befinden sich keine Exon/Intron-Grenzen. Andere Arbeitsgruppen haben die

genomische Struktur des hHCN2-Kanalgens untersucht und konnten ebenfalls keine
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Exon/Intron-Grenzen im entsprechenden Abschnitt finden (Ludwig et al., 1999; Vaccari et al.,
1999). Ein Vergleich der c¢DNA-Sequenz von hHCNI mit genomischen Sequenzen
(GeneBank Zugangsnummern AC023113.3 und AC026621.2) zeigt, dal auch dieser HCN-
Kanaltyp im Bereich des Antikorper-Epitops nicht gespleift wird. Die vorhandenen
SpleiBgrenzen sind in den drei HCN-Kandlen hoch konserviert. Dies 146t vermuten, dafl
ebenfalls keine C-terminalen Spleivarianten des hHCN3-Kanalgens existieren. Ebensowenig
gibt es Hinweise darauf, daB die HCN-Kanidle in anderen Spezies C-terminal gesplei3t

werden.

4.3 Lokalisation der HCN-Kaniile in der Rattenretina

Die zelluldre und subzelluldre Lokalisation der HCN-Kanile in der Rattenretina wurde mit
Hilfe von immunhistochemischen Farbungen untersucht. Das Hauptaugenmerk lag dabei auf
der Expression der HCN-Kandle in den Photorezeptoren und den nachgeschalteten

Bipolarzellen. In Tab. 4.2 sind die Ergebnisse dieser Untersuchungen zusammengefalt.

Zelltyp HCN1 HCN2 HCN3 HCN4
Stabchen +)
Zapfen + +

Zapfenbipolarzelle Typ1

Zapfenbipolarzelle Typ 2

Zapfenbipolarzelle Typ 3 +
Zapfenbipolarzelle Typ 4

Zapfenbipolarzelle Typ 5 + +
Zapfenbipolarzelle Typ 6 2

Zapfenbipolarzelle Typ 7 ?

Zapfenbipolarzelle Typ 8 +

Zapfenbipolarzelle Typ 9 ?

Stabchenbipolarzelle +

Tab. 4.2: Lokalisation der HCN-Kaniile in Photorezeptoren und Bipolarzellen der Rattenretina. In der
Tabelle sind die Ergebnisse der immunhistochemischen Firbungen aus dieser Arbeit zusammengefalit. Einige
Zelltypen lieBen sich noch nicht eindeutig als HCN-positiv identifizieren. Diese Zelltypen sind in der Tabelle mit
einem Fragezeichen markiert. In der vorliegenden Arbeit konnten keine starken HCN1-spezifischen Fiarbungen
von Stiabchen gezeigt werden. Daher ist das Plus in der Tabelle eingeklammert. Andere Untersuchungen (siche
Text) zeigen aber eindeutig, da HCN1 in Stédbchen exprimiert wird.
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Die immunhistochemischen Farbungen ergaben, daB sich die verschiedenen HCN-Kanaltypen
deutlich in ihren zelluldren und subzelluldren Expressionsmustern voneinander unterscheiden.
In den meisten Zelltypen wird jeweils nur ein einzelner HCN-Kanaltyp exprimiert. Damit
konnte zum ersten Mal nach der Klonierung der HCN-Kanalgene gezeigt werden, daB in den
meisten nativen Zellen keine heterooligomeren Komplexe aus HCN1 bis HCN4 vorliegen.
Nur in Zapfen und Typ 5-Zapfenbipolarzellen kdnnen jeweils zwei verschiedene Typen von
HCN-Kanilen nachgewiesen werden. In Zapfen scheinen sich die beiden HCN-Kanile
allerdings in ihrer subzelluldren Lokalisation voneinander zu unterscheiden: wihrend HCN2-
spezifische Antikorper die Zellkorper anfirben, konnen HCN3-Kanalproteine ausschlieBlich
im synaptischen Endfufl nachgewiesen werden. Da alle verfiigbaren Antikdrper gegen HCN2
und HCN3 in der gleichen Spezies (Ratte) hergestellt wurden, konnten noch keine direkten
Ko-Lokalisationsexperimente durchgefiihrt werden. Fiir zukiinftige Experimente ist daher die
Herstellung weiterer Antikorper gegen die beiden HCN-Kanaltypen in einer anderen Spezies
geplant.

Eine andere Situation ergibt sich fiir Typ 5-Zapfenbipolarzellen. In diesen Zellen werden
HCNI- und HCN4-Kanalproteine ko-exprimiert. Durch Doppelfirbungen konnte gezeigt
werden, dal beide Kanalproteine sowohl im Axonterminalsystem, als auch im Bereich der
Zellkorper ko-lokalisiert sind. In diesem Zelltyp konnten daher die HCN-Kanile als
heterooligomere Komplexe aus HCN1 und HCN4 vorliegen. Mit Hilfe von biochemischen
Methoden konnten bisher aber noch keine heterooligomeren Komplexe nachgewiesen werden
(siche dazu auch Abschnitt 4.4). AuBerdem wird HCN4 auch in Typ 3-Zapfenbipolarzellen
exprimiert, in denen jedoch kein HCN1-Kanalprotein nachgewiesen werden kann. Die beiden

HCN-Kanile werden also nicht grundsitzlich in einer Zelle ko-exprimiert.

Im Laufe der vorliegenden Arbeit verdffentlichten Moosmang et al. (2001) eine Studie zur
Lokalisation von HCN-Kanilen in der Mausretina mit Hilfe der in situ-Hybridisierung (ISH).
In Tab. 4.3 werden die Ergebnisse der beiden Arbeiten miteinander verglichen. Dabei ist zu
beachten, dal durch in situ-Hybridisierungen Nukleinsduren nachgewiesen werden und daher
keine Aussagen iiber die subzelluldre Lokalisation der Proteine moglich ist. Zudem sind die
gezeigten Firbungen in Moosmang et al. (2001) so diffus, daB keine einzelnen Zellen
identifiziert werden konnen. Um diesen Umstand zu beriicksichtigen, ist in der Spalte
"Zellschicht" fiir jede nukledre Schicht angegeben, welche Neuronentypen darin vorkommen.
Ferner ist fiir die Immunhistochemie (IHC) nur der jeweils identifizierte Zelltyp, nicht aber

die genaue subzellulédre Lokalisation angegeben.
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HCN1 HCN2 HCN3 HCN4

Zellschicht ISH | IHC ISH | IHC ISH | THC ISH | IHC
ONL: i : ! !

+ | (Stiibchen) - Zapfen - Zapfen - =
Photorezeptoren 5 : | :
INL:

! ) Bipolar- oder

Bipolar-, . Bipolar- und . Bipolar- und : Bipolar- und

+ + + ' Amakrinzellen -
Horizontal- und ' Amakrinzellen : Amakrinzellen ! . ' Amakrinzellen
Amakrinzellen ' ' ' !
GCL: !
Ganglien-  und ; : Ganglienzellen | )

+ ' Ganglienzellen | + : Ganglienzellen | + - Ganglienzellen
versetzte : : ? :
Amakrinzellen

Tab. 4.3: Lokalisation der HCN-Kaniile in der Ratten- und Mausretina. In der Tabelle werden die
Ergebnisse der immunhistochemischen Firbungen (IHC) aus der vorliegenden Arbeit mit den Ergebnissen der
in situ-Hybridisierungen (ISH) aus Moosmang et al., 1999 verglichen. Da durch in situ-Hybridisierungen keine
zellulidre oder subzelluldre Lokalisation méglich ist, wird in der Spalte "Zellschicht” fiir jede nukledire Schicht
(outer nuclear layer, ONL; inner nuclear layer, INL; ganglion cell layer, GCL) angegeben, welche
Neuronentypen darin vorkommen. In den Spalten "THC" sind die Neuwronentypen angegeben, die in der
jeweiligen Schicht identifiziert wurden. Da noch nicht alle HCN3-positiven Neuronentypen eindeutig
identifiziert werden konnten, sind einige Neuronentypen durch ein Fragezeichen markiert. Die Fiarbung von
Stiibchen durch HCN1-spezifische Antikrper war nicht eindeutig, weshalb dieser Zelltyp eingeklammert ist.

