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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Gruppe der Hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated (HCN) Kanile gehort zur
Familie der spannungsabhédngigen Kationenkanile. In erregbaren Zellen des Herzens und des
Nervensystems generieren HCN  Tetramere den durch Hyperpolarisation aktivierten
Schrittmacherstrom I¢/l,. Im Herzen von Sdugetieren wird hauptsichlich die Isoform HCN4
exprimiert. Dort leistet Ir einen wichtigen Beitrag zur spontanen Depolarisation kardialer
Sinusknotenzellen wiahrend der Diastole und reguliert die Herzfrequenz. Als Teil eines
makromolekularen Kanalkomplexes modulieren Interaktionspartner auf unterschiedliche Weise Irin
vivo und tragen zur Funktionsweise von HCN Kanélen bei. Dariiber hinaus passen Signalwege
mithilfe von Enzymen wie Proteinkinasen die Kanalaktivitit an verdnderte Bedingungen der Zelle
an und kénnen sowohl das gating als auch die Expression regulieren. In den letzten Jahren wurden
Mutationen des HCN4 Gens zunehmend in Verbindung mit einer Sinusknotendysfunktion gebracht.
Sowohl loss-of-function aber auch gain-of-function Mutationen beeintrachtigten in heterologen
Expressionssystemen Irund konnten mit kardialen Arrhythmien assoziiert werden.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde in einer molekulargenetischen Analyse des HCN4 Gens die
monoallelische Missense-Mutation V7591 bei einer Patientin mit symptomatischer
Sinusknotendysfunktion und auffilliger Familienanamnese identifiziert. V7591 war zuvor in Féllen
von maligner Epilepsie beschrieben worden und galt somit als potenziell pathogen. In heterologen
Expressionsanalysen in CHO-Zellen zeigte sich eine signifikant reduzierte Oberfldchenexpression
der Variante ohne signifikanten Einfluss auf die Gesamtexpression. Diese Beobachtung lie3 sich in
an diese Arbeit anschlieBenden Analysen an nativen Zellen nicht reproduzieren, sodass
moglicherweise CHO-Zellspezifische Mechanismen den subzelluldren Transport der Variante
beeintrachtigen. Funktionelle Untersuchungen der genetischen Variation von Erlenhardt ez al. (2020)
in Xenopus levis Oozyten zeigten keine Anderung des gating, weder in Spannungsabhingigkeit,
cAMP-abhéngiger Modulation noch in der Interaktion mit dem neuronalen Bindungspartner
PEX5R/Trip8b. Damit iibereinstimmend konnte in dieser Arbeit eine Zunahme der
Oberflachenexpression des HCN4 Wild-Typs und der Variante durch PEX5R/Trip8b in CHO-Zellen
beobachtet werden. In der Zusammenschau der Ergebnisse dieser Arbeit sowie von Erlenhardt ef al.
erscheint die Missense-Mutation V7591 nicht hinreichend, um die Funktion des HCN4 Kanals zu
beeintréchtigen und so den Phénotyp der Indexpatientin zu erkldren.

Eine Phosphoproteom-Analyse an HL-1 Kardiomyozyten der Ratte hatte vier Serin-Reste im N-
Terminus des HCN4 Proteins identifiziert, die in Abhéngigkeit der Proteinkinase AKT
phosphoryliert werden. Im Rahmen eines zweiten Projekts wurde der Einfluss -einer
Phosphorylierung dieser Aminosaurereste auf die elektrophysiologischen Eigenschaften des HCN4
Stroms in Xenopus leevis Oozyten untersucht. Es konnte keine Anderung der spannungsabhingigen
Kanalaktivierung und ihrer Kinetik zwischen phosphomimetischen und phosphoablativen HCN4
Konstrukten detektiert werden. Eine kurzfristige Behandlung mit dem Wachstumsfaktor /nsulin-like-
growth-faktor-1 (1GF-1), einem bekannten Aktivator der Proteinkinase AKT, fiihrte jedoch auf einer
Zeitskala von Minuten zu mindestens einer Verdoppelung der HCN4 Stromexpression. Ein
vergleichbarer Effekt blieb bei den genannten phosphomimetischen und phosphoablativen
Kanalkonstrukten aus. Die FErgebnisse dieser Arbeit weisen auf eine akute Regulation der
Stromamplitude des HCN4 Kanals durch den IGF-1/AKT-Signalweg hin.



Zusammenfassung

Abstract

Hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated (HCN) channels are members of the voltage-
gated cation channel family. In excitable cells of the heart and the central nervous system, tetrameric
HCN channels conduct the hyperpolarization-activated pacemaker current I¢/I,. HCN4 is the main
subtype in the mammalian heart. In cardiac sinoatrial cells, the voltage-dependent channel activation
contributes to the spontaneous diastolic depolarization and regulates the heart rate. As part of a
macromolecular channel complex, interaction partners modulate features of Ir in vivo and contribute
to HCN channel function. Signaling pathways adapt via protein kinases the activity of I¢ to different
cellular conditions and regulate gating and expression. Lately several screening analyses revealed
mutations of the HCN4 gene linked to sinus node dysfunction. Both loss-of-function and gain-of-
function mutations modulate Irin heterologous expression systems and are associated with alterations
of cardiac rhythm.

In the present work, a genetic analysis of the HCN4 gene of a female patient diagnosed with
symptomatic sinus node dysfunction and a positive family history identified the monoallelic
missense mutation V7591. Since HCN4 V7591 had been described in cases of malignant epilepsy the
mutant was classified as likely pathogenic. In Chinese Hamster Ovary (CHO) cells, the genetic
variant showed a reduced cell surface expression without significantly affecting total protein
expression. However, surface expression levels in native cells were unaffected comparing wild-type
and mutant channel indicating a CHO cell-specific impairment of channel trafficking. In addition,
electrophysiological characterization of the variant by Erlenhardt et al. (2020) did not reveal any
disturbances of channel gating, neither in voltage-dependence, cAMP-modulation nor interaction
with the auxiliary subunit PEXSR/Trip8b. These findings were in line with the concomitant increase
in surface expression levels of wild-type and variant cotransfected with PEX5R/Trip8b observed in
this work. In summary, the results of this dissertation and from Erlenhardt et a/.demonstrate that the
missense mutation V7591 seems neither sufficient to impair HCN4 channel function nor to explain
the phenotype of the index patient.

