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1. Einleitung

Viele rhythmische Korperfunktionen wie der Herzschlag, der Schlaf-Wach-Rhythmus und die
Ausschiittung von Hormonen erfordern das Vorhandensein biologischer Schrittmacher. Ver-
gleichbar mit einem Metronom geben diese Schrittmacher einerseits einen moglichst kon-
stanten Takt vor, miissen andererseits aber in der Lage sein, die Taktfrequenz als Antwort auf

verdnderte innere oder dullere Anforderungen zu variieren. Wie bewaltigt die Natur diese

Aufgabe?

Die schnellsten Rhythmen (mit Periodendauern von Millisekunden bis Sekunden) im
menschlichen Korper wie oszillierende Neurone oder der Herzschlag werden elektrisch, d.h.
durch den FluB von Ionen {iber Membranen gesteuert. Das komplexe Zusammenspiel vieler

Ionenkanéle regelt dabei den zeitlichen Ablauf der Strome und Potentiale.

Vor etwa 20 Jahren wurde zundchst in verschiedenen Neuronen und kurz darauf im Herzen
ein Strom identifiziert, der bei der Erzeugung rhythmischer Erregungen eine Schliisselrolle zu
spielen scheint (Fain et al. 1978, Brown et al. 1979, Yanagihara und Irisawa 1980,
DiFrancesco 1981, Atwell und Wilson 1980, Bader und Bertrand 1984, Barnes and Hille
1989, Halliwell and Adams 1982). Wegen seiner ungewohnlichen Eigenschaften wurde er im
Herzen I¢ (f fiir ,,funny*), in Neuronen I, (q fiir ,,queer*) genannt. Heute wird I¢/I; meist etwas
nlichterner als I, (h fir ,hyperpolarization-activated) bezeichnet. Trotz eingehender
elektrophysiologischer Charakterisierung von I, war bis vor kurzem die molekulare Struktur

der zugrundeliegenden Ionenkanile unbekannt.

Im folgenden soll kurz erldautert werden, welche Eigenschaften von I, seine Erstentdecker

veranlafiten, ihn als den ,,komischen® oder ,,seltsamen‘ Strom zu bezeichnen.

1.1. Biophysikalische Eigenschaften von I,

I, zeigt in allen Geweben drei Charakteristika: Aktivierung durch Hyperpolarisation,

Modulation durch zyklische Nukleotide und Selektivitdt fiir Natrium und Kalium.

1.1.1. Aktivierung durch Hyperpolarisation
Im Gegensatz zu anderen Stromen wird I nicht durch Depolarisation, sondern durch
Hyperpolarisation auf Potentiale negativ zu —50 bis —70 mV ausgelost. Je stirker die

Hyperpolarisation, desto stéirker ist der (kationische) Einwértsstrom, bis er bei Potentialen im
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Bereich von -110 bis =130 mV seine grofite Amplitude erreicht. Im Bereich von —75 bis —85

mV ist die Stromstirke etwa halbmaximal (V).

I, wird in den meisten Geweben relativ langsam aktiviert, wobei stirkere Hyperpolarisation
auch zu einer Zunahme der Aktivierungsgeschwindigkeit fithrt. Nach anfanglicher Verzoge-
rung ndhert sich der Strom langsam dem Maximalwert an, so daf} die Aktivierung insgesamt
einen sigmoidalen Zeitverlauf zeigt (Abb. 1.1.a). Der zweite Teil der Kurve 146t sich gut mit
einer (in Ausnahmeféllen mit zwei) Exponentialfunktion (-en) anndhern, wobei die Zeitkon-
stante je nach Gewebe zwischen 60 ms (Hippocampus, Maccaferri et al. 1993) und 2500 ms
(Sinusknoten, Maruoka et al 1994, Liu Z. et al. 1996) liegt. (Angaben beziehen sich auf das

jeweilige V. ) I, weillt keine Inaktivierung auf.

a b
-40 mV 0
_ 2s
-35mv
~
|
= 20 pA
Control
i cAMP (10 pM)
1s
Abb. 1.1. C

Elektrophysiologische Eigenschaften des nativen Ir. ~ 9/Gmax 1]

a, oben, Strom-Spannungsprotokoll zur Messung ISO
von |, in Kardiomyozyten. Ausgehend von einem
Haltepotential von -40 mV wurden 8 s lange Pulse
im Bereich von -70 bis —130 mV angelegt. Es folgte 0.54
ein 1 s langer Spannungssprung auf —130 mV (aus
Baker et al. 1997), unten, resultierende Stromspu- Control
ren.

b, Modulation des Stroms durch Zugabe von 10 uyM 0
cAMP (Haltepotential -35 mV, Testpotential =95 mV; -160 110 60 mV
Messung am inside-out Patch aus einer Sinuskno-

tenzelle; aus DiFrancesco und Tortora 1991).

¢, Verschiebung der Aktivierungskurve nach Zugabe von 10 uM Isoprenalin (ISO) (Messung im Ganz-
zellmodus; aus Hoppe et al. 1998).
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1.1.2. Modulation durch zyklische Nukleotide

Abbildung 1.1.b zeigt wie durch die Anwesenheit von cAMP die Stromstirke und die
Aktivierungsgeschwindigkeit von I, zunehmen. cAMP verschiebt also die sigmoidale
Aktivierungskurve (Stromstiarke bzw. Leitfahigkeit in Abhéngigkeit vom Potential) von I, zu
positiveren Potentialen hin (s. Abb 1.1.c). Die maximale Leitfdhigkeit bei voller Aktivierung
durch Hyperpolarisation bleibt jedoch konstant (DiFrancesco und Mangoni 1994). AuBer
durch cAMP wird I, auch noch durch andere zyklische Nukleotide moduliert. Allerdings er-
reichen cGMP und cCMP erst bei ca. 50-fach hoherer Konzentration den Effekt von cAMP,
so dal} vermutet werden kann, dal cAMP der physiologische Modulator von I ist (K,-Werte
fiir halbmaximale Verschiebung der Aktivierungskurve: cAMP: 0,2uM, cGMP: 8uM, cCMP:
12uM; (DiFrancesco und Tortora 1991)).

Es wurde gezeigt, dalB die Modulation von I; nicht auf einer Phosphorylierung durch eine
cAMP-abhingige Proteinkinase beruht, sondern durch direkte Bindung von cAMP an den
Kanal erfolgt (DiFrancesco und Tortora 1991), genauso wie es z.B. bei CNG-Kanilen der Fall
ist (Zagotta und Siegelbaum 1996, Biel et al. 1999).

cAMP vermittelt als sogenannter second messenger die intrazelluldre Antwort auf viele ver-
schiedene Hormone und Neurotransmitter. So steigt der intrazellulire cAMP-Spiegel u.a.
nach Stimulation von B-Adrenozeptoren, serotonergen und Histamin H,-Rezeptoren an. Sti-
mulation muskarinischer Azetylcholinrezeptoren, Adenosin A;- und p-Opiod-Rezeptoren
fiihrt dagegen zu einer Absenkung des cAMP-Spiegels. Damit kann I, durch eine Vielzahl

extrazelluldrer Faktoren moduliert werden (s. Abb. 1.2.).

Es ist umstritten, ob I, durch intrazelluldres Ca"" moduliert wird, da hierzu widerspriichliche
Ergebnisse vorliegen (Hagiwara und Irisawa 1989, Zaza et al. 1991, Pape 1996, Budde et
al. 1997, Schwindt et al. 1992). Neue Erkenntnisse weisen darauf hin, da Ca"" bestimmte
Adenylatzyklasen (Cooper et al. 1994) stimuliert, die wiederum {iiber einen erhohten cAMP-
Spiegel I, verstirken (Liithi und McCormick 1998 (a)).

1.1.3. Selektivitit fiir Natrium und Kalium
Ein weiteres Charakteristikum von I, ist die starke Selektivitdt fiir Na" und K'. Andere ein-
wertige Kationen wie Li" oder Rb" werden von dem Kanal ausgesprochen schlecht geleitet

(Ho et al.1994). Diese Eigenschatft ist einzigartig, da kein anderer bekannter Kanal zwischen
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Modulation von I, durch cAMP. Stimulation G-Protein-gekoppelter Rezeptoren flihrt zu einer Aktivie-
rung (f-Adrenozeptor, = Serotonin- (6HT), Histamin- (H,) Rezeptor) bzw. Hemmung
(Muskarinischer- (M) , Adenosin- (A;), u-Opioid-Rezeptor) der Adenylatzyklase (AC). Die dadurch
verursachte Anderung des cAMP-Spiegels bewirkt eine Verschiebung der I|,—Aktivierungskurve zu
positiveren bzw. negativeren Potentialen.

(Gs, Go,: stimulatorisches bzw. inhibitorisches G-Protein; —: Aktivierung; —: Hemmung)

Na" und Li" unterscheiden kann (Ho et al. 1994, Pape 1996). Das Verhiltnis der Permeabili-
titen fiir Natrium und Kalium Py,/Px bewegt sich zwischen 0,2 und 0,4 (Edman et al. 1987,
Hestrin 1987, Maricq und Korenbrot 1990, Solomon und Nerbonne 1993 (a)), d.h. der Kanal
ist etwa viermal selektiver fiir K" als fiir Na". Unter physiologischen Bedingungen, d.h. bei
Ruhepotentialen nahe dem K’ Gleichgewichtspotential, wird I aufgrund der Ionenverhilt-
nisse jedoch hauptsichlich von Na" getragen.

Ebenfalls auffillig ist die geringe Einzelkanalleitfahigkeit von rund 1 pS (DiFrancesco 1986).

1.2. I, in verschiedenen Geweben

1.2.1. I im Erregungsbildungs- und -leitungssystem des Herzens

Das Organ mit der anschaulichsten Demonstration rhythmischer Aktivitét ist das Herz. Die
autonome Rhythmik des Herzens beruht auf der spontanen Erregungsbildung in verschiede-
nen sogenannten Schrittmacherzentren im Reizleitungssystem, von denen der Sinusknoten das
wichtigste ist. Im Gegensatz zu normalen Herzmuskelzellen haben die Schrittmacherzellen im

Sinusknoten kein stabiles Ruhepotential.
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Am Ende eines Aktionspotentials repolarisiert die Sinusknotenzelle durch einen ,,delayed
rectifier vermittelten K'-Ausstrom auf -75 mV. Dadurch wird I, aktiviert, was iiber einen
Na'-Einstrom zu einer langsamen Depolarisation fiihrt, bis bei etwa —50 mV die Schwelle
erreicht ist, bei der der T- und dann der L-Typ Kalzium-Kanal 6ffnen und so das néichste

Aktionspotential auslosen. (Brown et al.1977, Yanagihara and Irisawa 1980, DiFrancesco
1981) (s. Abb. 1.3.).

I, spielt auch eine wesentliche Rolle bei der Regulation der Herzfrequenz. Werden
B-Rezeptoren auf der AuBlenseite der Sinusknotenzelle durch Adrenalin stimuliert, wird iiber
ein G-Protein im Zellinneren die Adenylatzyklase aktiviert. Dadurch steigt die intrazellulédre
cAMP-Konzentration an. cAMP bindet an den I;-Kanal, wodurch I, zunimmt. Die

diastolische Depolarisation verlduft steiler und die Schwelle wird friither erreicht (Brown et

al. 1979).

Bei der parasympathikusvermittelten Senkung der Herzfrequenz lauft obiger Mechanismus in
entgegengesetzter Richtung ab. Der muskarinische Azetylcholinrezeptor hemmt {iber ein
G-Protein die Adenylatzyklase wodurch der cAMP-Spiegel sinkt. Das hemmt I, die
diastolische Depolarisation verlduft flacher, die Schwelle wird spéter erreicht und die

Herzfrequenz fillt ab (DiFrancesco et al. 1989, 1995) (s. Abb. 1.2., 1.3.)

control
Abb.1.3. S ACh
I, in Sinusknotenzellen. Aktions- > d
potentiale einer Sinusknotenzelle ISO
unter Kontrollbedingungen 05 ~

(schwarz) sowie unter 3-adrenerger

Stimulation (Isoprenalin “ISO” rot)

und Parasympathikuseinfluf® mV
(Azetylcholin  “ACh” grin). Unter

den Aktionspotentialen ist I, quali-

tativ dargestellt (modifiziert nach

DiFrancesco 1993 und Clapham -50-
1998).

g 200 ms

Ih
An der Regulation der Herzfrequenz sind allerdings noch andere Ionenkanéle beteiligt; insbe-

sondere der GIRK K'-Kanal (Ixacn) (Wickman et al, 1998) aber auch andere K'- und
Ca'"-Kanile (Irisawa et al. 1993).
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1.2.2. I}, in der Arbeitsmuskulatur des Herzens

Interessanterweise wurde I, auch in der Arbeitsmuskulatur des Herzens gefunden (Yu et
al. 1993, Hoppe et al 1998, Thuringer et al. 1992, Pociatti et al. 1997). Allerdings ist die
Aktivierungsschwelle dort so stark zu negativen Potentialen verschoben, dafl der Kanal
physiologischerweise nie aktiviert wiirde (Yu et al. 1993). Das iiberrascht einerseits nicht, da
die Arbeitsmuskulatur zu keiner spontanen Erregungsbildung féhig ist, wirft aber andererseits

natiirlich die Frage auf, welche Funktion der Kanal dort haben mag.

Es wurde vermutet, daB3 I;, an der Entstehung ventrikuldrer Arrhythmien in geschéddigten Her-
zen beteiligt sein konnte (Cerbai et al. 1996, Hoppe et al. 1998). Diese Hypothese wird durch
Experimente gestiitzt, bei denen eine Zunahme der I;-Stromdichte in hypertrophierten bzw.
ischamischen Herzen registriert wurde (Cerbai et al. 1996, Hoppe et al. 1998). Andere Expe-
rimente zeigen sowohl eine positivere Aktivierungsschwelle, als auch eine hohere
Ih-Stromdichte in fetalen Myozyten, nachdem sie in Kultur dedifferenziert worden waren

(Farés et al. 1998).

1.2.3. I, in neuronalem Gewebe
I, wurde beinahe ubiquitdr im Nervensystem gemessen (Pape 1996). Dabei erfiillt er in den

unterschiedlichen Neuronen verschiedene komplexe Funktionen.

So trdgt er in vielen Neuronen zur Stabilisierung und Determinierung des Ruhepotentials bei.
I, ist im Bereich des Ruhepotentials der meisten Neuronen aktiviert und der resultierende
Einwirtsstrom  bedingt, daB das Ruhepotential deutlich positiver als das
K'-Gleichgewichtspotential ist. Tatsdchlich fiihrt die Blockade von I mit Cs" zu einer Hyper-
polarisation (Maccaferri et al 1993, McCormick und Pape 1990 (a), Pape 1994, Travagli et al.
1994). Ein weiterer Hinweis auf diese Funktion ist, da3 das Ruhepotential von Neuronen in
der basalen Amygdala, in denen I, nicht exprimiert wird, deutlich niher am

K'-Gleichgewichtspotential liegt als das anderer Neurone (Womble et al. 1993).

Die cAMP-vermittelte Zunahme des h-Stromes fiihrt zu einer Anhebung des Ruhepotentials
niher zur Ausldseschwelle fiir Na* / K'-Aktionspotentiale. Uber eine Hebung bzw. Senkung
des Ruhepotentials kann somit die Erregbarkeit der Zelle, d.h. ihre Bereitschaft, auf eintref-

fende de- bzw. hyperpolarisierende Reize zu reagieren, moduliert werden.

Da Iy, einer Hyperpolarisation mit einem depolarisierenden Strom entgegenwirkt, stabilisiert
er das Membranpotential gegeniiber Fluktuationen, wie sie z.B. durch Variationen der K'-

oder H'-Konzentration oder der Temperatur verursacht werden kénnen (Edman et al. 1992).
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Ebenso trdgt er zur Kontrolle sogenannter Nach-Hyperpolarisationen in der Folge von

Aktionspotentialen bei (Maccaferri et al. 1993).

Bemerkenswert ist die Funktion von I, in Photorezeptoren, in denen der Strom iibrigens als
erstes entdeckt worden war (Fain et al 1978). Bekanntlich reagieren die Photorezeptoren auf
eintreffende Lichtreize mit einer Hyperpolarisation. Diese Hyperpolarisation ist erst ab einer
bestimmten Lichtreizstirke groB3 genug um I, zu aktivieren, der dann einer iiberméBigen Hy-
perpolarisation entgegenwirkt. I, trdgt hier also zur Adaptation der Sensitivitdt bei stirkeren
Lichtreizen bei (Attwell und Wilson 1980, Fain et al. 1978, Hestrin 1987, Wollmuth und Hille
1992).

Ebenso wie im Herzen trégt I, auch in manchen Neuronen zur Erzeugung rhythmischer Akti-
vitdt bei (McCormick und Pape 1990 (a,b), Bal und McCormick 1997, Pape 1996). Dies
konnte zum Beispiel an thalamocorticalen Neuronen gezeigt werden, die in rhythmischen
Abstinden von 0.25-2 s Salven von Aktionspotentialen abfeuern. Dieser Rhythmik unterliegt
eine langsame Oszillation des Membranpotentials, die durch das Zusammenspiel von I, mit
einem T-Typ- Ca" -Kanal entsteht (McCormick und Pape 1990 (a)) (s. Abb. 1.4.). Von
thalamischen Zellen aus werden grofle neuronale Netzwerke gesteuert, deren rhythmische
Aktivitdt z.B. im EEG wéhrend verschiedener Schlafphasen oder auch Absence-Epilepsien
sichtbar wird (Bal und McCormick 1996, Liithi und McCormick 1998 (b), Pape 1996).

Abb. 1.4.
Aktionspotentiale  eines
thalamischen Relais- -70

Neurons. Die Depolarisa-
tionsphase zwischen den
Salven wird durch den mvV

einwartsgerichteten |, be-
wirkt (Modif. nach _90
McCormick und Pape

1990). N

| 250 ms

1.2.4. I, in sonstigen Geweben
AuBer in Herz und Gehirn wurde I, auch in anderen Geweben verschiedener Spezies identifi-
ziert, so beispielsweise im glatten Muskel (Benham et al. 1987, Siegenbeek van Heukelom

1991, Okabe 1999), in der Speicheldriise des Blutegels (Wuttke et al. 1992) oder im Endothel



14 Einleitung

der Blut-Hirn-Schranke (Janigro et al. 1994). Die Funktion in diesen Geweben ist nicht genau

bekannt.