Die meisten Ergebnisse der immunhistochemischen Firbungen an der Rattenretina werden
durch die Ergebnisse der in situ-Hybridisierung bestitigt. Es sind aber auch einige
Abweichungen zu beobachten. Im folgenden werden die Ergebnisse der beiden
Untersuchungen miteinander verglichen. Es wird diskutiert, aus welchen Griinden die
abweichenden Ergebnisse zustande kommen konnten, und welche immunhistochemischen
Ergebnisse bereits durch andere Experimente bestitigt werden konnten. Gleichzeitig wird
dariiber spekuliert, welche Funktionen der jeweilige Typ von HCN-Kanal in den Zellen
fibernehmen konnte. Als Grundlage fiir diese Spekulationen dienen die Expressionsmuster der
HCN-Kanidle in der Rattenretina und die biophysikalischen Eigenschaften der heterolog

exprimierten Kanile.

HCNI:

Das stirkste Signal bei der in situ-Hybridisierung stammt aus der Innensegmentschicht der
Photorezeptoren. Durch den Antikdrper RTQ-7C3 kann bestenfalls ein schwache Firbung von
Stibchen beobachtet werden. Der gleiche Antikorper ergibt in der Mausretina eine eindeutige
Farbung der Stidbchen (Dr. F. Miiller, personliche Mitteilung). Der Antikorper IHR-2G4 férbt
Stidbchen in beiden Spezies mit vergleichbarer Intensitit. Da dieser Antikdrper in

Westernblot-Analysen noch mit anderen Proteinen kreuzreagiert, sind die Fiarbungen mit
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IHR-2G4 jedoch vorsichtig zu interpretieren. Gegen Ende der vorliegenden Arbeit stand ein
Antikorper (Alomone Labs; Jerusalem, Israel) zur Verfligung, der einen N-terminalen
Abschnitt des HCN1-Kanalproteins erkennt. Erste Untersuchungen an der Rattenretina
zeigen, dal dieser Antikorper in der IPL die gleichen Strukturen firbt wie RTQ-7C3.
Stidbchen werden durch den Alomone-Antikorper jedoch wesentlich stiarker geférbt als durch
RTQ-7C3 (Dr. F. Miiller, personliche Mitteilung). Moglicherweise liegt das Kanalprotein in
Rattenphotorezeptoren in einer Form vor, in der das Epitop fiir den AntikOrper maskiert ist. In
elektrophysiologischen Untersuchungen an Stibchen der Ratte konnen HCN-Strome
gemessen werden, die denen aus rHCNI-exprimierenden HEK 293-Zellen &hneln
(E. Ivanova, persOnliche Mitteilung). In Abschnitt 1.3 wurde beschrieben, wie ein HCN-
Strom der lichtinduzierten Hyperpolarisation in Photorezeptoren entgegenwirkt. Es kann
daher vermutet werden, dal HCN1 genau diese Funktion im Stdbchen iibernimmt. Dafiir
spricht auch die Kinetik des heterolog exprimierten HCN1-Kanals, die deutlich schneller ist,
als die der anderen drei HCN-Kanaltypen (Moosmang et al., 2001; zur Ubersicht: Kaupp &
Seifert, 2001).

Das HCNI1-Kanalprotein 148t sich mit Hilfe von immunhistochemischen Firbungen der
Rattenretina in Bipolar-, Amakrin- und Ganglienzellen nachweisen. Entsprechend werden bei
der in situ-Hybridisierung an der Mausretina die INL und die GCL angefiarbt. HCNI-
spezifische Antikorper fiarben sowohl Zellkdrper, als auch Axonterminalsysteme dieser
Zellen. Moglicherweise stabilisiert HCN1 das Ruhepotential dieser Zellen. In den Zelltypen,
in denen HCN1 mit HCN4 ko-exprimiert wird, konnte aber auch ein heterooligomerer HCN-

Kanal mit vollkommen neuen Eigenschaften vorliegen.

HCN2:

HCN2-Transkripte konnen durch in situ-Hybridisierung in der INL und der GCL
nachgewiesen werden, was den immunhistochemischen Féarbungen von Bipolar-, Amakrin-
und Ganglienzellen entspricht. Bei genauerer Betrachtung des Expressionsmusters in
Bipolarzellen fillt auf, daB HCN2 ausschlieBlich in ON-Bipolarzellen, nicht aber in OFF-
Bipolarzellen exprimiert wird. ON-Bipolarzellen sind im Dunkeln inaktiv, da sie aufgrund der
Glutamat-Freisetzung am Photorezeptorendfull hyperpolarisieren. HCN-Kanéle konnten der
Hyperpolarisation durch einen Na'-Einstrom entgegenwirken. Interessanterweise 148t sich das
HCN2-Kanalprotein vor allem in den axonterminalen Endigungen der ON-Bipolarzellen
nachweisen, wo HCN2-Kandle moglicherweise die Transmitterfreisetzung modulieren.

Beaumont & Zucker (2000) fanden Hinweise darauf, dal prasynaptische HCN-Strome direkt
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an der Kontrolle der synaptischen Transmission beteiligt sind und durch die Serotonin-
induzierte Anderung der cAMP-Konzentration moduliert werden. HCN2 koénnte diese
Funktion erfiillen, da er im Gegensatz zu HCN1 deutlich durch cAMP moduliert wird (die
Aktivierungskurve des heterolog exprimierten Kanals wird um 12-14 mV zu positiveren
Spannungen verschoben; Ludwig et. al, 1998 und 1999).

Wihrend durch HCN2-spezifische AntikOrper auch die Zellkorper von Zapfen gefarbt
werden, konnen Moosmang et al. (2001) keine Firbungen in der Innensegmentschicht
beobachten. Die immunhistochemischen Signale in der IPL sind wesentlich stirker als die
Signale in den Zapfen. Es ist daher moglich, dal die in situ-Signale in den Photorezeptoren zu
schwach sind, um detektiert werden zu kdnnen. Erste immunhistochemische Untersuchungen
zeigen zudem, da HCN2 in Maus und Ratte teilweise in verschiedenen Zelltypen exprimiert

wird (Dr. F. Miiller, personliche Mitteilung).