A phosphoproteom analysis of HL-1 rat cardiomyocytes identified four N-terminal serine residues
in HCN4, which are phosphorylated in a protein kinase AKT-dependent manner. The second part of
this study examined the impact of phosphorylation of these four residues on the electrophysiological
properties of HCN4 current in Xenopus levis oocytes. No effects on voltage-gated channel activation
and activation kinetics could be detected between phosphomimetic and constitutively
dephosphorylated HCN4 constructs. However, short-term treatment with the known AKT activator
insulin-like-growth-factor-1 (IGF-1) at least doubled HCN4 current amplitudes within minutes. IGF-
1 exerted no comparable effect on current amplitudes in the respective phosphomimetic or
phosphoablative HCN4 mutants. These results indicate an acute modulation of HCN4 current
amplitude by activation of the IGF-1/AKT signaling pathway.
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1 Einleitung

1.1 HCN Kanale

Die Gruppe der Hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated (HCN) Kanile gehort zur
Familie der spannungsabhéngigen Kationenkanile. In erregbaren Zellen des Herzens und des
Nervensystems generieren sie den durch Hyperpolarisation aktivierten Schrittmacherstrom Iy
Erstmalig wurde Ir im Jahre 1979 von Brown et al. erwidhnt. Sie beschrieben einen Strom in
sinuatrialen Zellen, der bei Hyperpolarisation der Zellmembran zu beobachten war, und bezeichneten

]

ihn aufgrund seiner unerwarteten Spannungsabhéngigkeit als ,.funny*’. Alternativ wird der Strom
,»In* genannt, wobei der Buchstabe ,,h* fiir hyperpolarization-activated steht und vor allem den Strom
neuronal vorkommender HCN Kanile adressiert. In Sdugetieren konnten insgesamt vier Isoformen
des HCN Kanals (HCN1-HCN4) identifiziert werden®?.

In der vorliegenden Arbeit lag der Fokus auf der Isoform HCN4. Diese wird auBerhalb des zentralen
Nervensystems (ZNS) hauptsichlich im Sinusknoten des Herzens exprimiert und spielt dort eine

wichtige Rolle bei der Entstehung der elektrischen Herzaktion.

1.1.1  Struktur und Eigenschaften von HCN Kanélen

Ein funktioneller HCN Kanalkomplex wird aus insgesamt vier HCN Untereinheiten mit zentral
gelegener Pore gebildet und kann sich sowohl aus homotetrameren als auch aus heterotetrameren
Untereinheiten zusammensetzen. Eine Kanaluntereinheit besteht aus sechs hoch konservierten, o-
helikalen Transmembrandominen (Segment S1-S6) und einer C-Terminal lokalisierten Bindestelle
fiir zyklische Nukleotide (CNBD, cyclic nucleotide binding domain), (Abb. 1)%7. Die porenbildende
Region befindet sich zwischen den Transmembransegmenten S5 und S6. Sie beinhaltet mit der
Aminosduresequenz  Glycin-Tyrosin-Glycin  (GYG) einen fiir Kaliumkandle typischen
Selektivititsfilter®. Da HCN Kanille sowohl permeabel fiir Kalium- als auch Natrium-Ionen sind,
scheint das GY G-Motiv nicht ausreichend fiir eine hohe K*-Selektivitit zu sein’. Denn obwohl eine
etwa vierfach hohere Leitfahigkeit zugunsten von K* besteht, ist die K*-Selektivitit der HCN Kandle
gegeniiber der Na'-Selektivitit eher gering'®. Unter physiologischen Bedingungen flieBt durch den
geoffneten Kanal aufgrund der unterschiedlichen Triebspannungen ein netto Einwértsstrom von Na*
in die Zelle'. Dieser hat eine Depolarisierung der Zellmembran zur Folge.

Im teils positiv geladenen Segment S4 der jeweiligen Kanaluntereinheiten befindet sich der
Spannungssensor!!. Eine einwirtsgerichtete Bewegung dieses Sensors wihrend der
Hyperpolarisation der Zellmembran fiihrt zur Offnung der Porenregion'?.

HCN  Kanidle offnen  bei  hyperpolarisierenden  Spannungen'®.  Mit  stirkerer
Membranhyperpolarisation nimmt die Offenwahrscheinlichkeit der Kanile exponentiell zu und
erreicht bei maximaler Aktivierung einen steady-state Zustand, der bei anhaltender
Hyperpolarisation nicht inaktiviert. Als charakterisierender Parameter der spannungsabhingigen

Aktivierung dient meist die Spannung der halbmaximalen Kanalaktivierung Vi,. Bei dieser
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Spannung sind die Hélfte der HCN Kanile geoftnet. Sie kann der Aktivierungskurve entnommen
werden und variiert zwischen den einzelnen Isoformen sowie zwischen verschiedenen
Expressionssystemen oder Messkonfigurationen. Die Aktivierung des Ionenkanals erfolgt
vergleichsweise langsam. Die Geschwindigkeit, mit der HCN Kanéle aktiviert werden, wird durch
die Aktivierungszeitkonstante (tax) beschrieben und hdngt maBigeblich von der vorherrschenden
Membranspannung ab. Bei zunehmend hyperpolarisierender Spannung werden HCN Kanile
schneller und vermehrt aktiviert.

In heterologen Expressionssystemen liegt tak der Isoform HCN4 zwischen wenigen hunderten
Millisekunden und mehreren Sekunden'. HCN4 ist die Isoform, die am langsamsten aktiviert,
gefolgt von HCN3 und HCN2'>: ®, HCNI1 zeigt die schnellste Kanalaktivierung® 7. Somit
unterscheiden sich die jeweiligen HCN Isoformen in ihrer Aktivierungskinetik (tax) und der
Spannung bei halbmaximaler Kanaloffnung (Vi2). Diese biophysikalischen Parameter des
Schaltverhaltens (gating), insbesondere die Offnungsgeschwindigkeit, hiingen auch von weiteren
Faktoren wie Temperatur und pH-Wert ab’. Ein unmittelbarer Vergleich der Werte von Vi und Tak

aus verschiedenen Publikationen ist daher nicht immer moglich.