Zusammenfassend 146t sich sagen, daB I in einer Vielzahl von Geweben, insbesondere im
Herz und verschiedenen Gehirnregionen, eingehend untersucht wurde. Je nach Gewebe wur-

den ihm verschiedene z.T. sehr bedeutende Funktionen zugeschrieben.

Trotzdem war es bis 1998 nicht gelungen, die molekulare Grundlage fiir I, zu identifizieren.
Messungen konnten nur an nativen Zellen durchgefiihrt werden. Daher konnten iiber die
Natur des zugrundeliegenden Proteins nur Vermutungen angestellt werden. So fiihrte
beispielsweise die hohe Selektivitdit zusammen mit der geringen Leitfahigkeit zu der
Annahme, daB I eher durch ein transporterdhnliches Protein statt durch einen klassischen
Ionenkanal vermittelt wird (Brown und Ho 1996). Aulerdem war vorgeschlagen worden, daf3
der Iy-Kanal ein Heterooligomer ist, bei dem die cAMP-Sensitivitit durch eine CNG-Kanal-
Untereinheit vermittelt wird (Finn et al. 1996). Obwohl I, in den verschiedenen Organen
grofle Gemeinsamkeiten aufweist, bestehen doch auch eindeutige Unterschiede zwischen den
Messungen in unterschiedlichen Geweben. Insbesondere bei V, , der Aktivierungs-
geschwindigkeit und der Sensitivitit gegeniiber cAMP ergeben sich zum Teil betrichtliche

Variationen. Worauf beruhen diese?

Zudem war es schwierig, Medikamente zu entwickeln, die I,—Kanéle blockieren. Solche
»spezifischen bradykarden Substanzen“ wiren eine interessante Alternative zu den
B-Blockern. Da rekombinante I,-Kanéle wegen der fehlenden cDNA-Sequenz nicht verfiigbar
waren, war eine automatisierte Testung von Substanzen nicht moglich. Messungen an nativen

Zellen sind dafiir zu aufwendig.

1.3. Ziel dieser Arbeit

Zu Beginn der Experimente im September 1997 war die molekulare Struktur des Iy-Proteins
noch vollkommen unbekannt. Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung und Klonierung einer
cDNA, die fiir einen I;-Kanal kodiert. AnschlieBend sollte das Protein heterolog exprimiert
werden, um durch elektrophysiologische Messungen zu bestétigen, dafl der gefundene Kanal
tatsachlich einen hyperpolarisationsaktivierten Kationeneinstrom vermittelt. SchlieBlich sollte
mit der Methode der In situ-Hybridisierung Aufschluf} iiber die Gewebsverteilung des neu

gefundenen Kanals und seiner beiden ndchsten Verwandten gewonnen werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Arbeit mit Bakterien

2.1.1. Verwendeter Stamm
Zur Amplifikation von Plasmiden wurde der Escherichia coli Stamm XLI1-blue MRF'
(Stratagene) verwendet, dessen Genotyp A(mrc)183 A(mrcCB-hsdSMR-mrr)173 end Al

sup E44 thi-1 rec Al gyrA96 reldl lac [F'pro ABA1ZAM15Tn10 (Tetl)] lautet.

2.1.2. Nahrmedien und Antibiotika
Die Ziichtung der Bakterien erfolgte in dem Vollmedium Luria-Bertani (LB) mit Glucose,

das zur Sterilisation fir 10 min bei 121° C und 2 bar autoklaviert worden war.

Luria-Bertani-Medium(+):

Trypton (Gibco-BRL) 10g
Hefeextrakt (Gibco-BRL) 5g
NaCl S5g
Glucose lg
H»>O ad 1000ml
pH 7,2-7,5

Die Selektion plasmidtragender Bakterien erfolgte mit Ampicillin (Endkonzentration
100 pg/ml). Zur Herstellung von Agarplatten wurde dem LB-Medium vor dem Autoklavieren
15 g/l Agar (Gibco-BRL) hinzugefiigt. Nach Abkiihlen auf 50° C wurde Ampicillin in einer

Konzentration von 50 png/ml zugegeben und das Medium in sterile Petrischalen gegossen.

Um unter allen mit pUC-Vektoren transformierten Klonen jene selektionieren zu konnen,
die einen pUC-Vektor mit Fremd-DNA in der Multiplen Klonierungsstelle tragen, wurde
das Phidnomen der o-Komplementierung der P-Galaktosidase ausgenutzt (Blau-Weil3-
Selektion). Dazu wurde ein LB(-)-Agar (ohne Glucose) verwendet, dem nach dem

Autoklavieren bei ungefahr 50° C folgende Stoffe zugesetzt wurden:
2 ml/l X-Gal (2%-ige 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-galaktosid-Losung in DMF, Roth)
500 pl/T PTG (1 M wéBrige Isopropyl-B-D-thiogalactosid-Losung, Roth)
1 ml/l Ampicillin-Na (50 mg/ml).
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IPTG induziert in E. coli die Produktion von -Galaktosidase, die wiederum die Bildung
eines blauen Indigofarbstoffes aus X-Gal katalysiert. Diese B-Galaktosidase besteht aus
zwei Untereinheiten, wobei die w-Untereinheit von dem bakteriellen Chromosom kodiert
wird, die a-Untereinheit von dem Plasmid. Das Gen des a-Peptids ist so in dem Plasmid
plaziert, da3 es durch Einbau von Fremd-DNA zerstort wird. Bei erfolgter Rekombination
kann somit die 3-Galaktosidase nicht mehr gebildet werden, so dafl die Klone, in deren

Plasmid ein fremdes DNA-Fragment inseriert ist, an ihrer weillen Farbe erkennbar sind.

2.1.3. Kultivierung

Die Kultivierung von E. coli erfolgte aerob in LB-Medium bei 37° C unter Schiitteln bei
225 rpm. Zur kurzfristigen Aufbewahrung und um Einzelkolonien zu erhalten, wurden
Bakteriensuspensionen auf LB-Platten ausgestrichen, bei 37° C iiber Nacht inkubiert und
bei 4° C bis zu 8 Wochen gelagert. Zur langeren Aufbewahrung wurden Aliquots von loga-
rithmisch wachsenden Fliissigkulturen mit einem gleichen Volumen autoklavierten

Glycerin (ICN) gemischt und bei -20° C eingefroren.

2.2. Verwendete Plasmide

pUC19

Das Plasmid pUC19 (Pharmacia) enthélt das Ampicillinresistenzgen (AmpY), den E. coli-
Replikationsursprung, und einen Teil des lacZ-Gens fiir den leichten Nachweis des Ein-

baus von Fremd-DNA mittels Farbreaktion (a-Peptid der f-Galaktosidase; siche 2.1.2).

pBluescript 11
Der Vektor pBluescript (Stratagene) besitzt ebenfalls ein Ampicillinresistenzgen, den E.

coli-Replikationsursprung und das Gen fiir das o-Peptid der $-Galaktosidase.

pAL1

Dieser Vektor wurde aus pUC19 konstruiert, indem zu beiden Seiten der multiplen Klonie-
rungsstelle die Sequenz fiir den T3- und T7-RNA-Polymerase-Promotor sowie
Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme BamHI und Asp718 eingefiigt wurden (Ludwig et
al. 1997). Eingesetzt wurde pALI1 fiir die Subklonierung und In vitro-Transkription der

Sonden zur In situ-Hybridisierung.
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EcoRl  BamHI Asp718 Hindlll
396 429

!
2686

13-Promotor| Insert 17-Promotor

Abb. 2.1.

Karte des pAL1. In die Multiple Klonierungsstelle von pUC19 sind die T3- und T7-Promotoren sowie
die BamHI- und Asp718-Schnittstellen eingefugt, zwischen die das Insert ligiert wird. Dazu werden
dem Insert per PCR (2.8.)an beiden Seiten ebenfalls die Schnittstellen fir BamHI und Asp718 ange-
fugt. (s.a. 2.12.2.)

pcDNA3

pcDNA3 (Invitrogen) diente als Expressionsvektor. Er kann in E. coli vermehrt und in
eukaryoten Zellen zur heterologen Expression von rekombinanten Proteinen verwendet
werden. Der Cytomegalievirus-Promotor sorgt fiir eine starke Transkription der inserierten
cDNA. Die Stabilitit der transkribierten RNA wird durch ein Polyadenylierungssignal (aus

dem Wachstumshormongen des Rindes) verbessert.

2.3. Transformation von Bakterien

2.3.1. Priparation von kompetenten Bakterienzellen

Bakterielle Zellen, die in der Lage sind, exogene DNA aufzunehmen, werden als
kompetente Zellen bezeichnet. Um E. coli Bakterien kompetent zu machen wurden sie mit
Dimethylsulfoxid (DMSO) behandelt. Dazu beimpfte man 100ml LB(-)-Medium mit Iml

einer Ubernachtkultur ausgehend von einer frischen Einzelkolonie von E.coli XL1-blue.
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Sobald eine ODgqyo von 0,35 bis 0,38 erreicht war, wurde die Kultur abgekiihlt und
abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 15 ml 1x TSS resuspendiert, in Portionen von

je 500 pl aliquotiert, schockgefroren und bei -80° C gelagert.

1x TSS (Transformation and Storage Solution):

PEG (Polyethylenglykol) 3350 12,5 ml

1M MgClp 2,5ml
100% DMSO 2,5 ml
LB-Medium ad 50 ml

2.3.2. Transformation von E. coli

Die Einschleusung von DNA in Bakterienzellen wird als Transformation bezeichnet. Da
die verwendeten Vektoren u.a. fiir eine Antibiotikaresistenz kodieren, 143t sich durch Zu-
gabe eines Antibiotikums zum Kulturmedium ein Selektionsdruck erreichen, bei dem ein

so in die Zelle geschleustes Plasmid stabil auf die Tochterzelle vererbt wird.

Nach dem Auftauen wurden die kompetenten Bakterienzellen zusammen mit dem
Ligationsansatz (2.7.4) zur Aufnahme der DNA fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach einer
einstiindigen Erholungsphase in LB-Medium bei 37° C wurde die Bakteriensuspension auf
Ampicillin-Agarplatten (fiir Blau-Wei-Selektion: X-Gal-Platten) ausplattiert und bei 37°
C bebriitet. Mittels Kochschnelltest (2.5.1) wurde die erfolgreiche Transformation kontrol-
liert.

2.4. Reinigung und Quantifizierung von Nukleinsiuren

2.4.1. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren
Die Konzentration von Nukleinsduren wurde photometrisch bei einer Wellenldnge von

260 nm bestimmt. Bei einer Schichtdicke von 1 cm entspricht eine ODpg() von 1:

- 50 pg doppelstrangige DNA
- 40 pg einzelstrangige RNA
- 33 pg einzelstrangiges Oligonukleotid.

Die Reinheit von DNA und RNA konnte aus dem Verhiltnis ODpg0/OD2g( abgeschitzt

werden. Dieser Quotient sollte iiber 1,7 liegen.
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2.4.2. Prizipitation

Nukleinsduren wurden zur Aufkonzentrierung und Reinigung mit Ethanol gefillt
(Sambrook et al. 1989). Dazu wurde der wéBrigen DNA- bzw. RNA-LGsung
1/10 Volumen 5M NaCl und 2,5 Volumen Ethanol (-20° C) zugefiigt. Dieser Ansatz wurde
15 min bei -80° C inkubiert, abzentrifugiert (12000 rpm, 15 min, 4° C) und der Uberstand
vorsichtig dekantiert. Zum Entsalzen wurde das Pellet mit eiskaltem 70% Ethanol gewa-

schen, getrocknet und schlieBlich in wenig Wasser gelost.

2.4.3. Phenol/Chloroform-Extraktion

Die Phenol/Chloroform-Extraktion dient dazu, Proteine (z.B. Enzyme) aus wiBrigen
Nukleinsdureldsungen zu entfernen. Die Nukleinsdurelosung wurde mit einem Volumen
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Mischung (25:24:1, Roth) versetzt, zur Emulsions-
bildung 5 min kriftig geschiittelt und zur erneuten Phasentrennung zentrifugiert
(12000 rpm, 5 min). Die wélrige Oberphase, die die Nukleinsduren enthélt, wurde in ein
neues Gefal tiberfiihrt und mit Ethanol prézipitiert.

2.5. Isolierung von Plasmid-DNA

2.5.1. Kochschnelltest nach Holmes und Quigly

Dieses Verfahren dient vor allem der schnellen Isolierung geringer Mengen von Plasmid-
DNA. Die Bakterien werden hierbei durch Lysozym, Triton und Hitze aufgeschlossen. Die
chromosomale DNA bleibt dabei an den Zelltriimmern haften und kann durch Zentrifuga-

tion von der Plasmid-DNA abgetrennt werden.

Eine am Vortag mit einem einzigen Zellklon beimpfte, iiber Nacht zur Sittigung
gewachsene, 7 ml LB-Bakterienkultur wurde durch Abzentrifugieren geerntet. Das
Bakterienpellet wurde in STET-Puffer (8 % Saccharose, 5 % Triton-X-100, 50 mM EDTA,
50 mM Tris, pH 8,0) resuspendiert und in Anwesenheit von Lysozym (Boehringer) und
RNase A 45 s aufgekocht. Nach dem Abzentrifugieren der Zelltriimmer (12000 rpm,
15 min, 4° C) wurde das im Uberstand befindliche Plasmid mit Isopropanol gefillt und an-
schlieBend mit 70 % Ethanol gewaschen und getrocknet. Die Ausbeute lag bei etwa 20 pg.

1/20 der Préaparation wurde fiir die Restriktionsanalyse (s. 2.7.1) verwendet.
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2.5.2. Alkalische Lyse mit Siulenchromatographie

Um Plasmid-DNA in groBerer Menge und hdherer Reinheit zu erhalten, wurde der "Qiagen
Maxi Kit" verwendet. Dieser beruht auf dem Prinzip der alkalischen Lyse (Birnboim und
Doly, 1979) in Verbindung mit einer anschlieBenden chromatographischen Reinigung {iber
eine Anionenaustauschersdule. Die Bakterien wurden in NaOH/SDS lysiert, wobei die
Proteine und DNA-Molekiile denaturierten. Die freigesetzten RNA-Molekiile wurden durch
RNase A verdaut. Bei der anschlieBenden Neutralisation mit Kaliumacetat renaturierte nur die
relativ kleine Plasmid-DNA wieder und blieb deshalb in Losung. Im Gegensatz dazu blieb das
viel grofere Bakterienchromosom denaturiert und konnte mit den {ibrigen Zelltriimmern, aus-
gefallenen Salzen und SDS abgetrennt werden. Die Bedingungen fiir den Auftrag auf die
Sdule und die Waschschritte wurden so gewéhlt, dal Proteine, Polysaccharide, RNA und
andere Verunreinigungen quantitativ abgetrennt werden konnten. Die eluierte Plasmid-DNA
wurde gefillt, getrocknet, in 250 ul Wasser aufgenommen und bei - 20° C gelagert. Mit
Aliquots der DNA wurde die Konzentration photometrisch bestimmt und eine
Restriktionsanalyse durchgefiihrt. Die hochreine Plasmid-DNA konnte als Ausgangsmaterial
fiir viele Zwecke eingesetzt werden, etwa fiir PCR (2.8), zur Transformation von Bakterien

(2.3.), zur Sequenzierung (2.9.) oder zur Transfektion eukaryoter Zellen (2.13.4.).

2.6. Auftrennung und Isolierung von DNA-Fragmenten

Aufgrund ihrer negativen Ladung konnen Nukleinsduren in dem elektrischen Feld eines
Gels nach ihrer Masse und Konformation (linear, offenzirkulér, superhelikal) aufgetrennt
werden. Durch Interkalation des Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid kénnen die ge-
trennten Nukleotidfragmente im UV-Licht (302 nm) als diskrete Banden im Gel sichtbar
gemacht werden. Zum GroBenvergleich diente ein DNA-Standard (1 kb Ladder, Gibco-
BRL). Um den Verlauf der Elektrophorese zu kontrollieren wurden dem Auftragspuffer
Farbmarker zugegeben. Bromphenolblau wandert mit DNA-Fragmenten von 10-100 bp
und markiert daher die Elektrophorese-Front. Xylencyanol wandert mit DNA-Fragmenten

von ca. 5 kb.
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Losungen:
10x TBE: Auftragspuffer (6x dye):
Tris (USB) 0,9M Ficoll Typ 400 (Sigma) 18 %
Borsédure (Merck) 0,9M EDTA pH 8,0 0,12 mM
EDTA pH 8,0 (ICN) 20m M TBE 6x
Bromphenolblau (IBI) 0,15 %
Ethidiumbromidstammlosung: Xylencyanol (Sigma) 0,15 %

10 mg/ml (Sigma), waBrig

Elektrophorese-Puffer:
Ix TBE (1 Teil 10x TBE + 9 Teile Wasser)

2.6.1. Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Zur Auftrennung von relativ kleinen DNA-Fragmenten mit einer Grofle von 50-1000 bp
diente die vertikale Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE). Dafiir wurden 5%-ige
Polyacrylamidgele in 1x TBE als Laufpuffer (Sambrook et al. 1989) verwendet. Die
Trennstrecke betrug 15 cm und die Dicke 0,75 mm (analytische Gele) bzw. 1,5 mm

(préparative Gele).

Zusammensetzung von 30 ml Polyacrylamidgel:

Rotiphoresegel (Acrylamid/N,N'-Bisacrylamid = 29:1, 40 %, Roth) 3,75 ml

10x TBE 3ml
H>O ad 30 ml
TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin, Sigma) 35ul
20% APS (Ammoniumpersulfat, Sigma) 80 ul

Den DNA-Proben wurde vor dem Auftragen 1/6 Volumen Auftragspuffer zugegeben. Zum
Einlaufen wurde eine Spannung von 100 V angelegt, zur Trennung schlieBlich fiir 1 h
270 V. Nach der Elektrophorese wurden die Gele 5 min lang in Ethidiumbromidldsung

(0,5 pg/ml) gefarbt und das Bandenmuster unter UV-Licht ausgewertet.