HCN3:

HCN3-Transkripte konnen durch in situ-Hybridisierung in der INL und der GCL
nachgewiesen werden. Die immunhistochemischen Firbungen zeigen, daBl HCN3-
Kanalproteine ausschlieBlich in neuronalen Fortsdtzen lokalisiert sind. Welche Zelltypen in
der INL und GCL HCN3 exprimieren, konnte noch nicht genau geklart werden. Die
Ergebnisse der in situ-Hybridisierung und der immunhistochemischen Firbungen scheinen
sich aber nicht zu widersprechen. Ahnlich wie bei den Ergebnissen fiir HCN2 gibt es
Widerspriiche, was die Expression in Zapfen betrifft. Wihrend HCN3-Kanalprotein eindeutig
im ZapfenendfuB lokalisiert werden kann, kdnnen Moosmang et al. (2001) keine HCN3-
Transkripte in der Innensegmentschicht nachweisen. Ahnlich wie bei HCN2 konnten auch
hier schwache in sifu-Signale iibersehen worden sein und zu den unterschiedlichen
Ergebnissen gefiihrt haben.

Die subzelluldre Lokalisation des Kanalproteins 1468t vermuten, dal HCN3 an der Kontrolle
der préisynaptischen Transmission beteiligt ist, wie es bereits fiir HCN2 vermutet wurde (s.0.).
Da der heterologe HCN3-Kanal elektrophysiologisch noch nicht intensiv untersucht worden
ist, sind genauere Aussagen iiber seine Funktion nicht moglich. Bislang wurde beispielsweise
noch nicht untersucht, ob das Offnungsverhalten des heterologen Kanals durch die Bindung

von cCAMP moduliert wird.
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HCN4:

HCN4-Kanalproteine konnen mit Hilfe von immunhistochemischen Firbungen in Bipolar-,
Amakrin- und Ganglienzellen nachgewiesen werden. Dies steht im klaren Gegensatz zu den
Ergebnissen von Moosmang et al. (2001), die keine HCN4-Transkripte in der Mausretina
nachweisen konnen. Die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen konnten
bereits durch elektrophysiologische Untersuchungen bestitigt werden: In Zelltypen, die in der
Immunhistochemie als HCN4-positiv identifiziert worden waren, kann ein HCN-Strom
gemessen werden, der dem aus HCN4-transfizierten HEK 293-Zellen &hnelt (E. Ivanova,
personliche Mitteilung). AuBerdem ist es moglich, cDNA-Fragmente von HCN4 durch PCR
tiber Exon/Intron-Grenzen hinweg aus der Rattenretina zu amplifizieren (Dr. W. Bonigk,
personliche Mitteilung). Mit Hilfe von immunhistochemischen Farbungen konnte schlieBlich
gezeigt werden, daB auch in der Mausretina HCN4 exprimiert wird (Dr. F. Miiller,
personliche Mitteilung).

HCN4 ist im Gegensatz zu HCN2 oder HCN3 nicht auf neuronale Fortsdtze beschrinkt,
sondern gleichmiBig iiber die gesamte Bipolarzelle (Typ 3 und 5) verteilt. HCN4 konnte
moglicherweise die Lage des Membranpotentials mitbestimmen und somit auf die
Erregbarkeit der Zellen einwirken. Der heterolog exprimierte HCN4-Kanal ist auBerdem iiber
cAMP modulierbar (Ishii et al., 1999; Ludwig et al., 1999; Seifert et al., 1999). In Typ 5-
Zapfenbipolarzellen konnte HCN4 mit dem Dopamin-Rezeptor vom D1-Typ ko-lokalisiert
werden (nicht gezeigt). Die Bindung von Dopamin an den Rezeptor fiihrt iiber eine G-Protein-
gekoppelte Signalkaskade zu einer Erhdhung der intrazelluldren cAMP-Konzentration und

konnte auf diese Weise die HCN4-Aktivitdt modulieren.

4.4 Bilden HCN-Kaniéile homo- oder heterooligomere Kanalkomplexe?

Mit Hilfe von immunhistochemischen Farbungen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, da3
in den meisten Bipolarzellen der Rattenretina entweder keine HCN-Kanéle oder nur ein HCN-
Kanaltyp exprimiert werden. Nur in Typ 5-Zapfenbipolarzellen und einigen Ganglienzellen
sind die Kanalproteine HCN1 und HCN4 ko-lokalisiert. In diesen Zellen besteht die
Moglichkeit, daB die beiden HCN-Kanaltypen als heterooligomere Komplexe vorliegen.
Elektrophysiologische Untersuchungen an Froschoozyten, in denen HCN1 und HCN2 ko-
exprimiert werden, deuten darauf hin, da3 die beiden Kanaltypen heterooligomere Komplexe

bilden, die andere Kanaleigenschaften besitzen als die homooligomeren Komplexe (Chen et
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al., 2001; Ulens & Tytgat, 2001). Daher wurde in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe der
Immunprizipitation untersucht, ob sich heterooligomere Komplexe aus HCN1 und HCN4
nachweisen lassen. Die Untersuchungen wurden sowohl mit solubilisierten Membran-
proteinen aus transfizierten HEK 293-Zellen, als auch mit solubilisierten Membranproteinen
aus der Rattenretina durchgefiihrt.

Die ersten Experimente wurden mit Membranproteinen aus transfizierten HEK 293-Zellen
durchgefiihrt, da in diesem Zellsystem bestimmt werden kann, welcher HCN-Kanaltyp
exprimiert wird. Experimente mit einzel-transfizierten HEK 293-Zellen ergaben, dal der
HCN4-spezifische Antikorper SHG-1ES fiir die Immunprizipitation geeignet ist: Aus
Membranpriparationen von HEK 293-Zellen, die ausschlieBlich HCN4 exprimieren, wird das
Kanalprotein quantitativ prézipitiert. In einem entsprechenden Ansatz, der nur HCN1 enthilt,
wird das Kanalprotein nicht vom HCN4-spezifischen Antikorper erkannt und daher auch nicht
prézipitiert.

Im nidchsten Schritt wurden HEK 293-Zellen mit HCN1 und HCN4 ko-transfiziert und
untersucht, ob sich heterooligomere Komplexe aus den Kanalproteinen HCN1 und HCN4
bilden. Auch in diesem Versuchsansatz wird HCN1 nicht durch die SHG-1ES/Sdulenmatrix
prazipitiert, obwohl durch immunzytochemische Doppelfirbung von ko-transfizierten
HEK 293-Zellen gezeigt werden konnte, daB 50 % der HCN4-positiven Zellen auch HCN1
exprimierten. Dieses Ergebnis muB zunichst so interpretiert werden, dal HCNI1 nicht in
einem Komplex mit HCN4 vorliegt. Allerdings wird anscheinend die Affinitit des HCN4-
Kanalproteins zum Antikdrper herabgesetzt, so daBl die Immunprézipitation von HCN4 nicht
mehr quantitativ erfolgt. Eine mogliche Erkldrung fiir die abgeschwiéchte Wechselwirkung
zwischen HCN4-Kanalprotein und HCN4-Antikorper wiére, da das HCN1-Kanalprotein in
geringem Umfang mit dem HCN4-Antikorper kreuzreagiert. In diesem Fall konnten auch
homooligomere Komplexe von HCN1 die Immunprizipitation von HCN4-Kanalprotein durch
den HCN4-Antikorper storen. Um  diese Moglichkeit auszuschlieBen, wurden
Membranproteine aus HCN4-exprimierenden HEK 293-Zellen mit Membranproteinen aus
HCNI1-exprimierenden Zellen gemischt und zur Immunprézipitation eingesetzt. In diesem
Versuchsansatz kann man davon ausgehen, daf3 ausschlieBlich homooligomere Komplexe von
HCN4 bzw. HCN1 vorliegen. Das Ergebnis entsprach den Experimenten mit einzel-
transfizierten HEK 293-Zellen: Das HCN4-Kanalprotein wird durch die SHG-
1E5/Sédulenmatrix quantitativ prézipitiert, wihrend das HCN1-Kanalprotein nicht prézipitiert
wird. Das HCN1-Kanalprotein zeigt also keine Kreuzreaktion mit dem HCN4-Antikorper.
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Die verminderte Wechselwirkung zwischen HCN4-Kanalprotein und HCN4-Antikorper
scheint daher eine Folge der Ko-Expression von HCN4 und HCN1 zu sein.