Jenseits der Transmembrandoménen besitzt jede HCN Kanaluntereinheit einen intrazelluldr
gelegenen C- und N-Terminus. Beide unterscheiden sich innerhalb der vier Isoformen in Lénge und
Aminoséduresequenz. Der proximale C-Terminus beinhaltet die CNBD, eine ~120 Aminoséuren (AS)
umfassende Region, die liber den C-Linker mit dem Transmembransegment S6 verbunden ist'®.
CNBD und C-Linker sind innerhalb der HCN Familie konserviert. Die Bindung zyklischer
Nukleotide (cAMP, cyclic adenosinmonophopsphat und cGMP, cyclic guanosinmonophosphat) an
die CNBD fiihrt zu einer Verschiebung der Aktivierungskurve hin zu positiveren
Membranspannungen und zu einer Beschleunigung der Kanalffnung'®. cAMP bewirkt dabei eine
Konformationsédnderung des HCN Kanals, wodurch die autoinhibitorische Wirkung der CNBD
aufgehoben wird und der Kanal rascher und bei positiverer Membranspannung 6ffnet’> '8 20 21,
Insbesondere die Isoformen HCN2 und HCN4 sind sensibel fiir diese Modulation, die das autonome
Nervensystem nutzt, um durch Aktivierung der Adenylatzyklase via G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren die intrazellulire Konzentration des second messengers cAMP zu steigern und I zu
beeinflussen’.

Ein weiterer grundlegender Mechanismus, der das gating von HCN Kanilen reguliert, erfolgt tiber
membrangebundene Phosphoinositide. Phosphatidylinositolphosphat (PIP), Phosphatidylinositol-
4,5-Biphosphat (PIP,) und Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat (PIP3) fungieren unabhidngig von
cAMP als allosterische Aktivatoren und fithren zu einer Verschiebung der Spannungsabhingigkeit

in Richtung positivere Potenziale®* >,
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Abb. 1: Membrantopologie einer HCN Kanaluntereinheit.

Eine HCN Kanaluntereinheit besteht aus 6 Transmembransegmenten (S1-S6) sowie dem N- und C-Terminus.
Zwischen S5 und S6 befindet sich die Kanalpore, die einen Kaliumkanal-typischen Selektivititsfilter
beinhaltet. Der Spannungssensor ist im vierten Segment S4 lokalisiert. S1, der extrazelluldre S1-S2 Linker und
der intrazelluldare S4-S5 Linker spielen ebenfalls eine Rolle im Schaltverhalten des HCN Kanals. N- und C-
Terminus befinden sich intrazelluldr. Die Bindestelle fiir zyklische Nukleotide (CNBD) im proximalen C-
Terminus wird {iber den C-Linker mit S6 verbunden. Diese Region vermittelt die charakteristische Modulation
der Kanalaktivitit durch zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP). Vier der abgebildeten Untereinheit
bilden einen funktionellen, tetrameren Kanalkomplex um eine zentral gelegene Pore; Abb. mit freundlicher
Genehmigung des Verlages unverindert iibernommen aus Biel et al.’

1.1.2  Expressionsmuster der Schrittmacherkanale

Alle vier HCN Isoformen (HCNI1-4) konnen im adulten Herz nachgewiesen werden. Unter
physiologischen Bedingungen héngt das AusmaB der Expression von der jeweiligen Untereinheit,
der Region des Herzens sowie der analysierten Spezies ab®*. Im Sinusknoten mehrerer Siugetiere ist
HCN4 die hiufigste Isoform?* 26, Dies gilt ebenso fiir den AV-Knoten und die Purkinje-Fasern, die
jeweils wichtige Strukturen der kardialen Erregungsleitung darstellen?” 28, Dennoch tragen auch
HCN1 und HCN2 zu der Generierung von Irin Sinusknotenzellen bei?®. In atrialen und ventrikuliren
Kardiomyozyten sind hauptséichlich HCN2 und HCN4 vorzufinden®® 2% 3, Wird das Niveau der
Transkription und Proteinexpression verglichen, so ist jedoch die Gesamtmenge an HCN Kanélen in
Zellen des Erregungsleitungssystems um ein Vielfaches hoher als im arbeitenden Myokard?’-3!.

Neben dem gehduften Vorkommen im Herzen werden HCN Kanéle vornehmlich im ZNS exprimiert.
HCN2 kommt hier nahezu ubiquitir vor®?. Die weiteren HCN Isoformen zeigen auch im ZNS ein
zellspezifisches Verteilungsmuster. Wichtige Regionen der HCN1 Expression stellen der Neocortex,
die Kleinhirnrinde, der Hippocampus, der Hirnstamm sowie das Riickenmark dar®*. HCN4 wird
hauptséichlich im Bulbus olfactorius, im Thalamus und in der Substantia nigra exprimiert>>*. Auch
im peripheren Nervensystem, insbesondere in Spinalganglien, kann ein Vorkommen aller vier

Isoformen beobachtet werden'®. In weitaus geringerem MaBe als im Herzen und ZNS werden HCN
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Kanile im enterischen Nervensystem, in B-Zellen des Pankreas, in glatten Muskelzellen und in den
Testes exprimiert!®.

Die unterschiedlichen biophysikalischen Eigenschaften von I in verschiedenen nativen Zellsystemen
konnen teilweise mit dem Expressionsmuster der Isoformen erklért werden. Beispielsweise zeigt I¢
der Sinusknotenzellen, in denen der langsam aktivierende HCN4 Kanal iiberwiegt, ebenfalls eine

langsame Aktivierung'® 1

. Andererseits fallen Zellen mit vornehmlicher Expression rasch
aktivierender HCN1 Kanile, wie CA1 Neurone des murinen Hippocampus, durch eine schnelle

Aktivierungskinetik von If bzw. I auf'’.

1.1.3 Zusammensetzung des HCN Kanalkomplexes und Modulation von It

HCN Isoformen, auBBer HCN2 mit HCN3, bilden gemeinsam funktionelle Heterotetramere, die aus
verschiedenen HCN Kanaluntereinheiten zusammengesetzt sind®*. In Neuronen und embryonalen
Kardiomyozyten der Maus interagieren und koassemblieren HCN2 und HCN4°¢. Zudem weist das
Heterotetramer HCN2/HCN4, unabhéngig der Mengenverhéltnisse zwischen den beiden Isoformen,
ein veréndertes gating im Vergleich zum Strom des homotetrameren HCN4 auf®’.