2.6.2. Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente im Bereich von 1 bis 12 kb wurden mit der horizontalen Gelelektropho-
rese in Agarosegelen (Sambook et al. 1989) aufgetrennt. 0,7 % (g/v) Agarose (Seakem
GTG, Biozym) wurde in 1x TBE im Mikrowellenherd geschmolzen, mit Ethidiumbromid
versetzt (Endkonzentration im Gel: 800 ng/ml) und in eine horizontale Elektrophorese-
kammer gegossen. Die Elektrophorese erfolgte fiir 1-3 h bei konstanter Spannung von

100 V mit 1x TBE als Laufpufter.
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2.6.3. Elektroelution

Um nach der Gelelektrophorese ein DNA-Fragment definierter Grof3e aus dem Gel isolie-
ren zu kénnen, wurde die Methode der Elektroelution verwendet. Die entsprechende Bande
wurde unter UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten, mit 1x TBE in einen Dialyse-Schlauch
(Sigma) {berfilhrt und die DNA in einer horizontalen, mit 1 x TBE gefiillten
Elektrophoresekammer bei 140 mA aus dem Gel eluiert. Nach etwa 1,5 h wurde die DNA
durch Ethanolfallung (s. 2.4.2) isoliert.

2.7. Enzyvmatische Modifikation von DNA

2.7.1. Restriktionsenzyme

Restriktionsendonukleasen stellen eine Gruppe von bakteriellen Enzymen dar, die doppel-
strangige DNA innerhalb oder unmittelbar neben spezifische Erkennungssequenzen spalten.
Bei der Spaltung entstehen entweder glatte Enden (blunt-ends) oder einander komplementére
5'- bzw. 3'-iiberhdngende Enden (sticky-ends). Da die DNA-Enden immer eine 5'-Phosphat-
und eine 3'-OH-Gruppe besitzen, ist eine spitere enzymatische Neuverkniipfung (Ligation)

kompatibler Enden moglich. Die Inkubationszeit betrug bei der fiir das jeweilige Enzym

Restriktionsenzym |Firma |Erkennungssequenz Puffer
Afl T NEB 5’-A/CPuPyGT-3’ NEB 3
Apal NEB 5’-GGGCC/C-3’ NEB 4
Asp 1 Roche |5’-GACN/NNGTC-3’ B

Asp 718 Roche |5’-G/GTACC-3’ B

Aval NEB 5’-C/PyCGPuG-3’ NEB 4
Avall NEB 5’- G/GACC-3’ NEB 4
Bam HI Roche |5°-G/GATCC-3’ B

Bgl 1 NEB 5’-GCCNNNN/NGGC-3’ NEB 3
Bsa | NEB 5’-GGTCTCN/-3’ NEB 3
Dde [ NEB 5’-C/TNAG-3’ NEB 3
Dra [ Roche 5’-TTT/AAA-3’ M

Eco RI NEB 5’-G/AATTC-3’ NEB 3
Hae Il NEB 5’-PuGCGC/Py-3’ NEB 4
Hind 11 NEB 5’-A/AGCTT-3’ NEB 2
Nco | NEB 5’-C/CATGG-3’ NEB 4
Pst I NEB 5’-CTGCA/G-3’ NEB3
Pvu Il NEB 5’-CAG/CTG-3’ NEB 2
Sty 1 NEB 5’-C/CATGG-3’ NEB 3

Tabelle 2.1. Verwendete Restriktionsenzyme.

N = beliebiges Nukleotid, Pu = Purin, Py = Pyrimidin.
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optimalen Temperatur 1,5 h (analytischer Ansatz) bzw. 3-8 h (priparativer Ansatz).

AnschlieBend wurde die DNA gelelektrophoretisch analysiert.

Tabelle 2.1. zeigt die verwendeten Restriktionsendonukleasen, ihre Erkennungssequenzen

und die zugehdrigen Puffer.

2.7.2. Alkalische Phosphatase

Alkalische Phosphatase aus Kélberdarm (CIP = calf intestine phosphatase) spaltet endstéin-
dige 5'-Phosphatgruppen, wie sie nach Restriktionsverdau (s. 2.7.1.) entstehen, von DNA-
Molekiilen ab. Durch vorherige Dephosphorylierung von linearisierten Vektoren mit CIP
wurde ein intramolekularer Ringschluf wihrend der Ligation verhindert und so die

Klonierungseffizienz der Fremd-DNA erhdht.

Das linearisierte Plasmid (etwa 5 pmol) wurde in 50 mM Tris pH 8,0 mit 1 U CIP
(Boehringer) fiir 1 h bei 37° C inkubiert. Nach Hitzedenaturierung des Enzyms (10 min,

75° C) konnte die Vektor-DNA in einen Ligationsansatz eingesetzt werden.

2.7.3. Auffiillreaktion

Bevor aus der PCR gewonnene DNA-Stiicke kloniert werden konnten, muf3ten ihre Enden
"glatt gemacht", d.h. ihre Uberhiinge beseitigt und das 5'-Ende phosphoryliert werden. Dies
erfolgte zum einen mit der T4-DNA-Polymerase (NEB), die DNA-Aufbau in 5'—>3'-
Richtung katalysiert und 3'-Uberhiinge abschneidet. Zum anderen phosphoryliert die
T4-Polynukleotidkinase (NEB) ATP-abhéngig das 5'-Hydroxylende von Polynukleotiden.
0,1 —1pg eines DNA-Fragmentes wurden durch die beiden Enzyme aufgefiillt,
phosphoreliert und konnten dann in das pUC19-Plasmid ligiert werden, das linearisiert und

mit glatten, dephosphorylierten Enden vorlag.

2.7.4. T4-DNA-Ligase

Die ATP-abhingige T4-DNA-Ligase (NEB) katalysiert die Bildung einer Phosphodiester-
bindung zwischen einem 5'-Phosphat- und einem 3'-Hydroxylende von doppelstrangiger
DNA oder RNA. Das Enzym kann sowohl iiberhdngende als auch glatte Enden
verkniipfen. Ligase, linearisierter Vektor und Fremd-DNA wurden in Ligasepuffer
gemischt und fiir etwa 16 h bei 16° C inkubiert. AnschlieBend konnte das rekombinante

Plasmid durch Transformation in E. coli eingeschleust werden.
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2.8. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die von K.B. Mullis entwickelte Polymerasekettenreaktion (Saiki et al. 1985; Mullis und
Fallona 1987) dient der exponentiellen Vermehrung definierter DNA-Abschnitte unter Ver-
wendung von spezifischen, komplementdren Oligonukleotidprimern und thermostabilen
archaebakteriellen DNA-Polymerasen. Durch ein Primer-Paar, das aus einem Vorwirts- und
einem Riickwértsprimer besteht, die an den Sense- bzw. Antisense- Strang binden, wird ein
spezifischer DNA-Abschnitt auf dem Template definiert. Nach Auftrennen des DNA-Doppel-
stranges durch Hitzedenaturierung (94° C) lagern sich die Primer, die in hohem molarem
UberschuB zugegeben werden bei 40 - 65° C an das Template an (Annealing). Danach
komplementiert die hitzestabile DNA-Polymerase die beiden DNA-Einzelstringe
(Elongation) bei 72° C. Dieser Vorgang (Denaturierung-Annealing-Elongation) wird zyklisch
20 - 40 mal wiederholt. Da sich die Zahl der DNA-Stringe im Reaktionsgemisch bei jedem
Durchgang (im Idealfall) verdoppelt, wéchst die DNA—Menge exponentiell an.

Wegen der enormen Sensitivitit der Methode sind bei der Durchfiihrung Verunreinigungen
durch Fremd-DNA strikt zu vermeiden, um keine falsch positiven Ergebnisse zu erhalten.
Dies geschieht beispielsweise durch die Verwendung spezieller PCR-Pipettenspitzen mit
Filtern. Es wurde jedesmal eine Negativkontrolle mitgefiihrt, die bis auf das Template

genauso wie der Reaktionsansatz zusammengesetzt war.

Typischer Reaktionansatz:

H,O 30ul

DNA-Template (50 ng/ul) 1 ul

Forward-Primer (10 pmol/ul) 2,5ul

Reverse-Primer(10 pmol/ul) 2,5ul

10xPfu-Puffer 4ul

10xPfu-Puffer Il

Pfu Polymerase (2,5 U/ul) Tul Enzymmix
dNTP (1,25 mM) 8ul

z S50pul

Standardprotokoll

Die PCR fand in einem Thermocycler (Omni Gene HB-TR 3) von Hybaid statt. Als thermo-
stabile Polymerase wurde die Pfu-DNA-Polymerase von Stratagene verwendet. Der Ansatz
wurde zundchst bis auf den Enzymmix zusammenpipettiert, zum Verdunstungsschutz mit

70 ul Mineral6l tberschichtet und bei 94° C fiir 5 min denaturiert. Bis zur Zugabe des



Material und Methoden 25

Enzymmixes wurde der Ansatz auf 80° C gehalten (hot start). Danach wurde die DNA in
25 - 40 Zyklen aus Denaturierung, Annealing und Elongation vermehrt. Danach schlof} sich
eine letzte Verlangerungsphase von 10 min bei 72° C an, so dall moglicherweise nicht in

ganzer Lange amplifizierte DNA-Fragmente vervollstindigt werden konnten.

Die fiir Klonierung oder Sequenzierung verwendeten Primer sind im Anhang 6.2.

angegeben.

2.9. Sequenzierung von DNA

Zu untersuchende DNA-Abschnitte wurden nach der Didesoxy-Methode (Sanger et al. 1977)
sequenziert. Dabei synthetisiert eine DNA-Polymerase in vitro an einer einzelstrdngigen
Matrizen-DNA den komplementiren Strang. Der Startpunkt der Reaktion ist durch die
Zugabe eines spezifischen Primers definiert. Es finden parallel vier Reaktionen statt, wobei zu
jedem Reaktionsansatz ein anderes Didesoxynukleosidtriphosphat (ddATP, ddGTP, ddCTP,
ddTTP) zugegeben wird. Bei Einbau eines ddNTPs statt des entsprechenden dNTPs kommt es
zum Kettenabbruch, da das Fehlen der OH-Gruppe in 3'-Position eine Verldngerung verhin-
dert. Das Verhéltnis zwischen dNTPs und ddNTPs wird so gewéhlt, da3 eine Mischung aus
allen mdglichen unterschiedlich langen DNA-Fragmenten entsteht. Danach werden die
Fragmente basengenau der Liange nach durch PAGE aufgetrennt. Da alle Fragmente mit dem
entsprechenden ddNTP enden, ergibt sich aus der Linge der Fragmente in den einzelnen

Reaktionsansétzen die Position der einzelnen Basen, bzw. die Sequenz des zu untersuchenden
DNA-Abschnittes. Die Fragmente wurden entweder durch den Einbau von 39S-dATP oder

durch Fluoreszenzfarbstoffe —markiert. Die Auswertung erfolgte entweder nach

Autoradiographie oder Photodetektion.

2.9.1 Sequenzreaktion mit radioaktiv markierten Nukleotiden (oc-358-dATP)

Denaturierung:

Da fiir die Sequenzierung nach Sanger einzelstrangige DNA erforderlich ist, mufite die
Plasmid-DNA denaturiert werden. Dazu wurden 8 pg Plasmid-DNA in 0,4 N NaOH inkubiert
und gefillt. Das getrocknete DNA-Pellet konnte entweder sofort fiir die Sequenzreaktion ein-

gesetzt oder bei —20° C gelagert werden.

Sequenzreaktion:

Die Sequenzierungsreaktion wurde mit dem ,,Sequenase® Version 2.0 Kit“ (USB) nach
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Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Die Sequenase ist eine gentechnisch verdnderte

T7-DNA-Polymerase mit hoher Prozessivitit und fehlender 3’ — 5” - Exonuklease-Aktivitit.

Nach Abstoppen der Reaktion konnten die Proben sofort auf das Gel aufgetragen oder bei
-20° C gelagert werden.

Denaturierende PAGE und Autoradiographie:
Die DNA-Fragmente wurden unter denaturierenden Bedingungen in vertikalen
Polyacrylamid-Harnstoffgelen (0,4 mm Dicke, 20 cm Breite, 40 cm Hohe) aufgetrennt und

anschliefend durch Autoradiographie sichtbar gemacht.

50 ml Sequenziergellosung:

Harnstoff 2l g
Rothiphoresegellosung (29:1, 40% Roth) 7,5 ml
10x TBE 5ml
H,O ad 50 ml
TEMED 44 nul
20% APS 100 pl

Das Gel lieB man etwa 30 min bei 25 W vorlaufen, um eine optimale Temperatur von
ungefdhr 50° C zu erreichen. Als Laufpuffer diente 1x TBE. Unmittelbar vor dem Auftragen
wurden die vier Terminationsansitze fiir 3 min bei 95° C denaturiert. Die Elektrophorese
erfolgte bei 25 W fiir 1,5-2 h und nach einem zweiten Auftrag noch einmal so lang. Sobald
die Lauffront des letzten Auftrages die Unterkante des Gels erreicht hat, wurde das Gel auf
ein Filterpapier (Schleicher und Schiill, GB 003) iiberfiihrt und fiir 2 h unter Vakuum bei 80°
C getrocknet.

Autoradiographie:
Zur Autoradiographie wurde das trockene Gel in eine Filmkassette gelegt und mit einem
Rontgenfilm bedeckt. Nach 16 -30 h wurde das Autoradiogramm entwickelt. Mit zwei

Auftragen konnten etwa 200 - 350 Basen der Sequenz gelesen werden.

Beseitigung von Kompressionen

Gelegentlich wandern unterschiedlich lange DNA-Fragmente aufgrund sich ausbildender
Sekundérstrukturen im Gel auf gleicher Hohe, es entstehen sogenannte Kompressionszonen.
Diese Zonen konnen meist aufgeldst werden, indem man dGTP durch deaza-dGTP oder dITP

im Reaktionsansatz ersetzt.
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2.9.2. Automatische Sequenzierung mit fluoreszenzmarkierten Primern (ALF)

DNA wurden nicht nur radioaktiv sondern auch mit Hilfe eines Sequenzierautomaten
(A.LF.™ DNA Sequencer, Pharmacia) sequenziert. Als Polymerase wurde Thermo
Sequenase (Amersham) eingesetzt, eine hitzestabile, Exonuklease-freie DNA-Polymerase. In
mehreren Zyklen (Hitzedenaturierung der DNA, Anlagerung der Primer, Elongation bzw.
Kettenabbruch) synthetisiert die Thermo Sequenase in Anwesenheit von dNTPs und ddNTPs
komplementidre DNA-Fragmente - und zwar einzelstridngig, nicht wie in der PCR (mit einem
Primerpaar) doppelstrangig. Als Primer wurden die fluoreszenzmarkierten Forward- bzw.
Reverse-Primer von Amersham verwendet, die an pUC-Vektoren vor bzw. hinter der
multiplen Klonierungsstelle binden. Da mit jedem Zyklus die Population der DNA-Fragmente
vergroflert wurde, war nur eine geringe Menge an zu untersuchender Plasmid-DNA (1-3 ng)
vonndten. Nach Abschlul der Reaktionszyklen wurden die jeweils vier Reaktionsansétze auf
ein denaturierendes Polyacrylamidgel aufgetragen und in dem Sequenzierautomaten {iber
7,5 h hinweg elektrophoretisch aufgetrennt. Der Fluoreszenzfarbstoff, der durch den Primer
an jedem DNA-Fragment hdngt, wurde durch einen Laserstrahl angeregt und die darauthin
abgegebene Fluoreszenz von Photodetektoren erfafit. Nach Auswertung der gespeicherten
Daten mit der A.L.F.™ Manager Software konnten pro Lauf 300 - 500 Basen bestimmt

werden.

Programm fiir den Thermocycler:

Initiale Denaturierung: 95°C,90s
Denaturierung: 95°C,30s
25 Zyklen Primer-Anlagerung: 50°C,40s
Polymerisation: 72°C,30s

60 ml Sequenziergellosung:

Harnstoff 255¢g
Rothiphoresegellosung (29:1, 40%, Roth) 9,9 ml
10x TBE 8 ml
H0 ad 60 ml
TEMED 53 ul

20% APS 120 pl
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2.10. Herstellung 32p_markierter DNA-Sonden

Mit dem "Random primed Labeling Kit" (Boehringer) konnten 32P-markierte DNA-

Sonden hergestellt werden. Dabei wurde an einer Einzelstrangmatrize unter Verwendung

von 32P-markiertem dCTP der Gegenstrang synthetisiert. Dazu diente das sogenannte
Klenow-Enzym, eine modifizierte DNA-Polymerase I aus E.coli, der der C-Terminus und
damit die 5'—>3'-Exonukleaseaktivitit fehlt. Zum Polymerisationsstart bendtigt die
Polymerase ein kurzes Stiick doppelstringige DNA. Deshalb wurde ein Gemisch aus
verschiedensten Hexanukleotiden als "random"-Primer zugegeben (Feinberg und
Vogelstein 1983). Das als Matrize eingesetzte DNA-Fragment stammte aus einer PCR oder
war durch Restriktionsenzyme aus Plasmid-DNA herausgeschnitten worden. Nach

Abschluf3 der Reaktion mufiten iiberschiissige, nicht eingebaute

Desoxyribonukleosidtriphosphate durch Saulenchromatographie an einer NickIM Szule
(Pharmacia) entfernt werden. Die gereinigte Probe wurde mit TE-Puffer von der Séule

eluiert und ihre spezifische Aktivitdt mit Hilfe eines Szintillationszédhlers bestimmt.