Warum sich heterooligomere Komplexe aus HCN4 und HCN1 nicht nachweisen lassen, ist
nicht klar. Moglicherweise wird die Wechselwirkung zwischen den beiden Kanalproteinen
durch das Detergenz Triton X-100 gestort. Damit die integralen Membranproteine fiir eine
Immunprizipitation eingesetzt werden koOnnen, miissen sie zundchst mit Hilfe von
Detergenzien solubilisiert werden. Obwohl in dieser Arbeit nur nicht-denaturierende
Detergenzien zur Solubilisierung verwendet wurden, wird dadurch die native Konformation
der Proteine verdndert. Dadurch konnte die Wechselwirkung zwischen den Kanal-
untereinheiten so weit abgeschwiécht werden, dal sich im Verlauf der Immunprézipitation der
vermutlich tetramere Komplex auflost und zumindest teilweise von der Sdule gewaschen
wird. Als Alternative zum Detergenz Triton X-100 konnten andere Detergenzien zur
Solubilisierung verwendet werden. Die Wahl des geeigneten Detergenz ist jedoch nicht
einfach: Tests mit Digitonin ergaben beispielsweise, daB sich die Kanalproteine mit diesem
Detergenz solubilisieren lassen (3.3.3.1). Allerdings werden durch Digitonin unspezifische
Wechselwirkungen von HCN1 mit der Protein G-Sepharose nicht so effektiv unterdriickt wie
mit Triton X-100. Dies fiihrt bei der Auswertung der Immunprizipitation zu einer stirkeren
Hintergrundfarbungen der Westernblot-Membran (nicht gezeigt). Diese Hintergrundfiarbung
konnte wahrscheinlich unterdriickt werden, indem beispielsweise die Ionenbedingungen in
den Waschpuffern geidndert werden. Es ist jedoch unklar, welche Auswirkungen diese
Anderungen auf die Wechselwirkungen zwischen den HCN-Kanaluntereinheiten hitten. Eine
bessere Moglichkeit, heterooligomere Komplexe aus HCN1 und HCN4 nachzuweisen, ist
daher der FEinsatz von bifunktionellen, quervernetzenden Chemikalien (sogenannte
"Crosslinker"; Wong, 1993). Diese Crosslinker besitzen zwei reaktive Gruppen, die zwei
Proteine z.B. iiber Lysinreste miteinander vernetzen konnen. Einige Crosslinker sind unter
bestimmten Bedingungen wieder spaltbar. Solche Crosslinker konnten vor der Solubilisierung
eingesetzt werden, um die HCN-Kanaluntereinheiten untereinander zu vernetzen. Nach der
Immunprizipitation konnten die Proteine wieder voneinander getrennt und separat im
Westernblot nachgewiesen werden. Dabei ist allerdings zu beachten, dall unter Umstinden
auch Proteine vernetzt werden, die zwar nicht miteinander wechselwirken, aber raumlich eng
benachbart vorliegen. Sollte es durch den Einsatz von Crosslinkern gelingen, heterooligomere
Komplexe aus HCN1 und HCN4 biochemisch nachzuweisen, miissen diese Ergebnisse auf
jeden Fall durch andere - beispielsweise elektrophysiologische - Experimente bestitigt

werden.
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Auch in der Rattenretina sollten heterooligomere Komplexe aus HCN1 und HCN4 mit Hilfe
der Immunprizipitation nachgewiesen werden. Die immunhistochemischen Farbungen
zeigen, daf} nicht alle Zellen in der Rattenretina, die HCN4 exprimieren, auch HCN1-positiv
sind. Somit kann nur ein Bruchteil der in der Retina nachweisbaren Menge von HCN4
iiberhaupt in einem heterooligomeren Komplex mit HCN1 vorliegen. Dieser Bruchteil wurde
genauer quantifiziert, indem die HCN4-Immunfluoreszenz von gefirbten Rattenretina-
Schnitten mit Hilfe eines Konfokalen Mikroskops gemessen wurde. Die Fluoreszenzintensitit
in dem Bereich der IPL, in dem HCN4 und HCN1 ko-lokalisiert sind, wurde zur
Fluoreszenzintensitdt des gesamten Schnittes ins Verhiltnis gesetzt. Dies ergab, da maximal
10 % der HCN4-Immunfluoreszenz in der Rattenretina mit der HCN1-Immunfluoreszenz in
der IPL uibereinstimmt. Dieses Verhiltnis ist wesentlich geringer als bei den Experimenten
mit ko-transfizierten HEK 293-Zellen. Tatsdchlich waren bei den Versuchen mit
Membranproteinen aus der Rattenretina die Hintergrundsignale durch den "blutenden”
Antikorper so hoch, daB nicht zwischen spezifischen und unspezifischen Signalen
unterschieden werden konnte. Sollten HCN1 und HCN4 in der Rattenretina tatsdchlich
heterooligomere Komplexe bilden, ist deren Menge so gering, dal sie nicht durch
Ko-Immunprizipitation nachgewiesen werden konnen.

Um heterooligomere HCN-Kanalkomplexe nachzuweisen, konnen aber andere Methoden
angewandt werden: Nachdem die zelluldre Lokalisation der HCN-Kanéle in der Rattenretina
bekannt ist, konnen nun gezieltere elektrophysiologische Untersuchungen durchgefiihrt
werden. So wird bereits untersucht, wie die immunhistochemischen Firbungen mit
elektrophysiologischen Messungen an Photorezeptoren und Bipolarzellen iibereinstimmen. In
den Zelltypen, in denen nur ein HCN-Kanaltyp immunhistochemisch nachgewiesen wurde,
konnen HCN-Strome gemessen werden, die dem heterolog exprimierten HCN-Kanaltyp
dhneln (E. Ivanova, personliche Mitteilung). Von besonderem Interesse werden die
zukiinftigen elektrophysiologischen Messungen von Typ 5-Zapfenbipolarzellen sein, in denen
HCNI1 und HCN4 ko-exprimiert werden. Liegen in diesem Zelltyp zwei Populationen von
homooligomeren Komplexen mit bekannten Kanaleigenschaften vor? Oder bilden HCN1 und
HCN4 heterooligomere Komplexe mit neuen Kanaleigenschaften?