Die Formation heterotetramerer Kanaleinheiten in vivo reicht als alleinige Erklérung fiir die
Diskrepanz der biophysikalischen Eigenschaften zwischen rekombinant gemessenen HCN Stromen
in heterologen Expressionssystemen und dem nativen Ir nicht aus. Der gemessene Strom
koassemblierter Kanaluntereinheiten kommt dem nativen Iy zwar néher, bildet diesen jedoch nicht

genau ab*®,

Eine weitere malgebliche Regulation von Ir in vivo erfolgt durch Interaktionspartner und
Transportproteine, die mit dem Kanaltetramer einen Komplex bilden, Ir modulieren und tiber
Zellsignalwege in ihrer Funktion beeinflusst werden kénnen™.

Ein Beispiel dafiir stellt Mink-related peptide 1 (MiRP1) dar. MiRP1 wird durch das KCNE2 Gen
(potassium voltage-gated channel subfamily E member 2) kodiert und gehort zur Gruppe der KCNE-
Proteine, die als Bindungspartner fiir viele Kationenkanile agieren®. Uber eine Interaktion mit dem
distalen C-Terminus kardialer HCN Kanile beeinflusst MiRP1 das spannungsgesteuerte
Schaltverhalten, die Stromdichte sowie die Oberflichenexpression der Isoformen HCN1, HCN2 und
HCN44-43,

Ein weiterer Interaktionspartner des kardialen Ionenkanals ist Caveolin. HCN4 Kanile sind
bevorzugt in sackformigen Einstiilpungen der Zellmembran, sogenannten Caveolae, lokalisiert*.
Diese sind vor allem in Sinusknotenzellen zu finden und bilden eine spezialisierte Mikrodoméne der
Zelloberflache, die Ionenkanile in direkte Néhe zu regulatorischen Proteinen, Transportern und
Signalwegen bringt 3**. Uber eine N-Terminale caveolin-binding-domain interagiert HCN4 mit den
Geriistproteinen der Caveolae, Caveolin-1 (Cav-1) und Caveolin-3 (Cav-3)*. Eine Stérung dieser
Bindung modifiziert das gating des HCN4 Stroms*. Da der Ionenkanal zudem durch eine solche
intrazelluldr im Golgi Apparat akkumuliert und seine Expression an der Zelloberfldche reduziert
wird, spielen Caveoline moglicherweise in der Translokation oder Retention von HCN4

Kanalproteinen an der Zelloberfliche eine Rolle*®.
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Abb. 2: Schematische Darstellung einiger Interaktionspartner und der p-Untereinheit PEXSR/Trip8b
des HCN Kanals.

Abgebildet werden einige der bisher identifizierten Interaktionspartner des HCN Kanals. Diese stellen einen
wichtigen Teil des makromolekularen Kanalkomplexes dar. Die neuronale Hilfsuntereinheit PEXSR/Trip8b
(Peroxin-5-related protein/tetratricopeptide repeat-containing Rab8b-interacting protein) interagiert neben
Filamin A und der kardialen B-Untereinheit MiRP1 (Mink-related peptide I) mit dem C-Terminus des HCN.
Nicht abgebildet ist die zweite Interaktionsstelle von PEX5R/Trip8b distal der CNBD (cyclic nucleotid binding
domain). Der N-Terminus von HCN Kanélen kann mit Caveolin-3 (Cav-3) interagieren. Cav-3 ist eine
Leitstruktur von Caveolae, spezialisierte Membranbereiche, die vermehrt in Sinusknotenzellen vorkommen;
Abb. mit freundlicher Genehmigung des Verlages unverindert iibernommen aus Rivolta ef al.*’

RP1

Caveolin 3

Neben MiRP1 und Caveolin wurden weitere Interaktionspartner von HCN Kanélen beschrieben
(Abb. 2)*3. Insbesondere der neuronale Interaktionspartner Trip8b (tetratricopeptide repeat-
containing Rab8b-interacting protein) bzw. PEXSR (Peroxin-5-related protein) (PEXS5R/Trip8b)
wurde im Rahmen vieler Studien untersucht und gilt als B-Untereinheit des Kanals im ZNS. Durch
Bindung u.a. an den distalen C-Terminus und die CNBD des HCN Kanals antagonisiert
PEX5R/Trip8b die Wirkung von cAMP und &dndert entsprechend die Spannungsabhidngigkeit und
Offnungsgeschwindigkeit*®>°.  Zudem reguliert ~PEXS5R/Trip8b  Isoform-abhiingig  die
Oberflichenexpression des Ionenkanals®!. Die Frage, ob ein Einfluss von PEX5R/Trip8 auf Iy auf
das ZNS begrenzt ist oder auch die Funktion des Herzen moduliert, ist Gegenstand aktueller

Forschung®.

Signaltransduktionsprozesse der Zelle stellen einen weiteren Mechanismus dar, der die
Funktionalitdt von Ir moduliert. Mithilfe von Enzymen wie Proteinkinasen oder Phosphatasen
beeinflussen Neurotransmitter und Hormone iiber ihre Signalwege den Phosphorylierungsstatus von
Ionenkandlen oder ihrer Bindungspartner und passen dariiber deren Aktivitit an verdnderte
Bedingungen der Zelle an**. Eine Phosphorylierung der HCN Kanile wird dabei meist in Verbindung
mit Anderungen des gating gebracht. Beispielsweise vermittelt die Tyrosinkinase Src die
Phosphorylierung zweier Aminosédurereste im C-Terminus der HCN Kanéle. Eine solche fiihrt zu
einer beschleunigten Aktivierung von HCN2 und HCN4 und zu einer bisher kontrovers diskutierten
Verschiebung von V,» des HCN4>*, Dariiber hinaus wurden mehrere Aminoséurereste des HCN4 im
Sinusknoten der Maus beschrieben, die putative Zielstrukturen der Proteinkinase A (PKA)
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darstellen®. Eine Aktivierung der PKA fiihrt zu einer Aktivierung des HCN4 Stroms bei positiveren
Spannungen®. Somit regulieren Interaktionspartner und Signalwege auf unterschiedliche Weise Iy.