Reaktionsansatz: TE-Puffer:

DNA (60 ng/ul): 1,5 pl 1 M Tris pH 8,0 10 ml
H,O 6,5 ul 0,5M EDTA, pH 8,0 2 ml
Summe 8,0 ul H>O ad 1000 ml

Denaturieren bei 95° C fiir 10 min,
dann hinzufiigen:

dXTP* 3ul
Reaction Mix** 2 ul
2p-dCTP 6 ul
Klenow —Enzym 1 ul
(20 U/ul)

Summe: 20 ul

Inkubieren bei 37° C fiir 30 min,
dann auf Nick-Coloumn auftragen

*dXTP =je 0,16 mM dATP, dGTP, dTTP in 10 mM Tris-Puffer
**Reaction Mix = Hexanukleotid-Mischung in 10 x Reaktionspuffer

2.11. Northern Blot-Analyse

Mit der Northern Blot-Analyse werden Vorkommen und GrofBe bestimmter RNA
Transkripte in verschiedenen Geweben untersucht. Dabei wird die RNA aus verschiedenen

Geweben isoliert, mit Gelelektrophorese aufgetrennt und auf eine Nylonmembran
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ibertragen. Nun wird die an die Membran gebundene RNA mit einer radioaktiv markierten

DNA-Sonde hybridisiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vorgefertigte Northern Blots der Firma Clontech ver-

wendet. Auf die Membranen war bereits die immobilisierte RNA verschiedener Gewebe

der Maus gebunden. Zur (Prd)hybridisierung wurden sie mit 1 ml Lésung pro 5 cm? Filter
in einen Hybridisierungsbeutel (Gibco-BRL) eingeschweilit und im Wasserbad bei 42° C
inkubiert. Nach dreistiindiger Vorbehandlung mit Prahybridisierungspuffer erfolgte die

eigentliche Hybridisierung in der Hybridisierungslosung, die die geeignete 32p_markierte
Gensonde enthielt (5 x 106 cpm/ml) fir 15 - 18 Stunden. Unspezifisch gebundene und

tiberschiissige Gensonde wurde anschlieBend mit den folgenden Waschschritten von der

Membran entfernt:

2x Sminin 2x SSC; 0,1 % SDS-Losung bei Raumtemperatur,
2x 10minin 1x SSC; 0,1 % SDS-Losung bei Raumtemperatur,
2 x 15 min in 0,1x SSC; 0,1 % SDS-Losung bei 42° C.

Die Filter wurden 6 - 36 h auf eine Phosphoimagerplatte aufgelegt. Dadurch konnte die
Lage der radioaktiven hybridisierten DNA-Sonde auf der Membran als schwarze Bande
sichtbar gemacht werden. Die Grofe der RNA lie sich anhand eines auf der Membran be-
findlichen Lingenstandards ablesen. Der Filter konnte nach zwei viertelstiindigen
Waschschritten mit 0,1x SSC; 0,1 % SDS-Losung bei 95° C erneut zur Hybridisierung

eingesetzt werden.

Prahybridisierunglosung: Hybridisierungslosung:

5x PE 2,0 ml 5x PE 1,0 ml

20x SSC 2,5 ml 20x SSC 1,25 ml

100 % Formamid, deionisiert 5,0 ml 100 % Formamid, deionisiert2,5 ml

ssDNA (salmon sperm) 150 pl ssDNA (10 ml/ml) 75 ul

H>O ad 10 ml Gensonde [5x 106 cpm/ml x 5 ml]
H>O ad 5 ml

Zur Denaturierung der Lachssperma-DNA wurden die Hybridisierungslosungen kurz vor

ithrer Verwendung 10 min lang im kochenden Wasserbad erhitzt.
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2.12. In situ-Hvbridisierung

Prinzip:

Bei der In situ—Hybridisierung wird messenger RNA direkt im Gewebe (,,/n situ‘‘) nach-

gewiesen. Dazu wird das Gewebe mit einer 200 — 400 bp langen, radioaktiv markierten

RNA-Sonde, die zu einem Abschnitt der interessierenden mRNA komplementér ist,

hybridisiert und anschlieBend mit RNAse A behandelt. Diese verdaut nur einzelstringige

RNA. Dort wo die Sonde mit der mRNA hybridisiert hat bleibt die RNA erhalten und kann

anschliefend aufgrund ihrer Radioaktivitit fotographisch sichtbar gemacht werden. Als

Negativkontrolle wurde der Komplementér-Strang der Sonde verwendet (gleiche Lénge,

gleicher GC-Gehalt, keine spezifische Bindung an mRNA).

2.12.1. Verwendete Losungen:

H20pEPC:
Diethylpyrocarbonat (DEPC) 1,0g
H>O ad 1000 ml

iiber Nacht riihren lassen, danach durch
Autoklavieren Reste von DEPC entfernen.

10x PBS:

NaCl 80 g
KCl1 2g
NayHPOg4 (wasserfrei) 6,2¢g
KH>PO4 2g
H»>O ad 1000 ml
pH 7,4

5x RNAse A-Puffer:

5 M NaCl 250 ml
1 M Tris pH 8,0 25 ml
0,5 M EDTA pH 8,0 5ml
H>O ad 500 ml

IM Tris:
Tris-Base 121 g
H>O ad 1000 ml

pH mit HCl¢opc auf 8,0 einstellen.

0,5M EDTA, pH 8,0:

NayEDTA*2 HyO 186,1 g
H>O ad 1000 ml
mit 5 M NaOH auf pH 8,0

einstellen.

S5x Protease-Puffer:

1 M Tris pH 8,0 250 ml
0,5 M EDTA pH 8,0 25 ml
H»>O ad 1000 ml

3 M Natriumazetat, pH 5,2:

Natriumacetat*3H,O 40,8 g
H>O ad 100 ml
mit Eisessig auf pH 5,2 einstellen.

Alle oben genannten Losungen wurden RNAse-frei hergestellt und durch Autoklavieren

sterilisiert.
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IMDTT: Chloralhydratlosung:
Dithiothreitol (ICN) I,5¢ Chloralhydrat 30g
3 M NaAzetat 33 ul 10x PBS pH 7,4 1 ml
H>O ad 10 ml H>O A ad 10 ml
sterilfiltrieren und aliquotiert bei -20° C sterilfiltrieren, bei 4° C 4 Wochen
haltbar lagern.
50 % Dextran: Box-Puffer:
Dextransulfat (MG=5X106) 12,5¢g Formamid 50 ml
H>O ca. 12 ml 20x SSC 20 ml
3 h bei 68° C losen HyO ad 100 ml
H>O ad 25 ml
bei -20° C lagern. 4 % PFA:

Paraformaldehyd 6¢g
Formamid (deionisiert): 10x PBS 15 ml
Ionenaustauscherharz (BioRad) ca.Sg H>O ad 150 ml
Formamid ca. 45 ml bei 60° C I6sen, auf 4° C abkiihlen,
bei 4° C lagern. frisch zubereiten.
50x Denhardt: 1,25x Hybridisierungspuffer:
Ficoll lg IM Tris pH 8,0 0,625 ml
Polyvinylpyrrolidon lg 5M Na(Cl 3,75 ml
BSA lg 0,5M EDTA pH 8,0 0,125 ml
H>O ad 100 ml 50x Denhardt 1,25 ml
sterilfiltrieren, aliquotiert bei -20° C lagern. 50 % Dextran 12,5 ml

Formamid (deionisiert) 31,25 ml

H>O ad 50 ml

2.12.2. Herstellung der RNA-Gensonden:

Fir jedes Gen (mHCNI1-3) wurden zwei spezifische Gensonden durch PCR (2.8.) aus
mHCN-cDNA-Klonen amplifiziert und in den Vektor pALl ligiert. Dazu waren an den
5'-Enden der Primer fiir die PCR noch die Erkennungssequenzen fiir BamHI und 4sp718
angefiigt. Uber diese Schnittstellen wurden die DNA-Fragmente in den linearisierten,
dephosphorylierten Vektor eingebaut. Die 3’-gelegene Sonde von mHCN?2 lie8 sich nicht
per Standard-PCR amplifizieren, da der GC-Gehalt im entsprechenden Abschnitt iiber
75 % liegt. Deshalb wurde ein 335 bp langes Fragment mit Bsal und Styl aus einem
mHCN2-cDNA-Bibliotheksklon herausgeschnitten und blunt in pAL1 ligiert. Die
resultierenden Klone wurden mit Restriktionsverdau analysiert und die Insertionen wurden

auf beiden Stringen sequenziert. Fir jede Gensonde wurden ungefihr 12 pg der
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entsprechenden Plasmid-DNA mit BamHI und Asp718 in zwei getrennten Ansdtzen
linearisiert (2.7.1.) und nach Phenol/Chloroform-Reinigung (2.4.3.) mit Ethanol gefillt, in
11 pl HoOpgpc geldst und bei -20° C gelagert.

In-vitro Transkription:

Bei der In-Vitro-Transkription synthetisiert eine RNA-Polymerase eine zur DNA-Matrix
komplementidre cRNA. Die verwendeten T3 bzw. T7-RNA-Polymerasen erkennen ihren
spezifischen in pAL1 vorhandenen Promotor. Aus der Geometrie des pALI1 ergibt sich,
daB die T7-RNA-Polymerase bei diesem System einen RNA-Strang, der komplementér zur
entsprechenden Boten-RNA ist synthetisiert (Antisense-Probe), die T3-Polymerase
dagegen einen Gegenstrang, der nicht komplementir, sondern identisch mit der
entsprechenden Boten-RNA ist (Sense-Probe)(s. Abb. 2.1.). Die In vitro-Transkription
wurde mit jeder Probe einmal mit nicht radioaktivem UTP getestet (,,kalte Transkription®).

Die RNA-Produkte wurden gelelektrophoretisch untersucht. AnschlieBend wurde die In
vitro-Transkription mit radioaktivem 35UTP wiederholt (,,heiBe Transkription*). Nach der
In vitro-Transkription wurde die DNA-Matrize von DNAsel abgebaut und der Ansatz
chromatographisch (NickIM Column, Pharmacia) aufgetrennt. Von den Fraktionen 1 bis 5
wurden jeweils 5 pl zu 5 ml Szintillationsfliissigkeit pipettiert und die Aktivitit im
Szintillationszdhler gemessen. Die radioaktiv markierte Gensonde befand sich in
Fraktion 2. Sie wurde zur besseren Stabilitit in Hybridisierungslosung auf eine
Konzentration von 1 x 107 dpm/ml verdiinnt und mit tRNA (RNAse-frei, Boehringer) mit

einer Endkonzentration von 0,5 ug und DTT mit einer Endkonzentration von 10 mM

gemischt. Dabei diente DTT als Antioxidans der Stabilitit des 33S.

2.12.3. Anfertigung von Gewebeschnitten

Samtliche fiir die /n situ-Hybridisierung verwendeten Mausegewebe stammten von er-
wachsenen, ménnlichen C57/Bl6 Maiusen. Gehirn und Herz wurden unmittelbar nach
Totung der Méuse durch Genickbruch entnommen und sofort in Isopentan, das in einer
Trockeneis-Ethanol-Mischung gekiihlt wurde, bei ca. -50° C eingefroren. In luftdichten
Gefallen konnten die Organe bei -80° C gelagert werden.

In einem Kryostat (Leica, Jung CM 3000) wurden bei -20° C 16 um dicke Prdparate von

den Geweben geschnitten und auf Polylysin-beschichteten Objekttrager (Polysinel™M,

Menzel Gléaser) aufgeschmolzen. Die Objekttriger wurden eine halbe Stunde unter
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Vakuum getrocknet und bei Raumtemperatur mit 4 %-iger Paraformaldehydlosung fiir
20 min fixiert. Nach einem Waschgang mit 0,5x SSC wurden die Schnitte in aufsteigenden
Ethanolkonzentrationen (50 %, 70 %, 95 %, 100 %) entwéssert. Die Schnitte wurden fiir
mindestens 30 min vakuumgetrocknet. Falls sie nicht gleich zur In situ-Hybridisierung
weiterbearbeitet wurden, konnten sie bei -80° C in einer luftdichten Box zusammen mit

Trockenmittel (Silikagel) iiber Monate hinweg gelagert werden.

2.12.4. Standardprotokoll der In situ-Hybridisierung
Das Protokoll zur /n situ-Hybridisierung wurde in modifizierter Form von Simmons et

al. 1989 iibernommen.
Es wurden getrocknete, fixierte Gefrierschnitte (2.12.3.) verwendet.

Zur besseren Freilegung der RNA wurden die Gewebeschnitte fiir 15 min mit 2 pg/pl
Proteinase K in 1x Proteasepuffer vorbehandelt und anschlieBend 5 min in 0,5x SSC

gewaschen.

Um eine unspezifische Bindung der Sonde an den Schnitten zu vermeiden wurde das
Gewebe azetyliert:

-3 minin 0,1M TEA (Triethylammoniumazetat) pH 8,0 inkubieren
- 10 min in 0,25 %-iger Essigsdureanhydridlosung in 0,1M TEA
- 2 Waschschritte: je 2 min in 2x SSC

Entwisserung der Schnitte:

- je 3 min in 50 %, 70 %, 95 %, 100 % Ethanol

- 5 min lufttrocknen

- 30 min vakuumtrocknen

Die Objekttriager (OT) wurden in einer dicht verschlieBbaren Box waagerecht auf ein Git-
ter gelegt und die Gewebeschnitte mit der dickfliissigen Hybridisierungslosung bedeckt,
die aus 8 Anteilen 1,25x Hybridisierungspuffer, 1 Anteil IM DTT und 1 Anteil Wasser be-
stand. Um ein feuchtes Milieu in der Box aufrechtzuerhalten und damit ein Antrocknen der
Hybridisierungslosung zu verhindern, wurde Saugpapier auf den Gefdlboden gelegt und

mit Boxpuffer getrinkt. Die Prahybridisierung erfolgte fiir zwei Stunden bei 42° C.

Sense- und Antisenseprobe (mit 1x107dpm/ml Hybridisierungspuffer) wurden 10 min im
65° C Wasserbad erhitzt und nach Zugabe von 80 ul 1 M DTT auf 1 ml Probenlésung
zentrifugiert (2 min 2000 rpm). 30 bis 100 pl der Hybridisierungslosung mit Antisense-
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bzw. Sense-Probe wurden auf die prihybridisierten Schnitte pipettiert, die man danach bei

55° C fur etwa 16 h inkubieren liel3.

Die Objekttrager wurden am nichsten Tag in einen Glastrager gestellt und in Glasgefaflen

von unspezifisch gebundener Probe befreit. Um den im RNA/RNA-Hybrid gebundenen
358 zu stabilisieren, enthielten die Waschlosungen 1 mM DTT und 1 mM EDTA pH 8,0.

Die mit Sense- und Antisense-Probe hybridisierten Schnitte wurden vollkommen gleich
behandelt.

- 2 Waschschritte: je 10 min 2x SSC

- RNase A-Verdau: 30 min in 20pug/pl RNase A in 1x RNAse-Puffer

RNase A baut spezifisch einzelstringige RNA ab, RNA/RNA-Hybride dagegen nicht.

- 2 Waschschritte: je 10 min in 2x SSC bei Raumtemperatur
- 2 Waschschritte: je 1 hin 0,1x SSC bei 60° - 70° C
- 3 Waschschritte: je 10 min in 0,5x SSC bei Raumtemperatur

Entwassern:

-je 3 min in 50 %, 70 %, 95 %, 100 % Ethanol
- 5 min lufttrocknen
- 30 min vakuumtrocknen

Die getrockneten Objekttrager wurden auf Karton aufgeklebt und ein Film (Kodak BioMax
MR) aufgelegt. Nach 6 bis 20 Tagen Exposition bei 4° C wurde der Film entwickelt.

2.12.5. Filmemulsion:

Anhand des exponierten Films konnte an den Gehirnschnitten festgestellt werden, in
welchen Hirnregionen die jeweiligen Kanile exprimiert werden. Um die Expression auf
zelluldrer Ebene aufzukldren wurde eine Mikroautoradiographie durchgefiihrt. Dabei wur-
den die Objekttrager mit den hybridisierten Gewebeschnitten mit einer Filmemulsion
iiberzogen, acht Wochen lang exponiert und anschlieBend entwickelt. Am Ort der
radioaktiven Gensonde bildeten sich in der Filmemulsion Silberkorner, die unter dem

Lichtmikroskop untersucht werden konnten.
Die Filmemulsion Kodak NTB-2 (Kodak) wurde im 42° C Wasserbad aufgeschmolzen.

Die Objekttrager wurden nacheinander in die Emulsion getaucht, langsam wieder rausge-
zogen und senkrecht in einen Metallstinder gestellt. Nach dem Trocknen der Emulsion
wurden die Objekttriger in eine lichtdichte Box gesteckt, die viel Silikagel enthielt, und fiir
etwa 8 Wochen bei 4° C lichtgeschiitzt gelagert. Die Filmemulsion lie man erstarren und

bewahrte sie - vor Licht und radioaktiver Strahlung geschiitzt - bei 4° C auf.
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Entwicklung der Filmemulsion:

Die Entwicklerlosung (Kodak Developer D1-19) mufite mit Wasser 1:1 verdiinnt werden.
AnschlieBend wurden Entwickler und Fixiererlosung (Kodak Fixer) filtriert und in
Glasgefaflen auf 15° C temperiert. In der Dunkelkammer wurden die Objekttrager aus der
Box geholt, in einen Glassténder gestellt und nacheinander in die Losungen getaucht:

- 4 min in den Entwickler,
- 10 s in Wasser,

- 5 min in den Fixierer

- 5 min in Wasser.

Anschliefend liel man die Objekttrager noch mindestens 30 min im Wasser stehen, bevor
sie gefarbt wurden. Die Emulsionsschicht auf der Riickseite der OT wurde nach dem

Trocknen mit einem Skalpell entfernt.

2.12.6. Histologische Farbungen

Zur besseren Darstellung der Morphologie wurden die Gehirnschnitte nach der Entwicklung
der Filmemulsion leicht mit Toluidinblau eingefarbt, das sowohl Kerne als auch Zytoplasma
blau darstellt. Nach der Farbung wurden die Gewebeschnitte mit DePeX-Harz (Serva) und
Deckgldschen bedeckt.

Toluidinblaufirbung:

e OT fur 10-30 min in die
Toluidinblauldsung (Sigma, 10 g/1)

3x in H,O tauchen

in 30 % Ethanol nach Bedarf entfirben
trocknen lassen

2x2 min in Xylol

2.12.7. Mikroskopie und Photographie
Die angefarbten Gewebeschnitte wurden mit einem Zeiss Axioskop im Hell- und Dunkel-
feld wuntersucht. Photographien wurden von 50-, 100-, 200- und 400-fachen

VergroBerungen mit einer Contax 167 MT-Kamera aufgenommen.