Einen #hnlichen Ansatz verfolgten auch Chen et al. (2001), die HCN1 und HCN2 in
Froschoozyten ko-exprimierten und die gemessenen HCN-Strome mit denen aus CAI-
Pyramidenzellen des Hippocampus verglichen. Sie fanden dabei erste Hinweise darauf, dafl
sich die beiden HCN-Kanaltypen tatséchlich zu heterooligomeren Kanalkomplexen

zusammenlagern. Die Eigenschaften des heterooligomeren Komplexes sind mit denen aus
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CA1l-Pyramidenzellen, die HCN1 und HCN2 exprimieren (Franz et al., 2000), vergleichbar.
Allerdings wurden diese Messungen z.T. durch die relativ hohe cAMP-Konzentration in
intakten Oozyten beeinflult. Zu &dhnlichen Ergebnissen gelangten auch Ulens & Tytgat
(2001), die ein Tandemkonstrukt aus HCNI1 und HCN2 herstellten, indem sie die
vollstindigen cDNA-Sequenzen der beiden Kanaltypen aneinanderhdngend in einen
Expressionsvektor klonierten. Das Tandemkonstrukt wurde ebenfalls in Froschoozyten
exprimiert und elektrophysiologisch untersucht. Die Eigenschaften des daraus resultierenden
HCN-Kanals sind ebenfalls mit denen aus CA1-Pyramidenzellen vergleichbar. Es muB3 jedoch
angemerkt werden, dal die Verkniipfung der beiden Peptidketten erheblichen Einflu} auf die
Konformation der Kanalproteine und damit natiirlich auch auf deren elektrophysiologischen
Eigenschaften haben kann.

Die beste biochemische Methode, um heterooligomere HCN-Kanalkomplexe in nativem
Gewebe nachweisen zu koOnnen, ist trotz der oben beschriebenen Schwierigkeiten die
Ko-Immunprézipitation. Allerdings wird es wahrscheinlich nicht gelingen, einen
HCN1/HCN4-Komplex in der Rattenretina nachzuweisen, da nur ein Bruchteil der retinalen
Zellen diese beiden Kanalproteine ko-exprimieren. Moglicherweise lassen sich aber bei der
Lokalisation der HCN-Kanile im Sdugetiergehirn Areale identifizieren, in denen ein grolerer
Prozentsatz von Zellen HCN1 und HCN4 ko-exprimieren. Diese Areale konnten dann isoliert
und die daraus prédparierten Membranproteine zur Immunprézipitation eingesetzt werden.
Sollten sich dabei tatsdchlich heterooligomere Komplexe nachweisen lassen, konnten die
HCN-Strome aus diesen Hirnzellen mit denen aus Typ 5-Zapfenbipolarzellen verglichen
werden, was wiederum ein indirekter Nachweis von HCN1/HCN4-Kanalkomplexen in der
Rattenretina wire. Sollte die zelluldre Lokalisation der HCN-Kanidle im S#dugetiergehirn
zeigen, dal auch andere Kombinationen von HCN-Kanaltypen in einer Zelle ko-exprimiert
werden, koOnnten moglicherweise auch diese heterooligomeren Komplexe durch

Ko-Immunprizipitation nachgewiesen werden.

4.5 Ausblick

In der Retina werden die vier HCN-Kanaltypen in einer Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen
exprimiert. Die weite Verbreitung der HCN-Kanile gibt Hinweise darauf, wie wichtig diese
Ionenkanalfamilie im neuronalen Netzwerk der Retina ist. Um die Bedeutung der

HCN-Kanile in anderen Regionen des ZNS aufzukldren, wurde bereits mit der zelluldren und
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subzelluldren Lokalisation der HCN-Kanidle im Gehirn begonnen (sieche Abschnitt 3.4).
Andere Gewebe - beispielsweise das Herz — sollen ebenfalls untersucht werden. Ein Vergleich
der immunhistochemischen und elektrophysiologischen  Untersuchungen konnen
moglicherweise mehrere aktuelle Fragen beantworten: Erfiillt ein HCN-Kanaltyp jeweils nur
eine einzige zelluldre Funktion, beispielsweise die Stabilisierung des Ruhepotentials? Oder
erfilllen die vier HCN-Kanaltypen in verschiedenen Zellen z.T. gleiche Funktionen?
Existieren heterooligomere HCN-Kanidle mit besonderen Eigenschaften? Wenn es gelingt,
bestimmte physiologische Funktionen einem Typ von HCN-Kanal zuzuordnen, konnte dies
neue Moglichkeiten erdffnen, um gezielt neue nebenwirkungsarme Medikamente zu
entwickeln.

Eine andere Aufgabe, die in Zukunft sehr interessant werden diirfte, ist die Suche nach
modulatorischen Untereinheiten, die mit den HCN-Kanalproteinen assoziiert sein konnten. Yu
et al. (2001) berichten beispielsweise, daB MiRP1 (MinK-related peptid 1) im heterologen
Expressionssystem mit HCN1 bzw. HCN2 wechselwirkt und deren Kanaleigenschaften
moduliert. MiRP1 ist ein kleines Protein mit einer transmembranalen Region, das als
B-Untereinheit des K'-Kanals HERG (human eag-related gene) an der Entstehung des
Ix-Stroms am Herzen beteiligt ist (Abbott et al., 1999). Uber die Expressionsmuster von
MiRP1 und den homologen Genen MinK, MiRP2 und MiRP3 ist bislang nicht viel bekannt.
Eine interessante Aufgabe diirfte daher die Lokalisation der MiRP/MinK-Proteine in HCN-
exprimierenden Geweben - beispielsweise der Rattenretina - sein.

Ungeachtet der Tatsache, ob HCN-Kanile homo- oder heterooligomere Komplexe bilden,
erfiillen sie ihre Funktion stets im Zusammenspiel mit anderen Ionenkanilen und Rezeptoren.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ermoglichen genaue Untersuchungen, mit welchen
anderen Proteinen die HCN-Kanile in den verschiedenen Zelltypen ko-lokalisiert sind. Dies
konnte ein entscheidender Schritt sein, um die HCN-Kanéle als Teil einer Signalkaskade oder

anderer zelluldrer Prozesse zu begreifen.



S Zusammenfassung

Hyperpolarisationsaktivierte und zyklisch Nukleotid-gesteuerte Ionenkandle (HCN-Kanile)
wurden elektrophysiologisch in zahlreichen Geweben lokalisiert und charakterisiert. Sie sind
beteiligt an der Erzeugung und Regulation zelluldrer rhythmischer Aktivierungsmuster, an der
Stabilisierung des Membranpotentials und an der Verarbeitung synaptischer Signale.
Mittlerweile konnten in allen untersuchten Sdugetierspezies vier verschiedene
HCN-Kanalgene identifiziert und in heterologen Expressionssystemen elektrophysiologisch
untersucht werden. Bislang war unklar, in welchen Zellen die verschiedenen HCN-
Kanaltypen exprimiert werden, ob sie heterooligomere Komplexe bilden und welche
Funktionen sie in den einzelnen Zellen erfiillen.