Ionenkanile, wie auch HCN Kanile, bilden mit assoziierten Bindungspartnern, Transportern und
Rezeptoren funktionelle Mikrodoménen, die als Teil eines komplexen makromolekularen
Signalnetzwerks mit weiteren Proteinen interagieren und iiber zahlreiche Signalwege reguliert
werden konnen®’. Die Identifizierung und Untersuchung weiterer Komponenten und Modulatoren

des HCN Kanalkomplexes wird das Verstindnis der Funktionsweise von Ir verbessern.

1.1.4 Physiologische Rolle kardialer HCN Kanale

Der Sinusknoten befindet sich im rechten Vorhof, im Bereich des Sulcus terminalis und der
Miindung der Vena cava superior. Er stellt den Ursprungsort der rhythmischen Herzaktion dar. Seine
Aktivitdt beruht auf einer spontanen Membrandepolarisation der Sinusknotenzellen wahrend der
Diastole. Dafiir werden verschiedene Ionenkanile aktiviert bzw. geschlossen, die die Zellmembran
in Richtung des Schwellenpotenzials depolarisieren’. Erst dann kann ein erneutes Aktionspotenzial
ausgelost werden. Der Schrittmacherstrom Iy, generiert durch HCN Kanalkomplexe, liefert hierbei

einen wichtigen Beitrag.

Die spannungsabhéngige Aktivierung der HCN Kanéle wihrend hyperpolarisierender Spannungen
fiihrt durch den netfo einwirtsgerichteten Strom positiver Ladung zu einer langsamen Depolarisation
der Sinusknotenzellen® *°. Dadurch werden spannungsgesteuerte Calcium-Kanile aktiviert, deren
Strom (Ica) durch eine rasche Depolarisation ein Aktionspotenzial auslost (Abb. 3). Die im
Sinusknoten generierte elektrische Erregung wird iiber das Erregungsleitungssystem auf den AV-
Knoten und anschlieBend iiber das His-Biindel, die Tawara-Schenkel und die Purkinje-Fasern auf
das arbeitende Herzgewebe {iibertragen. Eine koordinierte Kontraktion wird ausgelost. Daher
beeinflusst die zeitliche Dauer der langsamen diastolischen Depolarisation maBgeblich die
Herzfrequenz. Uber B-adrenerge Rezeptoren (Bl- und B2-Rezeptoren) erhdhen sympathische
Neurotransmitter die Konzentration des zytosolischen second messenger cAMP, wodurch HCN
Kanéle bei positiveren Spannungen schneller aktivieren. So verkiirzt sich die Phase der langsamen
Depolarisation der Sinusknotenzellen (Abb. 3). Die rhythmische Frequenz der elektrischen Aktivitit
nimmt zu und die Herzfrequenz steigt an. Der parasympathische Botenstoff Acetylcholin
verlangsamt im Gegensatz dazu die Herzfrequenz durch Suppression des cAMP-Levels iiber
muskarinerge M2-Rezeptoren. Diese cAMP-abhédngige Modulation der HCN Kanéle ermdglicht eine
Einflussnahme auf die Herzfrequenz.

In Sinusknotenzellen des Hasen sind B2-Adrenorezeptoren und HCN4 Kanile kolokalisiert und
womdglich Teil eines makromolekularen Kanalkomplexes®’. Die raumliche Kopplung dieser beiden
Rezeptoren ermoglicht ein enges Zusammenspiel der Regulationswege zur Steigerung der
Chronotropie®. Da cAMP ein allosterischer Aktivator der PKA ist, wird Iy vermutlich direkt via
CAMP als auch iiber eine cAMP-abhingige PKA-Phosphorylierung reguliert™ *®. Neben cAMP
scheinen PKA und insbesondere die vorhandene Mikrodoméne, welche die lokale Verteilung von
cAMP beeinflusst, einen Einfluss auf die B-adrenerge Stimulation von Ir zu haben®”.
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Im Hinblick auf die Modulation der kardialen Schrittmacherfunktion und deren Einfluss auf die
Herzfrequenz sind weitere Mechanismen, die I regulieren, von hohem Interesse der aktuellen

Forschung®.
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Abb. 3: Schematische Darstellung des sinuatrialen Schrittmacherpotenzials.

Wihrend der Diastole depolarisiert Iy die Schrittmacherzellen des Sinusknotens. Dadurch werden T-Typ und
L-Typ Calcium-Kanile aktiviert und die Zellmembran durch Ic,r und Icar rasch depolarisiert (Control). Eine
B-adrenerge Stimulation mit Norepinephrin (NE, Noradrenalin) beschleunigt die Depolarisation der Membran,
die Steigung der diastolischen Depolarisation nimmt zu und die Dauer der Diastole wird verkiirzt. Die
rhythmische Frequenz der elektrischen Aktion der Sinusknotenzellen steigt an; mV: Millivolt, ms:
Millisekunden; Abb. mit freundlicher Genehmigung des Verlages unverindert iibernommen aus Biel ef al.’

Die Funktion der HCN Kanéle in ventrikuldren Kardiomyozyten konnte bisher nicht ausreichend
geklart werden. Da die Zellen des arbeitenden Myokards in der Regel keine spontane Aktivitit
zeigen, scheinen HCN Kanile in dieser Region eine andere Funktion als im Sinusknoten
einzunehmen®. Der depolarisierende Strom Iy konnte aufgrund der sehr langsamen Deaktivierung
der HCN Kanéle wihrend der spéten Phase der Repolarisation die Dauer des Aktionspotenzials im

arbeitenden Myokard verldngern®'.