2.13. Arbeit mit eukaryoten Zellen

Das Anlegen der Zellkulturen und die elektrophysiologischen Messungen wurden von

Herrn Dr. X. Zong und Frau Dr. J. Stieber durchgefiihrt.
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2.13.1. Eukaryote Zellinie

Zur Expression in eukaryoten Zellen wurde die permanente Zellinie HEK293 (ATCCR Nr.
CRL 1573, Graham et al. 1977) verwendet. Bei HEK293 Zellen handelt es sich um
menschliche embryonale Nierenzellen (human embryonic kidney cells = HEK), die stabil

mit dem humanen Adenovirus Typ 5 transfiziert sind.

2.13.2. Nihrmedium
Die Zellen wurden in ,,Minimum essential Medium* (MEM) kultiviert, das Aminosduren,
Vitamine, Glucose und Mineralien (Eagle 1959) enthilt, so daB3 sich Sdugerzellen gut darin

vermehren.

Zusammensetzung von MEM:

H»>O (autoklaviert) 435 ml
7,4 % NaHCO3 (sterilfiltriert) 15 ml
200 mM L-Glutamin (sterilfiltriert) Sml
10x MEM (Biochrom) 50 ml
Fetales Kédlberserum (FCS) 50 ml

Antibiotika (Penicillin/Streptomycin) 5 ml

Das komplette Kulturmedium war in dieser Form bei 4° C etwa 2 Wochen haltbar. Das
Wachstum von Bakterien in den Zellkulturen wurde mit Penicillin G und Streptomycin
(Biochrom, Endkonzentration von 100 U/ml Penicillin G bzw. 100 pg/ml Streptomycin)

unterdrickt.

2.13.3. Kultur
Die Zellen wurden in Monolayern in Plastik-Kulturgefden aus Polysterol (Costar) bei

37° C und einem CO3-Gehalt der Luft von 6 % (zur Konstanthaltung des pH-Wertes des

Mediums) kultiviert.

Losungen:
PBS: Trypsin/EDTA:
NaCl 40¢g Stammlosung: 0,5 % Trypsin/0,2 % EDTA
KCl 10g mit PBS 1:10 verdiinnen,
NayHPO4*12 HyO 145¢ = 0,05 % Trypsin/0,02 % EDTA
KHyPO4 1,2¢g bei -20° C lagern
H>O ad 5000 ml

auf pH 7,4 einstellen, autoklavieren.



Material und Methoden 37

Einfriermedium:
MEM/FCS 90 %
DMSO 10 %

2.13.4. Transfektion von eukaryoten Zellen nach der Calciumphosphat-Methode

Zur Expression von HCN Kanalproteinen in HEK293 Zellen wurde die Calciumphosphat-
Transfektionsmethode nach Graham und van der Eb (1973) angewandt. Der nach Ishiura et al.
(1982) modifizierte Puffer fiihrt zur Bildung eines Calciumphosphat-DNA-Prézipitates, das
sich auf den Zellen absetzt und von ihnen durch Endocytose aufgenommen wird. Dabei wird
die zirkuldre Fremd-DNA unabhingig vom Genom der Wirtszelle (episomal) transkribiert.
Die eingeschleusten Gene sind allerdings nur voriibergehend aktiv und gehen im Verlauf
weiterer Zellteilungen wieder verloren. Man spricht deshalb von ,transienter Transfektion®.

Die Transfektionseffizienz betrug durchschnittlich 30 %.

Verwendete Losungen

BBS: (2x BES-buffered solution)

50 mM N,N-bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethansulfonsidure (BES, Sigma)
280 mM NacCl

1,5 mM Na,HPO4 pH 6,95

800 ml H,O zugeben und pH 6,95 mit NaOH einstellen

ad 1000 ml H,O

Sterilfiltrieren, aliquotieren und bei -20° C lagern.

CaCl,-Losung:
2,5 M wisserige, sterilfiltrierte CaCl,-(Sigma) Losung, Autbewahrung bei -20° C.

Transfektionsmix fiir 3 x 175 cm? Kulturflaschen:
2,5 M CaCl,-Losung 500 pl

Plasmid-DNA 300 pg

H,O ad 10000 pul

BBS 5000 pl
Durchfithrung

e Aussihen von je etwa 3 x 10° HEK293 Zellen in drei 175 cm? Kulturflaschen, Inkubation
fiir 36 h bei 37° C und 6 % CO,.

e Betrdufeln der Zellen mit dem Transfektionsmix, Inkubation fiir 16 - 18 h bei 35° C und

3 % CO,
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e Zweimaliges Waschen der Zellen mit PBS, Zugabe von je 30 ml frischem Medium, er-

neute Inkubation fiir 36 - 72 h bei 37° C und 6 % COs,.

2.14. Elektrophysiologische Untersuchungen

Die Messungen erfolgten im Ganzzell-Modus nach der Patch-Clamp-Methode. Die
transient transfizierten HEK293 Zellen wurden ausgesdt und 2 bis 4 Tage spéter unter
mikroskopischer Beobachtung elektrophysiologisch analysiert. Die Patchpipette wurde auf
die Membranoberfliche der transfizierten Zellen aufgesetzt. Dadurch erhohte sich der
Pipettenwiderstand bis in den Gigaohmbereich (Gigaseal). Durch einen kurzen Sog wurde
das von der Pipette bedeckte Membranstiick aufgebrochen, so dall das Innere der Pipette
mit dem Zellinneren in Verbindung stand. Diese Methode erlaubte die Messung des
Stromes der mHCNI1-Kanédle, die sich auf der gesamten Zelloberfliche befanden
(,,Ganzzell-Modus*). Die Ableitung erfolgte mit Hilfe der Elektrode der Patchpipette, die
mit einem Verstdarker (EPC-7) gekoppelt war. Die Daten wurden mit 10 kHz digitalisiert,
bei 1kHz gefiltert und mit pCLAMP- (Axon Instruments) und Origin4.1-Software
(Microcal Inc.) ausgewertet. Leckstrome und kapazitative Strome wurden in
Kontrollversuchen bestimmt und von den MeBwerten abgezogen. Die Messungen wurden

alle bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Mittelwerte von 2 Gruppen wurden mit Hilfe des Student t-Tests verglichen. p<0,05 wurde

als statistisch signifikant angesehen.

Extrazellulire Losung (Badlosung):

NaCl 110 mM
CaClp 1,8 mM
KCl 30 mM
MgClp 0,5 mM

HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulphonsiure)S mM
mit NaOH pH von 7,4 eingestellt.

Intrazellulire Losung (Losung in der Pipette):

KCl 130 mM
NaCl 10 mM
MgCl, 0,5 mM
EGTA (Ethylenbis(oxonitrilo)tetraacetat) 1 mM
HEPES 5mM

mit KOH pH von 7,4 eingestellt.
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3. Ergebnisse

3.1. Klonierung der cDNA von mHCN1 aus dem Gehirn der Maus

Im Rahmen von Voruntersuchungen zu der vorgelegten Arbeit wurde von der Arbeitsgruppe
die ,.expressed sequence tag® (EST) Datenbank nach Sequenzen abgesucht, die eine
Homologie zu einer bekannten Zyklonukleotidbindungstasche (CNBD) aufweisen. Ziel war
dabei die Identifizierung von neuen, direkt von cAMP/cGMP regulierten Proteinen. Als
Suchsequenz diente dabei die CNBD von CNG3 (Biel et al. 1994). CNG-Kanile werden
direkt durch Bindung zyklischer Nukleotide an die CNBD gedffnet. Bei ESTs handelt es sich
um DNA-Sequenzen mit einer Lange von 300-500 bp, die durch automatisches
Ansequenzieren einer Vielzahl von Klonen gewonnen werden (Adams et al. 1991). Es wurde
eine EST-Sequenz mit ca. 40 % Homologie zur CNBD von CNG3 gefunden. (Genbank-
Zugangsnummer: MMA23393). Mit dieser EST-Sequenz wurde eine cDNA- Bibliothek
(10° Klone) aus Mausgehirn abgesucht. Von den insgesamt 120 positiven Klonen wurden
zufillig 36 ausgesucht. Durch Restriktionsanalyse konnten diese in drei Klassen eingeteilt
werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden nun zwei Klone aus einer der drei Klassen

vollstindig sequenziert.

Bei beiden Klonen handelt es sich um sog. ,.full-length* Klone mit durchgehendem Lese-
rahmen, einem Start- und einem Stop- Codon. Dem Startcodon geht eine
Ribosomenbindungssequenz (Kozak 1991) voraus, das Stopcodon wird von einem
Polyadenylierungssignal gefolgt. Der offene Leserahmen kodiert fiir ein Protein aus 910
Aminosduren und einem berechneten Molekulargewicht von 102,3 kDa, das zunichst als
HAC2 und spéter als mHCNI (murine hyperpolarisation-activated cyclic nucleotide-gated

cation channel) bezeichnet wurde.

Gleichzeitig wurden von unserer Arbeitsgruppe die anderen beiden Klas-
sen sequenziert und festgestellt, daf3 die drei neuentdeckten Proteine eine
eigene, bisher unbekannte lonenkanalfamilie bilden. Die Mitglieder dieser
Familie wurden zuerst als HAC, dann als HCN-Kandle bezeich-

net.(Ludwig et. al. 1998). (Zur Nomenklatur Hyperpolarisations-

aktivierter Kationenkandle s. Anhang 6.1.). Sequenzvergleiche ergaben,
dafs mHCNI ndher mit mHCN2 (86 % Homologie) als mit mHCN3 (83 %)
verwandt ist (s. Abb. 3.1.).
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Abb. 3.1. MHCN2
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Aufgrund seiner Primérstruktur und einer Hydrophobizitdtsanalyse (Kyte und Doolittle 1982)
kann mHCNI1 in die Superfamilie spannungsabhéngiger Kationenkanéle eingeordnet werden.

Wie die anderen Mitglieder dieser Familie besitzt er sechs Transmembransegmente (S1-S6).

Das S4 Segment enthilt den putativen Spannungssensor, der sich von den Spannungssensoren
bisher bekannter Kationenkanile unterscheidet. Bei anderen Kanélen enthélt der Spannungs-
sensor fiinf bis sieben positiv geladenen Aminosduren, die jeweils im Abstand von drei
Aminosduren angeordnet sind. Der Spannungssensor von mHCNI1 hat folgende Primér-
struktur:  KTARALRIVRFTKILSLLRLLRLSRLIRYIH (positiv geladene AS sind
unterstrichen). Er verfiigt insgesamt also iiber zehn positiv geladene Aminoséuren, die in zwei
Blocken zu je fiinf AS angeordnet sind. Innerhalb eines jeden Blockes trigt jede dritte AS
positive Ladung. Zwischen den beiden Blocken ist jedoch ein Abstand von fiinf Aminosduren.
Das Dreierraster ,,liberspringt™ sozusagen eine Stelle. Statt einer kationischen Aminosédure

befindet sich hier ein ungeladenes Serin (S253).

Wie bei K'-Kanilen befindet sich auch bei mHCNI1 die ionenleitende Porenregion zwischen
den Transmembransegmenten S5 und S6. mHCNI hat mit K'-Kanilen das Aminosiuren-
motiv ,,GYG* in der Pore gemeinsam. Es war gezeigt worden, dafl diese bei allen bisher
bekannten K'-Kanilen vorkommende ,,Signatursequenz® (Heginbotham et al. 1994) wesent-

lich an der Ausbildung der Kaliumselektivitit beteiligt ist (Doyle et al. 1998).

Im intrazelluldren Carboxyterminus verfiigt mHCNI1 {ber eine Zyklonukleotid-
Bindungsdomine (CNBD). Ahnliche CNBDs waren bisher u.a. bei CNG-Kanilen
(Homologie zur CNBD von mHCN1 40 %), der Proteinkinase A (24 %) und dem katabolen
Genaktivator Protein CAP aus E.coli (27 %) entdeckt worden (s. Abb. 3.4.). Spezifische
Aminosduren, fiir die beim CAP gezeigt worden war, dafl sie dem gebundenen cAMP-
Molekiil eng benachbart liegen (Weber und Steitz, 1987), sind bei mHCNI1 konserviert.

AuBerdem wurden sechs Aminosduren identifiziert, die in allen funktionellen CNBDs strikt
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konserviert sind (Shabb und Corbin 1992, Tibbs et al. 1998). Auch mHCNI1 weist diese sechs
Aminoséduren auf. Ein Aspartat (D628 bei CNG3), das in CNG-Kanélen an der Selektivitat
von cGMP gegeniiber cAMP beteiligt ist, ist bei mHCN1 durch die neutrale Aminosaure Iso-
leucin (I583) ersetzt.

Eine weitere Besonderheit in der Sequenz von mHCNI1 ist die Polyglutaminregion (AS 738
bis 775). Ahnliche Sequenzabschnitte wurden auch in anderen Genen identifiziert. Bisher ist
jedoch die Funktion solcher Polyglutaminabschnitte vollkommen unbekannt (referiert von

Chastain und Sinden 1998).

1 MVEGGGKPNSASNSRDDGNSVFPSKAPAT GPVAADKRL G PPGGGAACKEHGNSVCFKVDG
61 GGGEEPAGSFEDAEGPRRQY G-MIRQFTSMQPGVNKF SL RMFGSQKAVEKEQERVKTAG

121 FW | HPYSDERFYWDL| MLI MWGNLVI | PVA TFFTEQTTTPW | FNVASDTVFELLDLI|
S$1 S2

+
181 MNFRTGTVNEDSSE! | LDPKVI KMNYLKSWEVVDFI SSI PVDYI FLI VEKGVDSEVYKTA
S3

+ o+ o+ 4 + 4+ + o+ +
241 RALRI VRFTKI LSLLRLLRLSRLI RYl HOAEEI FHMTYDLASAVVRI ENLI GVMLLLCHW
s4 s5

301 DGCL QFL VPL L QDFPPDCVWSL NEMVNDSWEKQYSYAL FKAMSHM. Cl GYGAQAPVSMSD

Pore

361 LW TM_SM VGATCYAMFVGHATAL | QSL DSSRRQYQEKYKQVEQYMSFHKL PADVRCKI
S6

421 HDYYEHRYQGKI FDEENI LSELNDPLREEI VNFNCRKLVATMPLFANADPNFVTAM. SKL

481 REFEVEFQPGEDY! | REGAVGKKMYFI QHGVAGVI TKSSKEMKL TDGSYFGEI CLLTKGRRTA
CNBD

541 SVRADTYCRL YSL SVDNFNEVL EEYPMVRRAFETVAI DRLDRI GKKNSI LL QKFQKDLNT

601 GVFNNQENE! LKQ VKHDREMVQAI PPI NYPQWTALNCTSSTTTPTSRVRTQSPPVYTAT
661 SLSHSNLHSPSPSTQTPQPSAI LSPCSYTTAVCSPPI QSPLATRTFHYASPTASQLSLMY

1ZZ BN 000 N21050Y0'0,10][0){0000000000000000000000000000000000000-0)I-c

Polyglutaminregion

781 SSTPKNEVHKSTQALHNTNLTKEVRPLSASQPSLPHEVSTLI SRPHPTVCGESLASI PQPV

841 AAVHSTGLQAGSRSTVPQRVTLFRQVESGAI PPNRGVPPAPPPPAAVOQRESPSVLNTDPD

901 AEKPRFASNL

Abb. 3.2.

Primarstruktur von mHCN1. Die Transmembransegmente S1-S6, die Porenhelix, die Zyklonukleotid-
bindungsdomane (CNBD) und die Polyglutaminregion sind unterstrichen. Die basischen Aminosauren
im Spannungssensor sind mit + markiert. Das GYG-Motiv in der Porenregion ist fett gedruckt.
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aulken

innen

Abb. 3.3.

Modell von mHCN1. Gezeigt sind die sechs Transmem-

bransegmente (7-6) mit S4 als Spannungssensor, die Pore CNBD
zwischen S5 und S6, die Linker-Region, die
Zyklonukleotidbindungstasche CNBD und die

y g ( ) COOH

Polyglutaminregion (QQQ).

[ J [ ] [ ]

mHCN1 FVTAMLSKLRFEVFQPGDYIIREGAVGKKMYFIQHGVAGVITKS---SKE 518
CNG3 LLVELVLKLRPAVFSPGDYICKKGDIGREMYIIKEGKLAVVAEDG-ITQF 557
PKA ERLTVADALEPVQFEDGQKIVVQGEPGDEFFIILEGSAAVLQRRSENEEF 310
CAP TLEWFLSHCHIHKYPSKSTLIHQGEKAETLYYIVKGSVAVLIKDE-EGKE 59

oA B1 B2 B3 B4

000 00 0000

mHCN1 MKLT-DG-S-YFGEICLLTK------ RRTASVRADTYCRLYSLSVDNFN 559
CNG3 VVLG-DG-S-YFGEISILNIKGSKSGNRRTANIRSIGYSDLFCLSKDDLM 604
PKA VEVGRLGPSDYFGEIALLMN-—-—-—---— RPRAATVVARGPLKCVKLDRPRFE 354
CAP MILSYLNQGDFIGELGLFEEG----- QERSAWVRAKTACEVAEISYKKFR 104

B5 B6 B7 B8 oB

o0 omo
mHCN1 EVLEEYPMMRRAFETVAIDRLDRIGKKNSIL 590
CNG3 EALTEYPEAKKALEEKGRQILMKDNLIDEEL 635
PKA RVLGPCSDILKRNIQQYNSFVSLSV 379
CAP QLIQVNPDILMRLSAQMARRLQVTSEKVGNL 135
oC

Abb. 3.4.