In der vorliegenden Arbeit wurden zum ersten Mal spezifische Antikdrper gegen alle vier
HCN-Kanaltypen hergestellt und charakterisiert. Biochemische Analysen ergaben, daf3 alle
vier HCN-Kanaltypen in der Rattenretina, sowie im Ratten- und Mausgehirn in glykosylierter
Form vorliegen. Andere posttranskriptionale oder posttranslationale Modifikationen, die das
Laufverhalten der Kanalproteine in Westernblot-Experimenten verdndern, wurden nicht
beobachtet. Immunhistochemische Farbungen von Rattenretinaschnitten zeigten, daf3 sich die
Expressionsmuster der vier HCN-Kanaltypen deutlich voneinander unterscheiden: In den
meisten Bipolarzelltypen wurde jeweils nur ein HCN-Kanaltyp nachgewiesen. Nur in Typ 5-
Zapfenbipolarzellen und einigen Ganglienzellen konnten HCN1 und HCN4 ko-lokalisiert
werden. Durch Immunprézipitation wurde untersucht, ob sich in ko-transfizierten HEK 293-
Zellen oder in der Rattenretina heterooligomere HCN1/HCN4-Komplexe nachweisen lassen.
Ein eindeutiger Nachweis gelang jedoch nicht. Um die Funktion der HCN-Kanile in den
verschiedenen Neuronen des Gehirns aufzukldren, wurde auch damit begonnen, die
Lokalisation der HCN-Kandle im Rattengehirn aufzukldren. Erste Firbungen von
Gehirnschnitten zeigten, dal sich auch hier, #dhnlich wie in der Rattenretina, die
Expressionsmuster der HCN-Kanaltypen deutlich voneinander unterscheiden.

Sowohl die funktionellen Eigenschaften der verschiedenen HCN-Kanaltypen, als auch deren
zelluldre und subzelluldre Lokalisation geben erste Hinweise auf die physiologische Funktion
der HCN-Kanile in den einzelnen Zelltypen. In den Zellen, in denen HCN-Kaniéle exprimiert
werden, kann nun gezielt nach anderen Ionenkanilen und Rezeptoren gesucht werden, die mit
den HCN-Kanidlen zusammenwirken konnten. Dieses Wissen wiirde helfen, die Funktion der
HCN-Kanile als Teil einer Signalkaskade oder anderer zelluldrer Prozesse besser zu

verstehen.



6 Abstract

Hyperpolarization-activated and cyclic nucleotide-gated channels (HCN-channels) have been
characterized electrophysiologically in numerous tissues. They play a fundamental role in
shaping the autonomous rhythmic activity of pacemaker-cells. In many neurons, HCN-
channels co-determine resting potential and membrane conductance and thereby play an
important role in the integrative behavior of neurons and the sensitivity to synaptic input.
Recently, four different genes for HCN-channels have been identified in all mammalian
species investigated. But little is known about the cellular expression pattern of HCN-channel
subtypes, and their function in these cells. Moreover, it is not clear, whether or not the
different subtypes form heteromeric channels.

In the present study specific antibodies against all four HCN-channel subtypes were raised.
Biochemical studies revealed, that all four HCN-channel subtypes are expressed in the rat
retina, and in the rat and mouse brain in glycosylated form. The sizes of deglycosylated
channel proteins are in good agreement with the estimated molecular weights of the HCN-
channels. Other posttranscriptional or posttranslational modifications, that would change the
sizes of the proteins in westernblot experiments, were not detected. Immunohistochemical
stainings of the rat retina showed different expression patterns for the four HCN-channel
subtypes: In most bipolar celltypes only one HCN-channel subtype was detected. Only in type
5 bipolar cells and some ganglion cells HCN1 and HCN4 are co-localized and might form
heteromeric channels. Immunoprecipitation experiments were performed to detect
heteromeric HCN1/HCN4-complexes in co-transfected HEK 293-cells and in the rat retina.
But the results were not unequivocal. To reveal the function of HCN-channels in different
brain neurons, first investigation on the cellular expression pattern of the HCN-channels in the
rat brain were started. As in the retina the HCN-channel subtypes are differentially expressed.
The electrophysiological properties of the HCN-channel subtypes, as well as their cellular and
subcellular localization indicate some of the physiological functions of HCN-channels in
different cell types. We can now search for other ion channels or receptors, that interact with
the HCN-channels. This knowledge will help to elucidate the role of HCN-channels in signal

cascades or other cellular processes.
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8 Anhang

8.1 Aminosiauresequenzvergleich der HCN-Kanéle HCN1 bis HCN4 aus der Ratte

Der Sequenzvergleich wurde zunédchst mit dem Programm MULTALIN (Corpet, 1988)
anhand der Dayhoff-Matrix durchgefiihrt und anschlieBend optimiert. Optimierende Liicken
sind durch Bindestriche, gleiche Aminosduren durch Punkte markiert. Die transmembranalen
Segmente (S1-S6), die Pore und die Bindestelle fiir zyklische Nukleotide ((NMP-Bindestelle)

sind durch Linien iiber der Sequenz gekennzeichnet.

THCN1  ME-----------—---- GGGKP- - -NSASNSRDDGNSVY - - - - == - == - - - - PSKAPATGPAAADKR- - - LGTPPGGGA 45
THCN2 ~ MD------------- ARG**+ *R*+--GD*PGATPAP*PP--------—coco PPP- PAP+QPQPPPAPPPNPTTPSHP 50
THON3 Mt -mmmmmmmmm oo EE*RPAVG® *EA---------=----- ATP*RE*P** *PAQ------------- 28
rHCN4  MDKLPPSMRKRLYSLPQQV*A+AWIMDEEEDGEEE + AGGLODPSRRSIRLRPL* + PS+ SVAAGCSES - GAA + + AADSE * P 80
YHCN1 - --AGKEHGNSVC- -FKV------------ DGGGGEEPAGSFEDAEGPRR - - -~ = === === — o m o m e oo o 78
YHCN2  ESADEPGPRSRL:SRDSSCTPG-AAKGGANGEC *RG* *QC* P GPARGPKYV - -~ = === === ——mm—m oo oo o 100
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8.2 Zusammenfassung der Westernblot-Analysen mit Membranproteinen der

Rattenretina

Die Tabelle gibt an, in welcher Verdiinnung die Antikdrper eingesetzt wurden und wieviel
Membranprotein aus der Rattenretina auf ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen werden muflte, um
ein spezifisches Signal zu erhalten. In den Fillen, in denen kein spezifisches Signal

nachgewiesen werden konnte, sind die niedrigste Verdiinnung und die hochste Proteinmenge

angegeben, die zum Test verwendet wurden.

Antikorper Verdiinnung | Proteinmenge spezifische Anmerkungen
Signale
HCN1-Antikorper
PPc63K 1:100 50 ug nein
IHR-2G4 1:250 50 ug ja mehrere Zusatzbanden kleiner 70 kDa
ITHR-6C10 1:20 50 ug ja mehrere Zusatzbanden kleiner 70 kDa
RTQ-7C3 1:250-1:500 50 pg ja
RTQ-8D12 1:2 50 pg nein
HCN2-Antikorper
QQA-1A6 1:2 50 pg nein
QQA-3G7 1:5-1:10 50 g ja
QQA-4A6 1:5-1:20 50 ug ja
HCN3-Antikorper
TLL-4D9 1:5 50 ug ja
TLL-4F6 1:2 50 pg nein
TLL-6CS 1:5-1:20 25 pug ja
TLL-7H7 1:5-1:20 25 pug ja
HCN4-Antikorper
PPc73K 1:400 200 pug ja Zusatzbande bei ca. 50 kDa
SHG-1ES 1:5-1:10 50 ug ja
SHG-1E7 1:5-1:10 50 ug ja Zusatzbande bei ca. 110 kDa
SHG-2B12 1:2 50 ug ja
SHG-4A8 1:2 50 ug ja Zusatzbande bei ca. 110 kDa
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8.3 Zusammenfassung der Westernblot-Analysen mit Membranproteinen des

Rattengehirns

Die Tabelle gibt an, in welcher Verdiinnung die Antikdrper eingesetzt wurden und wieviel

Membranprotein aus dem Rattengehirn auf ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen werden mubBte,

um ein spezifisches Signal zu erhalten. In den Fillen, in denen kein spezifisches Signal

nachgewiesen werden konnte, sind die niedrigste Verdiinnung und die hochste Proteinmenge

angegeben, die zum Test verwendet wurden. "n.t." bedeutet, daB diese AntikOrper nicht im

Westernblot getestet wurden.