1.1.5 Sinusknotendysfunktion

Die Sinusknotendysfunktion (Sick-Sinus-Syndrom, SSS) umfasst eine Gruppe von
Herzrhythmusstérungen, die auf einer Funktionsbeeintrachtigung des Sinusknotens beruhen. Eine
Storung der Generierung oder Weiterleitung der elektrischen Aktion manifestiert sich u.a. in Form
von symptomatischen Sinusbradykardien, supraventrikuldren Tachykardien, kombinierten Brady-
Tachykardien oder einer chronotropen Insuffizienz®. In vielen Fillen liegt dieser eine strukturelle
Schidigungen des Sinusknotens zugrunde, beispielsweise durch eine narbige Degeneration, einen
ischdmischen Myokardinfarkt oder einen angeborenen Herzfehler®. Betroffen sind iiberwiegend
iltere Patienten. Neben kardialen Auslosern konnen auch metabolische Storungen, Medikamente
oder Drogen ein SSS hervorrufen. Da die Erkrankung meist irreversibel verlduft, stellt die
Implantation eines Herzschrittmachers die Therapie der Wahl dar. Mit etwa 50% ist die
Sinusknotendysfunktion die hdufigste Indikation fiir eine Schrittmacherimplantation und somit von

hoher soziodkonomischer Bedeutung®.
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Abb. 4: Identifizierte Mutationen des HCN4 Kanals und des putativen Interaktionspartners MiRP1.
Dargestellt sind die Membrantopologien des HCN4 Kanals sowie des putativen Interaktionspartners MiRP1.
Die schematisch abgebildeten 23 Mutationen stellen meist Punktmutationen des C-Terminus dar. Sie sind
jedoch auch vereinzelt im N-Terminus und im Linker zwischen den Transmembransegmenten S5 und S6 zu
finden. Viele von ihnen gehen mit einer klinisch bestdtigten oder dem Verdacht auf eine
Sinusknotendysfunktion einher; Abb. mit freundlicher Genehmigung des Verlages unverdndert iibernommen
aus Verker & Wilders.*

In den letzten Jahren haben Ionenkanalerkrankungen im Rahmen von Sinusknotendysfunktionen
zunehmend an Aufmerksamkeit gewonnen. Insbesondere /oss-of-function Mutationen des HCN4
Kanals sind mit diesem Krankheitsbild in Verbindung gebracht worden. Den ersten Hinweis fiir
einen solchen Zusammenhang lieferten Schulze-Bahr er al. Sie identifizierten bei einer
Indexpatientin mit idiopathischer Sinusknotendysfunktion die heterozygote Mutation HCN4 573X%°.
Es folgten weitere Verdffentlichungen von SSS-assoziierten Mutationen des lonenkanals sowie des

Interaktionspartners MiRP1%

. Bei den betroffenen Patienten fielen neben den typischen Symptomen
wie wiederkehrenden Synkopen, Schwindelattacken oder Palpitationen eine auffillige
Familienanamnese oder eine vorzeitige Herzschrittmacherimplantation in jungem Alter auf®® ¢’. Die
meisten der entdeckten Kanalvarianten beruhen auf heterozygoten Punktmutationen, die zu einer
funktionellen Einschridnkung des lonenkanals fithren. Dabei zeigen die HCN4 Mutanten eine
Beeintrichtigung der spannungsabhingigen Aktivierung, der cAMP-Sensitivitdt und/oder der
Oberflichenexpression in  heterologen Expressionssystemen®. Die Identifikation und
Charakterisierung ~ dieser ~ Mutationen  trigt neben der  Ursachenforschung  der
Sinusknotendysfunktion maBgeblich zum Verstindnis von Rolle und Funktionsweise kardialer
HCN4 Kanéle bei.

Im Rahmen dieser Arbeit wird eine genetische HCN4 Variante, die bei einer Patientin mit

symptomatischer Sinusbradykardie vorliegt, vorgestellt und analysiert.
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1.2 Wachstumshormon IGF-1

Der Wachstumsfaktor Insulin-like-growth-factor-1 (1GF-1) spielt als Hormon der growth hormone
(GH)-IGF-1-Achse bei der Differenzierung, der Proliferation, den Uberlebensmechanismen sowie
der Regulation des Metabolismus von Zielzellen eine wichtige Rolle. Uber den somatotropen
Regelkreis vermittelt es anabole und wachstumsstimulierende Prozesse in nahezu allen Organen und
Geweben. Nach Stimulation durch hypothalamisches GH wird der Wachstumsfaktor tiberwiegend
in der Leber produziert und hemmt nach dem Prinzip des negativen Feedback-Mechanismus dessen

Freisetzung.

IGF-1 ist Teil des IGF-1/Insulin-Systems, zu dem u.a. die beiden Wachstumsfaktoren IGF-1 und
IGF-2, das Hormon Insulin, die Rezeptoren IGF-1-Rezeptor und IGF-2-Rezeptor sowie zwei Insulin-
Rezeptoren (IR) gehdren®® ", Der Wachstumsfaktor ist ein Polypeptid aus 70 Aminoséuren, das zu
Pro-Insulin, der Vorstufe des metabolischen Hormons Insulin, eine hohe Sequenzhomologie (~50
%) vorweist. IGF-1 agiert vornehmlich {iber den heterotetrameren IGF-1-Rezeptor (IGF-1R). Dieser
gehort zur Familie der Tyrosinkinaserezeptoren. Nach Ligandenbindung an die beiden extrazellulér
lokalisierten a-Untereinheiten erfolgt eine Autophosphorylierung der hauptsédchlich intrazellulér
gelegenen B-Untereinheiten des Rezeptors. Eine anschlieBende Tyrosin-Phosphorylierung
zytosolischer Adaptermolekiile rekrutiert und aktiviert ein komplexes Netzwerk nachfolgender
Signalkaskaden.

Die beiden klassischen Signalwege des aktivierten IGF-1R sind die Phosphoinositide-3-Kinase
(PI3K)-AKT-Signalkaskade sowie der extracellular-regulated kinase (ERK)-Weg’” "', Aufgrund
einer hohen Ubereinstimmung der Aminoséuresequenzen von IGF-1 und Insulin sowie des IGF-1R
mit IR besitzen beide Hormone die Fihigkeit zur wechselseitigen Aktivierung der jeweiligen
Rezeptoren (IGF-1R oder IR). Trotz zum Teil unterschiedlicher biologischer Wirkungen, aktivieren
IGF-1 und Insulin gemeinsame Signaltransduktionskaskaden, wie den in dieser Arbeit besprochenen
PI3K-AKT-Signalweg. Ein weiterer Aspekt der iiberschneidenden Wirkungen der Signalnetzwerke
von IGF-1 und Insulin beruht auf der Bildung sogenannter Rezeptorhybride, die aus verschieden
zusammengesetzten Untereinheiten von IGF-1R und IR bestehen. Die Komplexitit des IGF-

1/Insulin-Systems geht somit weit iiber die beiden klassischen Signalwege hinaus.