Vergleich der Sequenzen der Zyklonukleotidbindungstaschen von mHCN1, CNG3 (Rind, Biel et al.
1994), Proteinkinase A (,PKA®, Rind, Titani et al. 1984) und CAP (E.coli, Aiba et al. 1982).
Aminosauren, die in mindestens zwei der Proteine identisch sind, sind rot gedruckt. Kreise (e)
bezeichnen jene Aminosauren, die bei CAP dem gebundenen cAMP benachbart sind (Weber und
Steitz 1987). Die sechs Aminosauren, die in allen funktionellen CNBDs konserviert sind (Shabb und
Corbin 1992, Tibbs et al. 1998), sind durch einen grinen Stern markiert (*). Das blaue Quadrat (m)
kennzeichnet das Aspartat, das in CNG-Kanalen an der Selektivitdt von cGMP gegeniber cAMP
beteiligt ist. Die a-Helices A-C und B-Faltblatter 1-8 in der Kristallstruktur des CAP Proteins (Weber
und Steitz 1987) sind markiert.



Ergebnisse 43

3.2. Elektrophysiologische Charakterisierung von mHCN1

Die elektrophysiologische Analyse von mHCN1 wurde von Herrn Dr. X. Zong und Frau Dr.
J. Stieber durchgefiihrt. Dazu wurden HEK293-Zellen transient mit dem Expressionsvektor
flr mHCNI, nadmlich pmHCNI/cDNA3 transfiziert. Danach wurden Patch-Clamp-

Messungen (Hamill et al. 1981) im sogenannten Ganzzellmodus durchgefiihrt.

3.2.1. Aktivierung durch Hyperpolarisation

Abb. 3.5.a zeigt das Spannungsprotokoll. Ausgehend von einem Haltepotential von —40 mV
wurde ein 0,5 s langer Vorpuls (im Bereich zwischen —30 mV bis -140 mV) angelegt, bevor
auf ein Potential von -140 mV ,,gesprungen wurde. Gleichzeitig wurde der Strom iiber der
Membran aufgezeichnet (Abb. 3.5.b). Dieser Vorgang wurde nun mehrmals wiederholt,

wobei das Vorpuls-Potential in 10 mV Schritten von -30 mV auf -140 mV gesteigert wurde.

An dem zunehmenden Einwiértsstrom erkennt man, wie bei hyperpolarisierenden Vorpuls-
Potentialen negativer als —60 mV nach und nach immer mehr Kanile aktivieren, bis ein
steady-state erreicht ist. Unmittelbar nach dem Spannungssprung auf —140 mV (Pfeil!) befin-
den sich die Kandle noch in dem durch den jeweiligen Vorpuls bestimmten
Aktivierungszustand. Die anliegende Spannung (und damit die den Strom treibende Kraft)
betragt zu diesem Zeitpunkt jedoch konstant —140 mV. Der zu diesem Zeitpunkt gemessene
Strom stellt also ein direktes MaB fiir den Aktivierungszustand der Kanile in Abhéngigkeit
vom Vorpulspotential dar. (s. Abb. 3.5.).

Die Aktivierungskennlinie von mHCN1 hat einen sigmoidalen Verlauf (Abb. 3.5.c, schwarze
Linie). Die Aktivierung beginnt etwa bei —50 mV, der halbmaximale Strom wird bei =77 mV

gemessen, bei etwa —110 mV sind alle Kanile gedffnet.

In HEK293-Zellen, die mit dem pcDNA3 Leervektor transfiziert worden waren, konnten
keinerlei hyperpolarisationsaktivierte Strome gemessen werden. Somit ist gezeigt, dafl
mHCNTI die entscheidende Eigenschaft von Iy-Kanilen besitzt, nimlich die Aktivierung durch

hyperpolarisierende Membranpotentiale.

Man beachte, daB3 der Einwirtsstrom wéhrend des 0,5 s langen Vorpulses nicht abnimmt,

somit kein Anhalt fiir eine Inaktivierung des Kanals besteht.

Die Aktivierungsgeschwindigkeit von mHCNI1 steigt mit zunehmender Hyperpolarisation an.

Der zeitliche Verlauf der Aktivierung kann durch die Summe zweier Exponentialfunktionen
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beschrieben werden. Bei einem Potential von —140 mV betragen die Zeitkonstanten 30 ms

und 171 ms.

1
0

3 -30mV
G-40mv
] 0.0
o
K THONA
e _ V,, =767 mV
V g
b S 05
1 =
% mHCN1 +cAMP
\JI,_ =-718mV
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£ -140 120 -100 -80 -60 -40
696 Altivierungspotential (mV)
Abb. 3.5.

Aktivierung von mHCN1 durch Hyperpolarisation, gemessen nach heterologer Expression des Kanals
in HEK293-Zellen. Messung im Ganzzellmodus bei Raumtemperatur.

a) Spannungsprotokoll b) abgeleitete Stromspuren. ¢) Aktivierungskurve. Aufgetragen ist die Strom-
amplitude, die unmittelbar nach dem Sprung auf —140 mV gemessen wurde (s. Pfeil in Abb. 3.5.b)
gegenuber dem Vorpulspotential. Schwarze Linie (Kreise): ohne cAMP; grine Linie (Rauten): in An-
wesenheit von 100 uM cAMP.

3.2.2. Modulation durch zyklische Nukleotide

Die Primérstruktur von mHCN1 weist eine putative Bindungstasche fiir zyklische Nukleotide
auf. Native I-Kanile werden direkt durch cAMP stimuliert (McCormick und Pape 1990 (b),
Di Francesco und Tortora 1991, Pape und Mager 1992). Daher lag es nahe zu untersuchen, ob
der funktionell exprimierte mHCNI1-Kanal ebenfalls durch zyklische Nukleotide moduliert

wird.

Tatsdchlich zeigte sich am heterolog exprimierten mHCNI-Kanal eine geringe, aber
signifikante Verschiebung der Aktivierungskurve durch 100 uM cAMP um etwa 5 mV zu
positiveren Potentialen hin (s. Abb. 3.5.c).

Damit unterscheidet sich mHCN1 wesentlich von anderen funktionell exprimierten HCN-

Kanilen, bei denen eine sehr viel stirkere Verschiebung der Aktivierungskurve in

-20
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Anwesenheit von  zyklischen Nukleotiden gemessen wurde (mHCN2:+13 mV,

hHCN4: +15 mV; Ludwig et al. 1998 und 1999).

3.2.3. Ionenleitfahigkeit
Zur Ermittlung der Ionenselektivitit wurde die Strom-Spannungs-Relation des voll aktivierten
Kanals bestimmt (nicht gezeigt). Aus dem Umkehrpotential und den Konzentrationen der be-

teiligten Ionen 148t sich die Leitfahigkeit fiir verschiedene lonen berechnen.

Es stellte sich heraus, daB mHCN1 sowohl K" als auch Na' leitet, und zwar im Verhéltnis von
etwa 4:1. Dies ist in sehr guter Ubereinstimmung mit Messungen an nativen Ij-Kanilen
(DiFrancesco 1993, Ho et al. 1994, Pape 1996), wobei Pn./Px-Werte zwischen 0,2 — 0,4

errechnet worden waren.

3.3. Untersuchung der Gewebsexpression von mHCN1-3

3.3.1. Northern Blot

Zunidchst wurde mit Northern-Blot-Analyse die Organverteilung von mHCN1-3 untersucht.
Dazu wurde ein Northern-Blot mit poly (A")-RNA aus verschiedenen Geweben der Maus
nacheinander mit radioaktiv markierten Sonden gegen mHCN1, mHCN2 und mHCN3 hybri-
disiert (Abb. 3.6. und 3.7.).

He Ge Mi LuLe SkNiHo HeGe MilLule Sk Ni Ho He Ge Mi LulLe Sk Ni Ho

a b . C

Abb. 3.6.

Northern Blot Analyse von mRNA aus Herz (He), Gehirn (Ge), Milz (Mi), Lunge (Lu), Leber (Le), Ske-
lettmuskel (Sk), Niere (Ni), Hoden (Ho) der Maus. Rechts ist der Langenstandard (in kb)
eingezeichnet. Der Blot wurde hybridisiert mit Sonden gegen mHCN1 (a), mHCN2 (b) und mHCN3 (c).
Die Expositionszeit auf einer Phosphoimagerplatte betrug bei a und b 6 h, bei ¢ 36 h.
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Die Sonde gegen mHCNI1 hybridisierte ausschlieBlich mit mRNA aus dem Gehirn. Dabei
ergaben sich vier Banden der GroBe 3,4 kb, 4,6 kb, 6,2 kb und 8,2 kb. Das 3,4 kb Transkript
stimmt in der Lange gut mit der klonierten cDNA (3263 bp) iiberein. Bei den anderen Banden
handelt es sich wahrscheinlich um Varianten der full-length mHCN1 mRNA mit einer verlin-

gerten 3" -nichttranslatierten Region.

Als einziger der drei Kandle wurde mHCN2 in zwei Organen, ndmlich im Gehirn und im
Herzen gefunden. Bei den in beiden Organen gleichlangen Transkripten von 3,4 kb besteht
eine sehr gute Ubereinstimmung mit der Linge der isolierten cDNA (3102 bp). Das Signal im

Gehirn ist etwa 5-mal stirker als das im Herz.

Die Hybridisierung mit mHCN3 ergab nur ein sehr schwaches Signal im Gehirn. Die Lange
von 3,4 kb stimmte wieder sehr gut mit der klonierten cDNA (3268 bp) iiberein. mHCN3
wird in wesentlich geringerem Umfang als mHCNI und mHCN2 im Gehirn gebildet. Die
Intensitét des Expressionssignales ist um den Faktor 50 (250) niedriger als bei mHCNI1

(mHCN?2). Im Herzen konnten keine mHCN3-Transkripte nachgewiesen werden.

In Milz, Lunge, Leber, Skelettmuskel, Niere und Hoden konnte mit dem Northern-Blot keiner

der drei Kanéle nachgewiesen werden.

3.3.2. In situ Hybridisierung

Als nédchstes wurde mit der Methode der I situ Hybridisierung die unterschiedliche Vertei-
lung der drei Kanile in den verschiedenen Regionen des Gehirns bzw. im Herzen untersucht.
Durch Beschichten der hybridisierten Schnitte mit Autoradiographieemulsion konnte die Ex-

pression auf zelluldrer Ebene festgestellt werden.

Sonden

Die Lage der verwendeten Sonden ist in Abb. 3.7. dargestellt. Zur Kontrolle wurde die
Hybridisierung jeweils mit zwei Sonden aus unterschiedlichen Regionen eines Kanals
durchgefiihrt. Die beiden Sonden fiihrten durchgehend zu iibereinstimmenden Ergebnissen.
Um Kreuzhybridisierungen zwischen den verschiedenen Kanilen zu vermeiden, wurden fiir
die Sonden Bereiche mit moglichst geringer Homologie am 5°- bzw. 3’-terminalen Ende aus-
gewdhlt. Die als Negativkontrolle durchgefiihrten Hybridisierungen mit den

korrespondierenden Sense-Proben (s. 2.12.) ergaben keine Signale.
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HCN1

| HEE4EGE  HeN:D f—— AmA

1 """

7 -101 636-722

100 aa
HCN2
| HFEE4BGEE  HewEhy 00 | AAAA
""" ]
98 - 209 653-741
HCN3
- HAAHE4 B GEE EEEDN AAAA
""" 1
131-197 nt 2173 - 2541

Abb. 3.7.

Lage der Sonden zur In situ-Hybridisierung. Die kariert markierten Sonden wurden sowohl zur
In situ-Hybridisierung als auch zur Northern-Blot-Analyse verwendet. Die Positionsangaben beziehen
sich auf die korrespondierenden Aminosaureabschnitte, mit Ausnahme der C-terminalen Sonde von
mHCN3, die teilweise im untranslatierten Bereich liegt und deshalb auf Nukleotidebene angegeben ist.
Balken: translatierter Bereich Striche: untranslatierter Bereich

In situ Hybridisierung im Herzen

Abb. 3.8.d zeigt das Ergebnis der /n situ-Hybridisierung von mHCN2 im Herzen. Wie man
sieht, wird der Kanal in der Arbeitsmuskulatur des Ventrikels exprimiert. Dies ist in Uberein-
stimmung mit elektrophysiologischen Messungen an nativen Kardiomyozyten, bei denen If in
der Arbeitsmuskulatur nachgewiesen wurde (Yu et al. 1993, Hoppe et al. 1998). Eine gezielte
Priparation des Reizleitungssystems bzw. der Erregungsbildungszentren wurde im Rahmen

dieser Arbeit nicht unternommen.

Hybridisierungsexperimente an Herzgewebe mit Sonden gegen mHCN1 ergaben kein Signal.

In situ Hybridisierung im Gehirn
Die drei mHCN-Kaniéle zeigen im Gehirn der Maus sehr unterschiedliche Expressionsmuster,

die in Tab. 3.1. zusammengefalit sind.

Expression von mHCN1
Die In situ-Hybridisierungsexperimente zeigten, dal mHCNI1 im Gehirn der Maus nur in um-
schriebenen Regionen, ndmlich dem Kleinhirn, dem Colliculus superior, dem Hippocampus,

dem Cortex und dem Bulbus olfactorius exprimiert wird (Abb. 3.8.a).
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HSV

Abb. 3.8.

Filmautoradiogramme von In situ-Hybridisierungen. a,b,c) Sagittalschnitte durch das Mausgehirn, hy-
bridisiert mit Sonden gegen mHCN1 (a), mMHCN2 (b) und mHCN3 (c). B.o.: Bulbus olfactorius, Crtx.:
Cortex cerebri, Th.: Thalamus, C.s.: Colliculus superior, Kh.: Kleinhirn, C.p.: Cortex piriformis, Hs.:
Hirnstamm, Bg.: Basalganglien. d) Frontalschnitt durch die Ventrikel eines Mauseherzens, hybridisiert
mit einer Sonde gegen mHCNZ2. rV, IV: Lumen des rechten bzw. linken Ventrikels. Der rechte Ventrikel
ist kollabiert.

Mikroskopische Untersuchung der mit Autoradiographie-Emulsion beschichteten Objekttri-

ger erlaubten eine weitere Eingrenzung der Expression.

So werden im Kleinhirn vor allem die Korb- und Sternzellen der Molekularschicht sowie die

Purkinjezellen markiert. Im Stratum granulare fand sich nur ein geringes Signal (Abb. 3.9.a).

Ein sehr deutliches Signal fand sich dagegen im Colliculus superior, einer Umschaltstelle in

der Sehbahn, mit dem stirksten Signal in den mittleren und unteren Anteilen.

Im Hippocampus wurden vor allem die Pyramidenzellen der Region CA1 markiert (Abb.
3.9.¢). Das Signal in CA2 und CA3 war deutlich schwécher. Aulerdem fanden sich einige
Signale im Stratum oriens und im Stratum radiatum. Im Gyrus dentatus (einem Teil des
Hippocampus) wurde ausschlieBlich in der polymorphen Schicht mRNA detektiert, in der
granuldren Schicht fand sich dagegen kein Signal (Abb. 3.9.c). Der Hippocampus spielt eine

wichtige Rolle bei Lern- und Gedéchtnisprozessen.

Im Cortex wurden insbesondere die cortikalen Schichten II und V markiert (Abb. 3.9.e).
Auffillig ist auch das deutliche Signal im Cortex piriformis, einem Teil des Neocortex

(Abb.3.8.2).
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Expression von mHCN?2

mHCN?2 zeigt ein vollkommen anderes Expressionsmuster als mHCN1. Im Gegensatz zu die-
sem kommt er in beinahe allen Hirnregionen in relativ groBem Ausmal} vor. Die stirksten
Signale zeigen sich im Kleinhirn, im Hippocampus, im Cortex, im Thalamus und im Bulbus

olfactorius (Abb. 3.8.b, 3.9.b).

Ebenso wie mHCN1 wird mHCN2 in den Purkinjezellen des Kleinhirns exprimiert, nicht je-
doch in der Molekularzellschicht. Dafiir zeigt sich ein deutliches Signal in der

Granularzellschicht (Abb. 3.9.b).

Im Hippocampus werden die Pyramidenzellen aller drei Regionen CA1-3 gleichméBig
markiert. Ebenso finden sich Signale in den Strata oriens und radiatum sowie in der

polymorphen und der granuldren Schicht des Gyrus dentatus (Abb. 3.9.d).

Im Gegensatz zu mHCN1 markiert die Sonde gegen mHCN2 die Hirnrinde gleichméBig in
ihrer gesamten Dicke (Abb. 3.9.1).

Eine starke Expression fand sich auch im Thalamus. Hier findet sich das stirkste Signal in
den thalamocorticalen Umschaltkernen wie den venteroposterioren und den posterioren Kern-

gebieten (nicht gezeigt).

Expression von mHCN3
Die Hybridisierung mit der mHCN3-Sonde ergab im gesamten Gehirn nur ein sehr schwaches
Signal. Lediglich im Bulbus olfactorius, der ersten Umschaltstelle der Riechbahn, zeigte sich

eine eindeutige Expression (Abb. 3.8.¢)
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Abb. 3.9.

Mikroskopische Dunkelfeldaufnahmen von reprasentativen Emulsionsautoradiographien.
a,c,e zeigen die Expression von mHCN1, b,d,f von mHCN2. Es handelt sich jeweils um
Sagittalschnitte durch das Mausgehirn.

a, b) Kleinhirn; Mol.: Stratum molekulare, Gr.: Stratum granulosum, Pkz.: Purkinjezellen

¢, d) Hippocampus: Die Regionen CA1 bis CA3 sind markiert. Or.: Stratum oriens, Rad.: Stra-
tum radiatum, Pol (Gr).: polymorphe (granulare) Schicht des Gyrus dentatus, Lmo.: Stratum
lacunosum moleculare.

e, f) GroB3hirnrinde
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Gehirnregion mHCN1 mHCN2 mHCN3
Cortex cerebri
Neocortex +++ ++ +/-
Cortex piriformis ++ ++ +/-
Cerebellum
Purkinjezellen ++ + +/-
Stratum granulare + ++ +/-
Stratum moleculare +++ - +/-
Hippocampus
Pyramidenneurone in Region:
CAl +++ ++ +/-
CA2 + ++ +/-
CA3 ++ ++ +/-
Polymorphe Schicht Gyrus dentatus ++ + +/-
Granulédre Schicht Gyrus dentatus - + +/-
Thalamus +/- +++ +/-
Hypothalamus +/- + +/-
Colliculus superior +++ ++ +/-
Colliculus inferior + ++ +/-
Putamen - ++ +/-
Amygdala +/- ++ +/-
Bulbus olfactorius ++ ++ +
Hirnstamm - +++ +/-
Tab. 3.1.