Antikorper Verdiinnung | Proteinmenge spezifische Anmerkungen
Signale
HCN1-Antikorper
PPc63K 1:100 25 ug nein
THR-2G4 1:250 25 ng ja
THR-6C10 1:20 25 ug ja
RTQ-7C3 1:250-1:500 25 ug ja
RTQ-8D12 1:2 25 ug nein
HCN2-Antikorper
QQA-1A6 1:2 25 ug ja
QQA-3G7 1:10 25 ug ja
QQA-4A6 1:5-1:20 25 ug ja
HCN3-Antikorper
TLL-4D9 n.t. n.t. n.t.
TLL-4F6 n.t. n.t. n.t.
Hintergrund durch den 2.Antikorper ist zu
TLL-6C5 1:5 150 ug nein hoch; keine Aussage iiber spezifische Signale
moglich
TLL-7H7 n.t. n.t. n.t.
HCN4-Antikorper
PPc73K n.t. n.t. n.t.
SHG-1ES5 1:5 75 ug ja
SHG-1E7 n.t. n.t. n.t.
SHG-2B12 n.t. n.t. n.t.
SHG-4A8 n.t. n.t. n.t.
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8.4 Zusammenfassung der Westernblot-Analysen mit Membranproteinen des

Mausgehirns

Die Tabelle gibt an, in welcher Verdiinnung die Antikdrper eingesetzt wurden und wieviel

Membranprotein aus dem Mausgehirn auf ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen werden mufite, um

ein spezifisches Signal zu erhalten. In den Fillen, in denen kein spezifisches Signal

nachgewiesen werden konnte, sind die niedrigste Verdiinnung und die hochste Proteinmenge

angegeben, die zum Test verwendet wurden. "n.t." bedeutet, daB diese AntikOrper nicht im

Westernblot getestet wurden.

Antikorper Verdiinnung | Proteinmenge spezifische Anmerkungen
Signale
HCN1-Antikorper
PPc63K 1:100 25 ug nein
THR-2G4 1:250 25 ng ja
THR-6C10 1:20 25 ug ja
RTQ-7C3 1:250-1:500 25 ug ja
RTQ-8D12 1:5 25 ug ja
HCN2-Antikorper
QQA-1A6 1:2 50 ug nein
QQA-3G7 1:10 25 ug ja
QQA-4A6 1:5-1:20 25 ug ja
HCN3-Antikorper
TLL-4D9 n.t. n.t. n.t.
TLL-4F6 n.t. n.t. n.t.
TLL-6C5 n.t. n.t. n.t.
TLL-7H7 n.t. n.t. n.t.
HCN4-Antikorper
PPc73K n.t. n.t. n.t.
SHG-1ES5 1:5 75 ug ja
SHG-1E7 n.t. n.t. n.t.
SHG-2B12 n.t. n.t. n.t.
SHG-4AS8 n.t. n.t. n.t.
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8.5 Zur Transfektion verwendete cDNA-Klone von HCN-Kanéilen

Alle hier aufgefiihrten Klone von HCN-Kanidlen wurden in der vorliegenden Arbeit
verwendet, um HEK 293-Zellen transient zu transfizieren (2.9.2). Es handelt sich um Derivate
des Plasmidvektors pcDNA I Amp (Invitrogen; 2.2.1), in die jeweils die vollstindige cDNA-
Sequenz eines HCN-Kanals eingefiigt wurde. Vor dem Startkodon ATG wurde jeweils eine
ideale ribosomale Bindestelle CCACC ("Kozak-Sequenz"; Kozak, 1984) eingefiihrt. Das HA-
Epitop, mit dem einige Klone versehen wurden, besteht aus neun Aminosduren
(YPYDVPDYA) und ermoglicht den immunologischen Nachweis durch den Antikorper rat-
oHA High Affinity (Roche, Mannheim). Die Klone wurden hergestellt von Frau Dr. R. Gauss
(RG), Dr. W. Bonigk (WB) und A. Scholten (AS).

Klonbezeichnung Spezies Kloniert | Modifikation

durch
pcA-hHCN1 Mensch RG keine
pcA-hHCN1-HA Mensch RG HA-Epitop an den C-Terminus angehéingt
pcA-rHCN1 Ratte WB keine
pcA-bHCN1 Rind WB keine
pcA-bHCN1-HA Rind WB HA-Epitop an den C-Terminus angehiingt
pcA-rHCN2 Ratte WB keine
pcA-rHCN2-HA Ratte WB HA-Epitop an den C-Terminus angehéingt
pcA-rHCN3 Ratte WB keine
pcA-rHCN3-HA Ratte WB HA-Epitop an den C-Terminus angehéingt
pcA-rHCN3-S3-HA- | Ratte WB HA-Epitop in die extrazelluldre Schleife zwischen S3 und S4
S4 eingefiigt (zwischen Aminosiuren L.195 und D196)
pcA-hHCN4 Mensch AS keine
pcA-hHCN4-HA Mensch AS HA-Epitop an den C-Terminus angehéngt
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8.6 Verwendete primire Antikorper (HCN-unspezifisch)

Aufgefiihrt sind alle in dieser Arbeit verwendeten priméren Antikorper, die nicht gegen HCN-

Kanile gerichtet sind. In der Spalte "Antigen" ist angegeben, welches Protein von dem

jeweiligen Antikorper erkannt wird. Die Antikorper wurden im Westernblot (WB), in der

Immunzytochemie (IZC) oder in der Immunhistochemie (IHC) eingesetzt.

Bezeichnung Hersteller Antigen Verdiinnung
(hergestellt in)
rat-oHA High Affinity Roche, Mannheim | HA-markierte Proteine 1:2.000 im WB

(Ratte)

1:200 in der 1IZC

PKCa. (Kaninchen)

Santa Cruz; Santa
Cruz, USA

Proteinkinase C, o-Isoform

1:40.000 in der IHC

Recoverin (Kaninchen) Dr. Koch; IBI-1, Recoverin 1:40.000 in der ITHC
Forschungszentrum
Jiilich

Chat (Ziege) Chemicon, Cholin-Acetyltransferase 1:100 in der IHC

Temicula, USA

mGIuR6 (Kaninchen)

Dr. Nakanishi;
Universitat Kyoto,

Japan

Metabotroper Glutamatrezeptor, Typ 6

1:7.500 in der IHC

GluR1 (Kaninchen)

Chemicon,

Temicula, USA

Tonotroper Glutamatrezeptor, Typ 1

1:100 in derITHC

CabP (Maus)

Sigma, Deisenhofen

Calbindin 28 K

1:300 in der THC
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8.7 Verwendete sekundéire und tertifire Antikorper

Aufgefiihrt sind alle in dieser Arbeit verwendeten sekundéren und tertidren Antikorper. In der

Spalte "Bezeichnung (Konjugat)" ist angegeben, ob der Antikbrper mit der

Meerretichperoxidase (horse radish peroxidase; HRPO), mit Biotin oder mit einem
Fluorophor konjugiert ist. In der Spalte "Antigen" ist angegeben, welche Immunglobuline von

dem jeweiligen Antikorper erkannt werden. Die AntikOrper wurden im Westernblot (WB), in

der Immunzytochemie (IZC) oder in der Immunhistochemie (IHC) eingesetzt.