Neben der Synthese in Hepatozyten, wird IGF-1 u.a. im Myokard gebildet, wo es als autokrines und
parakrines Hormon wirkt®® ®. Am Herzen spielt der Wachstumsfaktor eine wichtige Rolle in der
Vermittlung des physiologischen Wachstums. Die beiden klassischen Signalwege des IGF-1R,
PI3K-AKT und ERK, sind daran beteiligt. Darliber hinaus erhoht IGF-1 die Kontraktilitdt des
Myokards, fordert Stoffwechselprozesse und unterstiitzt durch Hemmung von Apoptose und
Autophagie das Uberleben kardialer Zellen.

Niedrige IGF-1 Level gehen mit einem erhohten Risiko fiir kardiovaskulidre Ereignisse einher’ 7.

Experimentelle Studien liefern Hinweise dafiir, dass IGF-1 die Schédden einer kardialen Ischdmie und
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Reperfusion reduziert™. Die kardioprotektive Rolle von IGF-1 steht daher zunehmend im Fokus der
Forschung zu Therapiemdglichkeiten von kardiovaskuldren Erkrankungen.

Hypothalamus

i

GHRH
4

Hypophysis
+
GH
Circulating Local ]
IGF-1 IGF-1
Y

IGF-1R IGF-1R IGF-1R

S

Metabolic signaling

1 Cell survival
1 Cell growth
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| Fibrosis
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| Oxidative stress

Abb. 5: Schematische Darstellung der Wirkungsweise von IGF-1 am Herzen.
Insulin-like-growth-factor-1 (IGF-1) wird nach Stimulation durch hypothalamisches growth hormone (GH)
iiberwiegend in der Leber freigesetzt. In vielen Organen, u.a. am Herzen wird, der Wachstumsfaktor auch lokal
synthetisiert und wirkt dort als autokrines und parakrines Hormon. IGF-1 aktiviert sowohl IGF-1-Rezeptoren
(IGF-1R) als auch Insulin-Rezeptoren (IR) aber auch Rezeptorhybride aus unterschiedlichen Untereinheiten
des IGF-1R und IR. Am Herzen besitzt das Wachstumshormon eine Vielzahl an Wirkungen und steigert u.a.
Zellwachstum, Kontraktilitit und Zelliiberleben, GHRH: growth hormone releasing hormone; Abb. mit
freundlicher Genehmigung des Verlages unverindert iibernommen aus Westermeier et al.%’

1.3 Proteinkinase AKT

Die Proteinkinase AKT, auch bekannt als Proteinkinase B (PKB), ist als Serin-/Threoninkinase ein
zentraler Regulator zahlreicher Signalkaskaden in nahezu allen Zellen und gemeinsamer
Knotenpunkt der IGF-1/Insulin-Signaltransduktion”. Eine Aktivierung von AKT stimuliert das
Wachstum und die Proliferation der Zielzellen. Dariiber hinaus beeinflusst AKT den Metabolismus

und reguliert iiberlebensnotwendige Mechanismen der Zelle.

Die klassische Aktivierung der Proteinkinase erfolgt iiber Rezeptoren mit Rezeptortyrosinkinase-
Aktivitit, wie IGF-1R und IR, oder G-Protein-gekoppelte Rezeptoren’®. Diese aktivieren die
Lipidkinase PI3K, die PIP, zu PIPs; phosphoryliert. AKT wird darauthin zur Plasmamembran
rekrutiert und PIPs;-abhidngig von der phosphoinositide-dependent kinase 1 (PDK1) an T308
phosphoryliert. Eine vollstindige Aktivierung von AKT erfolgt iiber eine weitere Phosphorylierung
an Position S473 durch mammalian target of rapamycin complex 2 (mTORC2). Anschliefend

dissoziiert AKT von der Plasmamembran und transloziert in das Zytosol bzw. in Richtung Zellkern,

10
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um via Phosphorylierung weitere, in der Signaltransduktion nachfolgend gelegene, Substrate zu
aktivieren. Die Zielstrukturen der aktiven AKT-Kinase sind u.a. weitere Kinasen, metabolische
Enzyme und Transkriptionsfaktoren sowie Regulatoren des vesikuldren Transports (trafficking). Sie
beinhalten eine gemeinsame Konsensussequenz R-X-R-X-X-S/T-¢, wobei ¢ fiir einen groBen
hydrophoben Rest, X fiir eine beliebige Aminosdure und R fiir Arginin steht. Als Serin-
/Threoninkinase aktiviert oder inhibiert AKT seine Substrate durch Phosphorylierung eines oder

mehrerer Serin- oder Threoninreste.

Von den drei Isoformen AKT1, AKT2 und AKT3 werden im Herzen vorwiegend AKT1 und AKT2
exprimiert’’. Die Proteinkinasen spielen dort eine zentrale Rolle in der Regulation von
Wachstumsprozessen, des Metabolismus und der Kontraktilitit des Herzens sowie bei der
Vermittlung kardioprotektiver Mechanismen, die teilweise durch IGF-1 oder Insulin stimuliert
werden konnen’®. In vitro dhneln sich die Wirkungsweisen von AKT1 und AKT2””. Knock-out-
Modelle zeigten jedoch, dass AKT1 vorwiegend im Rahmen der physiologischen Hypertrophie des
Myokards eine Rolle spielt’”. AKT2 greift hingegen vor allem in die Regulation von
Stoffwechselprozessen und Uberlebensmechanismen nach einer Ischimie von Kardiomyozyten

ein®’.

(=] [ a3 PIP, O PIP,
RTK PIP —= PIP,—= PIP,

PDK1
(o) =D /

Inactive T308
Akt
5473

donsaln l ‘\4 @

j_ Activation

loop

j—Hydrcphoblc

Active
Akt

——PP2A
——PHLPP

Abb. 6: Aktivierung der Serin-/Threoninkinase AKT.