Ubersicht tber die Expression von mHCN1-3 im Gehirn, ermittelt durch semiquantitative Auswertung

von Film- und Emulsionsautoradiographien.

+++ starke; ++ mittlere; + geringe; - keine Expression;
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die cDNA eines bis dahin unbekannten Gens charakteri-
siert, das nachfolgend als mHCNI1 bezeichnet wurde. Durch heterologe Expression konnte
nachgewiesen werden, daB mHCNI1 tatsdchlich fiir einen Ionenkanal codiert, der alle Eigen-
schaften von I, aufweist. In einem weiteren Schritt wurde mit Northern-Blot und In situ-
Hybridisierung die Gewebsverteilung aller drei zu jenem Zeitpunkt bekannten mHCN-Kanéle

untersucht.

In den letzten Jahren hat sich das Wissen iiber HCN-Kanéle lawinenartig vergrofBert.
Hyperpolarisationsaktivierte Kationenkandle wurden fast gleichzeitig durch drei unabhéngige
Arbeitsgruppen (Gauss et al. 1998, Ludwig et al. 1998, Santoro et al. 1998) kloniert. Um die
Verwendung unterschiedlicher Nomenklaturen zu vermeiden, einigte man sich auf die
einheitliche HCN-Nomenklatur (s. Anhang 6.1.). Inzwischen wurde ein viertes Mitglied der
neuen Kanalfamilie entdeckt (HCN4) (Ludwig et al. 1999, Ishii et al. 1999, Seifert et al.
1999). Zwei der HCN-Kanéle sind mittlerweile auch aus dem menschlichen Herzen kloniert
worden (hHCN2+4) (Ludwig et al. 1999, Seifert et al. 1999). Zu den In situ-Hybridisierungs-
Untersuchungen liegen inzwischen weitere Ergebnisse vor, insbesondere zur Expression im
Reizleitungssystem des Herzens und in weiterem Nervengewebe (Retina, Spinalganglion)
(Moosmang et al. 1999 und 2001, Santoro et al. 2000). Mittlerweile liegen zu allen HCN-
Kanilen eingehende elektrophysiologische Untersuchungen vor (Ludwig et al. 1998 und
1999, Santoro et al. 1998 und 2000, Ishii et al. 1999, Seifert et al. 1999, Moosmang et al
2001).

Die Ergebnisse wurden in mehreren Ubersichtsartikeln zusammengefaBt (Clapham 1998,
Santoro und Tibbs 1999, Biel et al. 1999, Ludwig et al. 1999, Gauss und Seifert 2000,

Accili et al. 2002, Chen et al. 2002).

4.1. Struktur von mHCN1

Das erste Hauptziel dieser Arbeit war die Charakterisierung einer fiir I,—Kanéle codierenden

cDNA. Diese wurde als mHCN1 bezeichnet.

HCNI bildet zusammen mit HCN2-4 eine neue lonenkanalfamilie (Ludwig et al. 1999, Biel
et al. 1999, Santoro et Tibbs 1999). Die Homologie innerhalb der HCN-Familie betrdgt
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zwischen 60-70 % , im Kernbereich der Kanéle (S1-S6 plus CNBD) sogar 80-90 % (Biel et
al. 1999, Ludwig et al. 1999, Santoro und Tibbs 1999). Hydrophobizititsanalysen sowie
Sequenzvergleiche zeigen, dal die HCN-Kandle den gleichen Grundbauplan wie
spannungsabhingige Kationenkanile haben. Wie die anderen Mitglieder der K'-Kanal-
Superfamilie verfiigen sie iiber sechs Transmembransegmente, die Termini liegen im Zytosol
(Chen et al. 2000). Die Pore wird durch die Schleife zwischen dem fiinften und sechsten
Transmembransegment gebildet ( Mac Kinnon et al. 1989, Goulding et al. 1993). Das
Segment S4 stellt den putativen Spannungssensor dar (Chen et al. 2000, Vaca et al. 2000). Im
Carboxyterminus befindet sich wie bei CNG-Kanédlen eine Zyklonukleotidbindungstasche
(Wainger et al. 2001). Weiter Stromabwiérts weist mHCN1 als Besonderheit eine Folge von
37 Glutaminresten (AS 738 — 775) auf, die in den anderen mHCN-Kanélen nicht vorhanden
ist. Ahnliche Polyglutaminserien sind schon von anderen Proteinen bekannt, die Funktion
dieser Abschnitte ist jedoch vollkommen unklar. Mindestens 12 hereditére neurodegenerative
Erkrankungen, wie Chorea Huntington, das fragile-X-syndrome u.a. beruhen allerdings auf
einer pathologischen Verldngerung solcher Glutaminrepetitionen in bestimmten Genen
(Chastain und Sinden 1998). Es wird sogar spekuliert, da3 auch neuropsychiatrische
Krankheiten = wie  Schizophrenie  oder  Zyklothymie  durch  Expansion  von
Tripletwiederholungen in bisher noch nicht identifizierten Genen verursacht werden kdnnten
(Li und el-Mallakh 1997). Daher wire es interessant zu untersuchen, ob bei Patienten mit
hereditiren  neurologischen  Erkrankungen moglicherweise eine  Expansion der

Polyglutaminregion von HCN1 vorliegt.

4.2. Ionenselektivitit

Wie der native I,—Kanal (Edman et al. 1987, Hestrin 1987, Solomon und Nerbonne 1993(b))

leitet mHCN1 sowohl Kalium als auch Natrium im Verhéltnis von etwa 4:1.

So tberrascht es, daB die Pore von mHCNI iiber die sogenannte Signatursequenz von
K'-Kanilen, nidmlich das GYG-Motiv verfiigt (Heginbotham et al. 1994). Diese
Aminosdurenfolge Glycin-Tyrosin-Glycin gilt als entscheidender Bestandteil des Selektivi-
titsfilters bei K'-Kanilen, deren Pno/Px-Quotient in etwa 0,0001 betriigt (Doyle et al 1998).
Da mHCNI1 neben Kalium allerdings auch Natrium leitet, mu3 es noch weitere Faktoren
geben, die bei K-Kanilen in Kombination mit dem GYG-Motiv die volle Kaliumselektivitt

bedingen, und die beit mHCNI nicht vorhanden sind.
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Vor kurzem gelang es, die Kristallstruktur einer K'-Kanal-Pore darzustellen, so daB der Me-
chanismus, der der lonenselektivitdt zugrunde liegt, nun viel besser verstanden werden kann
(Doyle et al 1998).

Bei tetrameren Kaliumkanélen bilden die C-O-Gruppen der Aminosduren aus den Signatur-
sequenzen einen Ring, der genau auf den Durchmesser eines K'-Ions abgestimmt ist und die
engste Stelle der Pore darstellt. Um durch diesen Ring zu schliipfen, muB das K'-Ion seine
Hydrathiille abstreifen. Dies ist nur moglich, weil die Carbonylgruppen aus der
Signatursequenz H,O-Molekiile aus der Hydrathiille des K'-Ions substituieren und so den

Energieverlust ausgleichen.

Einige aromatische Aminosduren, die in der Porenhelix konserviert sind, bilden zusammen
mit dem Tyrosin der Signatursequenz eine starre Manschette, die diesen Selektivitétsfilter
genau im richtigen Durchmesser offen hilt. Das Natriumion ist etwas kleiner als das
Kaliumion, so daf} sich ein ungiinstiges Energieverhéltnis ergdbe, wenn die unbeweglichen
C-O-Gruppen die Hydrathiille ersetzen sollten. Das Na™ Ion kann seine Hydrathiille also nicht
ablegen und paf3t nicht durch die Pore.

mHCNI verfiigt zwar iiber das GYG-Motiv, dafiir sind bei ihm aber andere Aminosduren in
der Porenregion ausgetauscht, die bei Kaliumkandlen konserviert sind, zum Beispiel die oben
erwihnten aromatischen Aminosiuren. Ferner folgt bei den meisten K'-Kanilen auf das
GYG-Motiv eine negativ geladene Aminosdure, wihrend bei mHCNI hier ein hydrophobes
Alanin steht. Auch ein bei K'-Kanilen konserviertes Threonin zwei AS-Positionen vor dem

GYG ist bei mHCNI1 durch ein Cystein ersetzt.

Die gemischte Leitfdhigkeit fiir Natrium wie fiir Kalium von mHCNI1 konnte also dadurch
begriindet sein, dafl die oben beschriebene Porenmanschette bei diesem Kanal etwas flexibler

ist und somit die Ionenselektivitit der Pore vermindert wird.

4.3. Modulation durch zyklische Nukleotide

Bei den elektrophysiologischen Messungen an heterolog exprimierten mHCNI1-Kanélen
zeigte sich, daB diese nur relativ wenig durch cAMP moduliert werden (s. 3.2.2.). Dies ist
interessant, da mHCNI ja iiber eine CNBD verfiigt, die homolog ist zur CNBD von CNG-
Kanilen, Proteinkinasen und dem CAP aus E. coli. In dem geringen Ansprechen auf cAMP
unterscheidet sich mHCN1 wesentlich von allen anderen HCN-Kanélen, bei denen nach

cAMP-Zugabe deutliche Verschiebungen der Aktivierungskennlinie um 10-15 mV zu
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positiveren Potentialen beobachtet wurden (Ludwig et al. 1998 und 1999, Seifert 1999, Ishii
1999). Die CNBD von mHCNI ist hochhomolog zu der anderer HCN-Kanile (z.B. 91 %
Homologie zwischen der CNBD von mHCN1 und mHCN2 auf AS-Ebene). Insbesondere sind
die meisten Aminosduren, die beim CAP-Protein dem gebundenen cAMP-Molekiil benach-
bart sind, bei mHCNI konserviert. Auch jene sechs Aminosduren, die bei allen bekannten
funktionellen CNBDs konserviert sind, sind bei mHCN1 vorhanden (s. Abb. 3.4.). Deshalb
erscheint es eher unwahrscheinlich, daB3 die geringen Sequenzunterschiede innerhalb der
CNBD fiir das unterschiedliche Ansprechen auf cAMP verantwortlich sind. Vermutlich
beruht dieses auf Unterschieden in der sog. Linker-Region zwischen S6 und der CNBD.
Durch Experimente mit chimdren Kanélen, bei denen die CNBDs und Linkerregionen
zwischen verschiedenen Mitgliedern der HCN-Familie ausgetauscht sind, konnte die Frage
der unterschiedlichen cAMP-Sensitivitit aufgekldart werden. Wichtige Hinweise zur
Modulation der HCN-Kanédle durch cAMP konnten bereits anhand trunkierter Kanéle
gewonnen werden (Wainger et al. 2001). Dabei wurden unterschiedlich lange Abschnitte des
C-Terminus von mHCNI1 bzw. mHCN2 abgeschnitten, die entstandenen trunkierten Kanéle
exprimiert und elektrophysiologisch untersucht. Es zeigte sich, dal HCN-Kanile, bei denen
die CNBD entfernt worden war, dhnliche Eigenschaften aufwiesen wie die Wildtypkanéle in
Anwesenheit von cAMP (Verschiebung der Strom-Spannungs-Kennlinie, schnellere
Aktivierung). Daraus 146t sich ableiten, daB3 die ,,unbesetzte CNBD eine Hemmung auf den

Kanal austibt, die durch cAMP aufgehoben wird.

4.4. Aktivierung durch Hyperpolarisation

Die Schliisseleigenschaft nativer h—Strome ist die Aktivierung durch Hyperpolarisation.
Heterolog exprimierte mHCN1-Kanile erfiillen dieses Merkmal.

Der Kanal beginnt bei Potentialen negativer als ~-50 mV zu aktivieren, ist bei =77 mV halb-
maximal und bei —110 mV voll aktiviert. Damit wurde bei heterolog exprimierten mHCN1-
Kanilen wie auch bei den anderen HCN-Kandlen (mHCN2: V;, = -103 mV (Ludwig et
al. 1998), hHCN4: V;, = —109 mV (Ludwig et al. 1999)) eine negativere Aktivierungs-
schwelle als bei den meisten Experimenten an nativen Zellen gemessen. Die MeBBwerte an
nativen Zellen variieren allerdings z.T. erheblich abhingig von Gewebe, Melmethode und
Untersucher. So liegen die Werte fiir V,, zwischen —70 mV (Trigeminusganglion, Ingram et
al. 1996) und —140 mV (ventrikuldre Myozyten, Yu et al. 1993 und 1995, Robinson et al.
1997, Ranjan et al. 1998). Es war schon friiher aufgefallen, da3 die Aktivierungskurve bei
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Messungen an ,,excised inside-out-patches* um 20 — 50 mV negativer lag als bei Messungen
an ganzen Zellen (DiFrancesco 1991 und 1994, Bois et al 1997, Ludwig et al. 1998). Dies 14t
sich nicht allein durch die Anwesenheit von cAMP im Ganzzellmodus erkldren, da cAMP
lediglich eine Verschiebung um ~15 mV bewirkt (DiFrancesco et al. 1994, Ludwig et
al. 1998, Ludwig et al 1999) Vermutlich existieren also noch andere zytoplasmatische
Faktoren, wie z.B. Phosphorylierung ( Accili et al. 1997, Yu et al. 1995, Gauss et al. 1998),
Schwankungen der intrazelluliren Ca™ -Konzentration (Hagiwara et al. 1989, Liithi und
McCormick 1998) oder Interaktionen mit Proteinen z.B. aus dem Zytoskelett, die eine
Aktivierung bei positiveren Potentialen bedingen. Moglicherweise fehlen diese Faktoren in
HEK?293-Zellen, was die negativeren Aktivierungspotentiale bei heterologer Expression

erkldren konnte.
Welcher Mechanismus liegt der Aktivierung durch Hyperpolarisation zugrunde?

Wie bei depolarisationsaktivierten Kandlen ist der putative Spannungssensor von mHCNI
positiv geladen. Anstatt der iiblichen fiinf bis sieben positiven Ladungen verfiigt mHCNI
iiber deren zehn, die in einem charakteristischen Muster angeordnet sind (s. 3.1.). Die groBBere
Ladung 14Bt es plausibel erscheinen, dal der Spannungssensor bereits auf kleine Po-
tentialinderungen stark reagiert. Tatsichlich ist die Aktivierungskurve von mHCNI1 relativ
steil (Clapham 1998). Ausgehend von Mutationsexperimenten am Shaker K'-Kanal (Miller
und Aldrich 1996) wurde nun folgender Aktivierungsmechanismus fiir HCN-Kanéle vorge-
schlagen (Santoro 1999, Vaca et al. 2000): Depolarisationsaktivierte Kanile verfligen nach
einem weitverbreiteten Modell {liber drei Zustidnde: geschlossen, offen und inaktiviert. Beim
Ruhepotential liegen sie in geschlossenem Zustand vor. Bei Depolarisation durchlaufen sie
nacheinander die beiden anderen Zustinde. Bei HCN-Kanélen sollen nun obige Zustinde zu
so stark negativen Potentialen verschoben sein, dal3 sich der Kanal beim Ruhepotential im
inaktivierten Zustand befindet. Durch Hyperpolarisation 6ffnet sich das anzunehmende Inak-
tivierungstor und der Kanal geht in den offenen Zustand iiber. Deshalb wurde dieses Model
auch als ,,recovery of inactivation® bezeichnet (Santoro 1999, Miller und Aldrich 1996)

Bei extremer Hyperpolarisation sollte sich der Kanal demnach schlieen. Bei Sduger-HCN-
Kanidlen wurde dieses Verhalten bei Hyperpolarisationen bis zu —200 mV (Santoro und
Tibbs 1999) bisher jedoch noch nicht beobachtet. Sollte der Kanal allerdings auch bei
extremer Hyperpolarisation nicht schlieBen, so sprache das keineswegs gegen obiges Modell.
Denn ein SchlieBungstor, das bei physiologischen Potentialen niemals aktiviert wiirde und

somit nicht funktionell wire, miiite evolutiondr ja auch nicht konserviert sein.
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Interessanterweise ist der hyperpolarisationsaktivierte Strom bei spHCN, dem HCN-Kanal
des Seeigels, transient. Nach einem anfanglichen Peak nimmt der Strom rasch ab, d.h. der
Kanal 6ffnet bei Hyperpolarisation zunéchst, um spiter (teilweise) zu inaktivieren (Gauss et
al. 1998). Wichtige Aufschliisse iiber die Wirkungsweise des Spannungssensors konnten

Messungen des ,,Gating-Stromes* bei HCN-Kanilen bringen.

Zeitverlauf der Aktivierung

mHCNI aktiviert wesentlich schneller als die anderen Mitglieder der HCN-Familie. Ahnlich
schnelle Aktivierungsgeschwindigkeiten wurden fiir I in verschiedenen Neuronen gemessen,
z.B. im Cortex (Solomon und Nerbonne 1993 ab), dem Hippocampus (Magee 1998,
Pedarzani und Storm 1995), der Amygdala (Womble et al. 1993), den Purkinjezellen des
Kleinhirns (Crepel et al. 1986) und Spinalganglien ( Wang et al. 1997). In rhythmogenen
Zellen, allen voran den Schrittmacherzellen im Herzen und im Thalamus findet sich ein
wesentlich langsamer aktivierender I, (DiFrancesco 1984, 1987; Acilli 1997 a,b; Hagiwara et
al. 1989, Maruoka et al. 1994; Pape et al. 1989, 1992; McCormick und Pape 1990 a,b; Liithi
und McCormick 1998; Budde et al. 1997). Dies ist plausibel, da -anschaulich gesprochen- das
Membranpotential ja Zeit braucht um ,,durchzuschwingen®. Bei zu schnell reagierendem Iy,
wiirde jedwede Hyperpolarisation sofort gebremst, eine gleichméfige Oszillation konnte
somit kaum zustande kommen. mHCNI1 scheint also nur fiir schnelle Oszillationen in Frage
zu kommen. Er eignet sich allerdings als Kandidat fiir viele andere Funktionen, die mit I
assoziiert worden sind, wie Stabilisierung/Kontrolle des Membranruhepotentials, Verstarkung
der Reizweiterleitung in Dendriten oder Adaptation in der Retina. Inzwischen wurde
nachgewiesen, daB I in Photorezeptoren der Retina tatsdchlich durch HCN1 vermittelt wird
(Moosmang et al. 2001, Demontis et al. 2002)

Interessanterweise wurden in zahlreichen Zellen zwei verschieden schnelle Komponenten von
I, gemessen (Solomon et al. 1993, Womble et al. 1993). Dies stimmt exzellent mit der Ent-
deckung mehrerer HCN-Kandle mit unterschiedlichen Aktivierungsgeschwindigkeiten
iiberein. Die alternative Uberlegung, daB ein einziger Kanal mit einem komplexen Aktivie-
rungsverhalten beiden Komponenten von I, zugrunde liegt, erscheint demgegeniiber eher

unwahrscheinlich (s.a. Diskussion der /n situ-Hybridisierung, Abschn. 4.5.).
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4.5. In situ-Hvbridisierung

4.5.1. In situ-Hybridisierung im Herzen

mHCN2 wurde in der Arbeitsmuskulatur des Ventrikels nachgewiesen. Das ist in Uberein-
stimmung mit Messungen an nativen Kardiomyozyten, in denen I, gemessen worden war (Yu
et al. 1993, Hoppe et al 1998, Thuringer et al. 1992, Pociatti et al. 1997). Die Zunahme der I,
Stromdichte in geschéddigten Herzen fiihrte zu der Hypothese, dal I, an der Entstehung
ventrikuldrer Arrhythmien beteiligt sei (Cerbai et al. 1996, Hoppe et al. 1998). Es wire
interessant, zu untersuchen, ob diese erhdhte Stromdichte auf eine verstiarkte Expression von

HCN2 zurtickzufiihren ist.