Bezeichnung

(Konjugat)

Hersteller

Antigen

Verdiinnung

Esel-Anti-Kaninchen
(Cy3)

Dianova, Hamburg

Kaninchen-Immunglobuline

1:1.000 in der IHC

Esel-Anti-Kaninchen
(HRPO)

Amersham

Pharmacia Biotech,

Kaninchen-Immunglobuline

1:5.000 im WB
1:100 in der 1IZC

Freiburg
Esel-Anti-Maus Dianova, Hamburg | Maus-Immunglobuline 1:100 in der THC
(Cys)
Esel-Anti-Ratte Dianova, Hamburg | Ratten-Immunglobuline 1:500 in der THC
(Cy3)
Esel-Anti-Ziege Dianova, Hamburg | Ziegen-Immunglobuline 1:100 in der IHC
(FITC)

Maus-Anti-Ratte-IgM
(HRPO)

BioSource,
Camarillo, USA

Ratten-Immunglobuline der Subklasse

IeM

1:5.000 im WB

Ziege-Anti-Kaninchen
(Alexa488)

Molecular Probes,

Leiden, Niederlande

Kaninchen-Immunglobuline

1:500 in der THC

Ziege-Anti-Maus

Molecular Probes,

Maus-Immunglobuline

1:500 in der IHC

(Alexa488) Leiden, Niederlande

Zicge-Anti-Ratte Molecular Probes, Ratten-Immunglobuline 1:500 in der THC
(Alexad88) Leiden, Niederlande

Zicge-Anti-Ratte Molecular Probes, Ratten-Immunglobuline 1:500 in der THC
(Alexa568) Leiden, Niederlande

Ziege-Anti-Ratte Dianova, Hamburg | Ratten-Immunglobuline 1:100 bis 1:500 in
(Biotin) der THC

Ziege-Anti-Ratte-IgG+M
(HRPO)

Dianova, Hamburg

Ratten-Immunglobuline der Subklassen

IgG und IgM

1:5.000 im WB
1:100 in der IZC
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8.8 Sequenzen und Hybridisierungsbereiche aller verwendeter Primer

Die Sequenzen aller in dieser Arbeit verwendeter Primer sind in 5'—3'-Richtung angegeben.

Die klein geschriebenen Nukleinsduren hybridisieren nicht mit der Matrizen-DNA. Fiir die

Primer, die in einer HCN-Kanalsequenz hybridisieren, sind die genauen Positionen im Gen

angegeben. Die erste Nukleinsdure des Startkodons ATG ist dabei Position +1.

Bezeichnung Sequenz (5'—>3") Hybridisierungsbereich Verwendung
2119 CAGgAAuttcCCACAGACACCTGG |2317-2339 (rfHCN1) Herstellung des Fusions-
2120 agatctAgAgATTCGAAGCAAAACG |2713-2737 (rfHCN1) proteins MBP-THR
2228 GACCTCAACTCCGGCGT 2182-2198 (hHCN4) Herstellung einer hHCN4-
2230 GTTGCCCAGCCCAGATC 2432-2448 (hHCN4) spezif. Northernblot-Sonde
2245 GTGAAgCATGACAGaGAG 1876-1893 (hHCN1) Herstellung einer h(HCN1-
2247 GGCTGaGtCTGCTGTAC 2212-2228 (hHCN1) spezif. Northernblot-Sonde
9003 TAAGTTGGGTAACGCCAGGG Multiple Klonierungsstelle

in pMal ¢2X Sequenzierung von
9007 CGTCAGACTGTCGATGAAGCC | Multiple Klonierungsstelle | pMal ¢2X-Derivaten

in pMal ¢2X
9036 AGGCTGTAGAGCCGCTTGCG 25-44 (hHCN4)
9037 AGTCGGCCGGATTTTGGATT 743-762 (hHCN4)
9038 CCCACAGGAATGATAATCAG 829-848 (hHCN4)
9039 ATGCGCACCACGGCGCTGGC 1234-1253 (hHCN4)
9040 AGGACTTCCCTGACGACTGC 1328-1347 (hHCN4)
9041 AGCATGTGGCTCATGGCCTT 1411-1430 (hHCN4) Sequenzierung von hHCN4;
9042 CTGCCCTCATCCAGTCCCTG 1541-1560 (hHCN4) Aufklarung der Exon/Intron-
9043 TGGATGCGCTGCCGGGTGTC 1636-1655 (hHCN4) Grenzen
9044 TGGCAAACAGTGGCATGGAG 1773-1792 (hHCN4)
9045 TGCTCACCAAGGGCAACAAG 1925-1944 (hHCN4)
9046 GTCGGCCTCACGCTGGCTG 2009-2028 (hHCN4)
9047 CCTTCGAGACCGTGGCGCTG 2105-2124 (hHCN4)
9048 CGCCGGAGTTGAGGTCGTGC 2178-2197 (hHCN4)




Danke

Die vorliegende Arbeit wurde am Institut fiir Biologische Informationsverarbeitung (IBI-1)
des Forschungszentrums Jiilich angefertigt. Ich bedanke mich bei allen Mitarbeiterinnen und
Mitarbeitern fiir ihre Unterstiitzung und die gute Zusammenarbeit. Insbesondere gilt mein

Dank:

- Prof. Dr. U.B. Kaupp fiir die Uberlassung des Themas, die engagierte Betreuung
wihrend der Durchfithrung dieser Arbeit und seine stetige Dikussionsbereitschaft,

- Frau Dr. R. Gauss und Dr. F. Miiller, die wesentlich zum Gelingen dieser Arbeit
beigetragen haben,

- Frau Dr. E. Kremmer fiir die Herstellung der monoklonalen Antikdrper und ihre
hilfreiche Unterstiitzung in allen Fragen der Immunologie,

- Dr. F. Miiller, Dr. T.J. Gorcs und Frau Dr. S. Haverkamp fiir die Anfertigung und
Fiarbung der immunhistochemischen Schnitte,

- Frau M. Bruns, Dr. A. Baumann und Frau Dr. Gauss fiir die unentbehrliche Hilfe in
der Zellkultur,

- Frau A. Eckert und Herrn R. Esser fiir die freundliche Hilfe bei allen organisatorischen
Problemen,

- Frau P. Censarek und Herrn F. Drews fiir die Hilfe bei der Endkorrektur des
Manuskripts,

- Dr. M. Beyermann fiir die Synthese der Peptide,

- Dr. W. Bonigk und Frau Dr. R. Gauss fiir die Ubelassung der Plasmide,

- Dr. W. Bonigk fiir die hilfreichen und unterhaltenden Gespriache im Biiro.

Prof. Dr. R. Sterner mochte ich fiir die Ubernahme der Beurteilung dieser Arbeit als Gutachter

der Universitidt zu Koln danken.

Ein besonderer Dank gilt meiner Familie, die gerade in schlechten Zeiten fiir mich da waren

und mich unterstiitzt haben.