Der inzwischen klonierte mHCN4 wird besonders stark im Sinusknoten exprimiert
(Moosmang et al. 1999 und 2001). Er diirfte der Kanal sein, der wesentlich an der
Rhythmogenese beteiligt ist.

4.5.2. In situ-Hybridisierung im Gehirn
I, wurde in vielen verschiedenen Hirnregionen nachgewiesen. Dabei wurden ihm unter-

schiedlichste Funktionen zugeordnet (Pape 1996).

In allen Regionen, in denen nativer I, gemessen worden war, konnte das Transskript von
mindestens einem HCN-Kanal nachgewiesen werden. Wie im Abschnitt , Ergebnisse®
ausfiihrlich dargestellt, zeigen die verschiedenen Kanalspezies hochst unterschiedliche
Verteilungsmuster. Wiahrend mHCN2 beinahe ubiquitdr im gesamten Gehirn vorkommt, ist
mHCNI auf ganz spezifische Gebiete beschrinkt. mHCN3 wird auf extrem niedrigem Niveau
exprimiert, lediglich im Bulbus olfactorius ist das Signal etwas stdrker. Mittlerweile ist auch
das Expressionsmuster des inzwischen klonierten mHCN4 bekannt. Er wird stark im
Thalamus und Bulbus olfactorius exprimiert, im Hippocampus kommt er méiBig vor

(Moosmang et al. 1999).

Es ist nun besonders interessant, nach einem Schema zu suchen, das dem Verteilungsmuster
der einzelnen Kanile zugrunde liegt. Ausgangspunkt hierfiir konnen einerseits funktionelle,

andererseits morphologische Aspekte sein.

Da mHCNI nur auf einige bestimmte Zellpopulationen verteilt vorkommt, bietet es sich an,

nach Gemeinsamkeiten zwischen diesen Zelltypen zu suchen.
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Sowohl die Neuronen in der kortikalen Schicht V als auch die Purkinjezellen des Kleinhirns
und die Pyramidenzellen der Hippocampusregion CA1 sind grofle primédre efferente Neuronen
mit weitliufigen Dendritenbdumen und langen Axonen. In allen dreien wird mHCNI1 stark
exprimiert. I, wurde in den apikalen Dendriten von Pyramidenzellen gefunden, wobei die
Stromdichte mit dem Abstand vom Soma zunimmt. (Nicoll et al. 1993, Magee 1998, Stuart
und Spruston 1998). mHCNI1 konnte eine wichtige Rolle spielen bei der dendritosomalen
Weiterleitung in diesen Neuronen, die eine gro3e Zahl eintreffender Signale {iber einen weiten

Einzugsbereich integrieren miissen (Santoro et al. 2000).

Ferner kommt I, in Korbzellen in verschiedenen Hirnregionen vor. Mit Antikdrpermarkierung
wurde mHCNI1 in den Axonendigungen dieser Neuronen nachgewiesen (Santoro et al 1997).
Es wurde vorgeschlagen, daB3 I, bei der Regulation inhibitorischer Signale, die von Korbzellen

ausgehen, eine Rolle spielt (Saitow und Konishi 1999).

Die ubiquitire Verteilung von mHCN2 legt nahe, dafl er in verschiedenen Neuronen eine
Vielzahl von Funktionen erfiillt. In den folgenden Strukturen, in denen vorherrschend
mHCN2 vorkommt, war I, schon frither beschrieben worden: Cortex cerebri (Solomon et al.
1993, Budde et al. 1994), Hippocampus (Maccaferri et al. 1993), Kerngebiete im Hirnstamm
(Travagli und Gills 1994, Bayliss et al. 1994; Rekling et al. 1996; Khakh und Henderson
1998) und Purkinjezellen des Kleinhirns (Chang et al 1993).

Sowohl in Thalamuskernen (z.B. Nucleus geniculatus dorsalis lateralis, McCormick und Pape
1990, Pape 1996) als auch in Neuronen des Stratum oriens im Hippocampus wurde Iy
Schrittmacherfunktion zugeschrieben. LdBt sich die Schrittmacherfunktion im Gehirn
einzelnen HCN-Kanaltypen zuordnen? Wihrend im Stratum oriens des Hippocampus
mHCN1 und mHCN2 stark exprimiert werden, kommt mHCN1 im Thalamus kaum vor.
Dafiir wurde dort der inzwischen klonierte mHCN4 auf hohem Expressionslevel
nachgewiesen (Moosmang et al. 1999). Da mHCN2+4 auch im Herzen vorkommen, scheinen

diese beiden Kanile fiir die I,—Schrittmacherfunktion am wichtigsten zu sein.

Ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal von HCN-Kandlen ist die Aktivierungskinetik
(Ludwig et al. 1998, 1999, Santoro et al. 1998, Ishii et al. 1999). Auch bei Messungen in
nativen Zellen waren unterschiedliche Aktivierungsgeschwindigkeiten festgestellt worden. In
manchen Zellen wurden zwei verschieden schnelle I[,—Komponenten gemessen, wie z.B. in
Pyramidenzellen des visuellen Cortex (Solomon et al. 1993). In diesen Zellen konnte nun
mHCNTI der schnellen und mHCN2 der langsamen Komponente unterliegen, da beide Kanile

in Pyramidenzellen des visuellen Cortex vorkommen.
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Es ist davon auszugehen, daB HCN-Kanile wie alle anderen Mitglieder der K'-Kanal-
Superfamilie in Tetrameren vorliegen. Bilden die vier bislang bekannten HCN-Kandle
miteinander Heterooligomere? Die vorliegenden In situ-Hybridisierungen sprechen eher
gegen diese Annahme, schlieBen sie jedoch auch nicht aus. So 148t sich kein eindeutiges
Muster von Koexpressionen festlegen. Es lassen sich Beispiele filir verschiedene
Kombinationen finden. So kommen mHCNI und 2 zusammen in Purkinjezellen des
Cerebellums vor, im Bulbus olfactorius finden sich mHCN1,2 und 3. Gleichzeitig gibt es aber
auch Zellen, die nur einen einzigen mHCN-Subtyp exprimieren, wie z.B. Korbzellen des

Kleinhirns (mHCN1) oder Neuronen im Putamen (mHCN?2).

Um die Frage nach Hetero-’/Homomeren zu kldren, bedarf es also weiterer Experimente. Zur
Zeit verfolgen zwei Gruppen einen interessanten Ansatz. Verschiedene HCN-Kanéle wurden
heterolog koexprimiert und elektrophysiologisch charakterisiert (Ulens und Tytgat 2001,
Chen et al. 2001). Die Ergebnisse zeigen, dal unterschiedliche HCN-Isomere in vitro
Heteromere bilden konnen. Offen ist allerdings, ob auch in vivo eine Heteromerbildung
stattfindet. Immunfluoreszenzexperimente in Verbindung mit konfokaler Lasermikroskopie
konnten Aufschliisse {iber die subzelluldre Lokalisation von HCN-Kanélen verschaffen und
somit Hinweise liber das mdgliche Vorkommen von Heteromeren geben. AuBlerdem konnten
HCN-Kanile mit biochemischen Methoden z.B. aus dem Gehirn aufgereinigt werden und

dann die Untereinheitenzusammensetzung des Kanalkomplexes bestimmt werden.
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5. Zusammenfassung

1. Der h-Strom (I, ) wurde seit ca. 20 Jahren an nativen Zellen eingehend untersucht und
elektrophysiologisch charakterisiert. Bei I, handelt es sich um einen durch Hyperpolarisation
aktivierten, kationischen Einwirtsstrom. Er wird durch direkte Bindung von cAMP an den

zugrundeliegenden Kanal moduliert.

Der Strom ist fiir viele wichtige Funktionen in kardialem und neuronalem Gewebe
verantwortlich. Im Herzen ist er wesentlich an der Ausbildung des Schrittmacherpotentials im
Sinusknoten und dessen Modulation durch sympathische und parasympathische Erregung
beteiligt. In Neuronen trégt er zur Erregungsweiterleitung sowie der Bestimmung und Stabili-
sierung des Membranpotentials bei. Aulerdem agiert er als Schrittmacher in oszillierenden
Neuronen des Thalamus und des Stratum oriens im Hippocampus. Trotz der ausfiihrlichen
Untersuchungen war die molekulare Struktur der I,—Kanéle bis vor kurzem noch véllig un-

bekannt.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine cDNA charakterisiert, die fiir den ,, murine
hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated cation channel 1 (mHCNT1) codiert. Das

Genprodukt weist alle wesentlichen Merkmale eines I;— Kanals auf.

2. Die Primérstruktur von mHCN1 weist sechs Transmembransegmente (S1-S6), eine
ionenleitende Pore zwischen S5 und S6 und eine Zyklonukleotidbindungstasche im
Carboxyterminus auf. Das vierte Transmembransegment agiert vermutlich als
Spannungssensor. Auflerdem befindet sich im Carboxyterminus eine Polyglutaminregion,

deren Funktion allerdings unbekannt ist.

HCNTI bildet mit drei weiteren HCN-Kanidlen (HCN2-4) eine neue lonenkanalfamilie, die zur

Superfamilie der spannungsabhidngigen Kationenkanéle gehort.

3. Nach Expression in HEK293-Zellen konnte mHCN1 funktionell charakterisiert werden.
mHCN1 vermittelt einen durch Hyperpolarisation ausgelosten Einwirtsstrom, der von Na®
und K getragen wird. Die Aktivierungsschwelle liegt bei —50 mV, die halbmaximale Akti-
vierung bei —77 mV. Ab etwa —110 mV ist der Kanal voll aktiviert. Aktivierung und

Ionenselektivitdt stimmen mit nativen I, -Kanélen tiberein.
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4. Der Zeitverlauf der Aktivierung 148t sich durch zwei Exponentialfunktionen annéhern,
deren Zeitkonstanten bei 30 und 171 ms liegen. Damit ist HCNI von allen bisher
charakterisierten HCN-Kanélen der am schnellsten aktivierende. cAMP bewirkte eine signifi-

kante Verschiebung der Strom-Spannungs-Kurve um 5 mV.

5. Die Expression von mHCN1,2 und 3 wurde untersucht. Durch Northern-Blot wurde ge-
zeigt, das alle drei Kanile im Gehirn exprimiert werden, wihrend im Herzen nur mHCN2

vorkommt. Dieser ist dort gleichméBig in der gesamten Herzmuskulatur verteilt.

Im Gehirn zeigen die drei Kanédle ein sehr unterschiedliches Expressionsmuster. mHCN1
kommt vor allem im Kleinhirn, im Hippocampus und im Cortex vor. mHCN2 wird dagegen
nahezu ubiquitdr auf sehr hohem Niveau exprimiert. mHCN3 kommt im Gehirn nur in extrem

geringer Menge vor.
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6. Anhang

6.1. Nomenklatur von HCN-Kanélen

In den letzten Jahren wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen die Klonierung hyperpolari-
sationsaktivierter Kationenkanéle aus verschiedenen Spezies berichtet. Um die zu Anfang
eingefiihrten unterschiedlichen Bezeichnungen fiir ein und dasselbe Protein zu vermeiden,
einigte man sich darauf, die Kanile einheitlich als hyperpolarization-activated cyclic
nucleotide-gated cation channel (HCN) zu bezeichnen. Die Nummerierung folgt der
Reihenfolge der Verdffentlichung. Die Spezies wird durch einen vorangestellten Kleinbuch-

staben bezeichnet. So steht mHCN?2 fiir den murinen, hHCN2 fiir den humanen HCN2 Kanal.

Tab. 6.1.
HCN-Nomenklatur  Originalbezeichnung Spezies Referenz
des Klons
mBCNG-1 Maus Santoro et al. 1997
HCN1 hBCNG-1* Mensch Santoro et al. 1998
HAC2 Maus Ludwig et al. 1998
mBCNG-2* Maus Santoro et al. 1998
HCN? hBCNG-2* Mensch Santoro et al. 1998
HAC1 Maus Ludwig et al. 1998
hHCN2 Mensch Ludwig et al. 1999a
HCN3 mBCNG-4* Maus Santoro et al. 1998
HAC3 Maus Ludwig et al. 1998
mBCNG-3* Maus Santoro et al. 1998
HCN4 hHCN4 Mensch Ludwig et al. 1999a
HAC4 Kaninchen Ishii et al. 1999
hHCN4 Mensch Seifert et al. 1999
spHCN SPIH Seeigel Gauss et al. 1998

*partieller cDNA-Klon
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6.2. Verwendete Primer

Tab. 6.2. zeigt die verwendeten Primerpaare zur Herstellung der /n situ- bzw. Northern-

Sonden (s.a. Abb. 3.7.). Die 3’-gelegene Sonde von mHCN2 wurde nicht mittels PCR,

sondern mit einem Restriktionsverdau hergestellt.

Tab. 6.2.
Sonde Name Sequenz (5°>3’)
CNG 734F | cgtgggatcccaactcegegtccaaca
mHCNI1-5’ Sees =8
CNG 735R | ggatggtaccgcggagggagaatttgttga
CNG 732F | ccgggatcecgecctcaactgcacatctte
mHCNI1-3’ seereee s
CNG 733R | gcatggtaccaggctgcetgeatgagtgaca
CNG 736F | ccgggatcegetetgecageegegaca
mMHCN2-5” gggatcegelcigeageegegacag
CNG 737R | cgatggtaccgacttcacgcgttcetge
CNG 902F | gccggatcectetctgacactttcttee
mHCN3-5’
CNG 903R | gcaaggtaccgcatctagtcgtggeteca
CNG 752F cgttcccaggtatctcet
mHCN3-3’ SE°8 =
CNG 754R | aagggcagtatgttaggtcc
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6.3. Verwendete Abkiirzungen

aa
APS
ATP

BSA
cAMP

cCMP
cDNA
cGMP

Ci
CIP

CNBD
CNG
cpm
cRNA
d

Da
ddNTP
DMSO
DNA
dNTP
dpm
DTT
E. coli
EDTA

h
HCN

HEK?293
HEPES
I

Iy

IKACh

Aminosdure
Ammoniumperoxodisulfat
Adenosin-5'"-triphosphat
Basenpaar
Rinderserumalbumin
zyklisches Adenosin-3',5'-
monophosphat

zyklisches Cytosin-3',5'-
monophosphat
komplementére
Desoxyribonukleinsdure
zyklisches Guanosin-3',5'-
monophosphat

Curie(1 Ci=3,7x10" Bq)
alkalische Phosphatase aus
Kélberdarm
Zyklonukleotod-
Bindungstasche

(cyclic nucleotide-gated)
durch zyklische Nukleotide
aktiviert

counts per minute
komplementére
Ribonukleinsdure

Tag

Dalton
2',3'-Didesooxynukleosid-5'-
triphosphat
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
2'-Desoxynukleosid-5'-
triphosphat

desintegrations per minute
Dithiothreitol

Escherichia coli
Ethylendiamin-N,N,N',N'-
tetraessigsdure

Stunde

Hyperpolarization activated
cyclic nucleotide modulated
menschliche embryonale
Nierenzellen

N-2-
Hydrooxyethylpiperazin-N-
2-ethansulfonsdure
Funny-current
Hyperpolarization-activated
current

Muscarinic-gated potasium
current

ISO
IPTG

kb
LB

MEM
min
mRNA

OD
oT
PAGE

PBS

PCR
PEG
RNA
rpm
RT
SDS
S1-S6

ssDNA
TBE

TE
TEMED
Tris

tRNA
TSS

uv
Vi

X-Gal

Isoprenalin

Isopropyl-B-D-

thiogalactosid

Aktivierungskonstante

Kilobase

Luria-Bertani

Mikro (10°%)

Mega (10°) bzw. molar

Milli (107) bzw. Meter

minimal essential medium

Minute(n)

messenger RNA

Nukleotid

Optische Dichte

Objekttrager

Polyacrylamid-

Gelelektrophorese

Phosphatgepufferte

Salzlosung

Polymerase-Kettenreaktion

Polyethylenglykol

Ribonukleinsédure

Umdrehungen pro Minute

Raumtemperatur

Natriumdodecylsulfa

Transmembransegmente S1

-S6

Sekunde(n)

(salmon sperm DNA) =

Lachssperm-DNS
Tris-Borat-EDTA-Puffer

Tris-EDTA-Puffer

N,N,N',N'-

Tetramethylethylendiamin

o, o,0,-Tris-

(hydroxymethyl)-

methylamin

Transfer-RNA

Transformation and Storage

Solution

Unit, Einheit

Ultraviolett

Potential der halbmaximalen

Aktivierung

5-Brom-4-chlor-3-indolyl-3-

galaktosid
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