Schematische Darstellung der Aktivierung der Proteinkinase AKT. Wachstumshormone (GF, growth factor)
stimulieren membrandse Tyrosinkinaserezeptoren (RTK), die zytosolische Adaptermolekiile mobilisieren.
Diese aktivieren wiederum die Lipidkinase Phosphoinositide-3-Kinase (PI3K), die Phosphatidylinositol-4,5-
Biphosphat (PIP») zu Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat (PIP3) phosphoryliert. AKT wird darauthin zur
Plasmamembran rekrutiert und PIPs;-abhéngig von phosphoinositide-dependent kinase 1 (PDK1) an T308
phosphoryliert. Eine weitere Phosphorylierung von S473 durch mammalian target of rapamycin complex 2
(mTORC?2) fiihrt zur vollstindigen Aktivierung. Die aktivierte Proteinkinase dissoziiert anschlieBend von der
Plasmamembran in das Zytosol bzw. in Richtung Zellkern, um via Phosphorylierung von Serin- bzw.
Threoninresten weitere Proteine zu regulieren oder nachfolgende Signalwege zu aktivieren; PTEN
(phosphatase and tensin homolog), PP2A (Protein-Phosphatase 2A), PHLPP (PH domain and leucine rich
repeat protein phosphatase); Abb. mit freundlicher Genehmigung des Verlages unverindert iibernommen aus
Hers et al 3!
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1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Es sind verschiedene Mutationen des HCN4 Kanals bekannt, die die Funktionsweise des Ionenkanals
beeintrichtigen und in Verbindung mit dem Krankheitsbild der Sinusknotendysfunktion stehen®.

Ziel im ersten Teil der vorliegenden Arbeit war die molekulargenetische Untersuchung des HCN4
Gens einer Patientin mit symptomatischer Sinusknotendysfunktion und einer auffilligen
Familienanamnese. Dabei konnte die genetische Variante HCN4 V7591 identifiziert werden. Um zu
analysieren, ob V7591 urséchlich fiir die Symptomatik der Patientin sein kdnnte, sollte im Rahmen
dieser Arbeit das Expressionsmuster der Variante zellbiologisch in einem heterologen
Expressionssystem untersucht werden. Da V7591 bereits mit Fillen von maligner Epilepsie in
Verbindung stand, war die Oberfldchenexpressionsanalyse des HCN4 Kanals insbesondere vor dem
Hintergrund der Interaktion mit dem neuronalen Bindungspartner PEX5R/Trip8b ein weiteres

Vorhaben dieser Dissertation.

Signalwege beeinflussen auf verschiedene Weise die Funktion von lonenkanélen und ermoglichen
eine dynamische Anpassung der Kanalaktivitit an verdnderte Bedingungen der Zelle. Eine
Phosphoproteom-Analyse von HL-1 Kardiomyozyten der Ratte hatte zuvor vier Serinresten des
HCN4 Proteins (S14, S99, S102 und S139) identifiziert, deren Phosphorylierung AKT-abhingig
reguliert wird”. Aus diesen Erkenntnissen ergab sich die Fragestellung, ob und wie die Proteinkinase
AKT HCN4 Kanéle beeinflusst.

Ziel im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit war die Generierung und Charakterisierung
phosphomimetischer und phosphoablativer HCN4 Mutanten, die eine AKT-abhingige
Phosphorylierung der identifizierten Serinreste des HCN4 Kanals imitierten. Mithilfe der Zwei-
Elektroden-Spannungsklemme sollten die biophysikalischen Eigenschaften der entsprechend
modifizierten Ionenkanéle in Xenopus leevis Oozyten analysiert werden. Daran anschlie3end folgte
die Untersuchung des Einflusses des Wachstumsfaktors IGF-1, neben Insulin ein kompetenter
Aktivator der AKT, auf die Funktion des Ionenkanals®.

12
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1  Chemikalien und Reagenzien

In Tabelle 1 sind die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien mit Angabe des Herstellers

aufgefiihrt.

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien

Hersteller

(2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)ethansulfonsdure (HEPES)

2- Mercaptoethanol
3-(N-Morpholino)propansulfonsidure (MOPS)
Acrylamid 30 %

AgarAgar (high gel strength)

Agarose

Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent

Ammoniumacetat
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Ampuwa Spiilldsung

Antibiotic antimycotic solution
(Penicillin/Streptomycin/Amphotericin B)

Antibiotic Antimycotic Solution
(Penicillin/Streptomycin/Amphotericin B), (100x)

Bis Tris Puffer

Bromphenolblau

Calciumchlorid Dihydrat
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dimethylsulfoxid (DMSO), steril
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol (DTT)

DNAse zap

Dulbecco's Phosphat gepufferte Salzlosung (DPBS)
Ethanol 70 %

Ethanol absolut
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
FastDigest Green Puffer
FastDigest Puffer

Formaldehyd 36,5-38 %

Fotales Kélberserum (fetal bovine serum, FBS)
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Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Bio Rad , Hercules, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

GE Healthcare Life Science, Amersham,
GB

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Gibco/Life Technologies, Carlsbad, USA

Applichem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Applichem, Darmstadt, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Gibco/Life Technologies, Carlsbad, USA
VWR, Radnor, USA

VWR, Radnor, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland
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GC-Puffer

Gene Ruler 1 kb

Gene Ruler 1000 bp
Gibco® MEM «a

Glucose

Glycin

H,O steril

Hefeextrakt

HF-Puffer
Indol-3-essigsdure (IAA)
Insulin-Like-Growth-Factor-1 (IGF-1)
Iodacetamid

Isopropanol

JetPEJ

Kaliumbicarbonat
Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
Kaliumhydroxid
Kanamycin

Loading Dye (LD), (6x)

Magermilchpulver, Instant

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Methanol

Millipore Wasser

Mineraldl, heavy

Mineraldl, light

Natriumchlorid 150 nM
Natriumbicarbonat

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS)
Natriumhydroxid

NZ Amine

Oligonukleotide (ANTP)

Paraformaldehyd (PFA)
Penicillin/Streptomycin

Phosphatase Inhibitor Mix (PI)
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween 20)
Precision Plus Protein All Blue Standard
Precision Plus Protein Dual Color Standard
ProLong Gold Antifade Mountant
Proteinase K, RNase-frei

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin, BSA)
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Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Gibco/Life Technologies, Carlsbad, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Millipore, Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Polyplus transfection, Illkirch, Frankreich
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Frema, Heirler Cenovis, Radolfzell,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Polyplus Transfection, Illkirch, Frankreich
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Bio Rad, Hercules, USA

Bio Rad, Hercules, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland



Material und Methoden

RNAse zap

SuperSignal™ELISA Femto Maximum Chemiluminescent
Substrate

SYBR Safe DNA gel stain
t-Octylpheoxypolyethoxyethanol

T4 DNA Ligase Puffer

TAE-Puffer, (50x)
Tetramethyl-ethylendiamin (TEMED)
Tris-Hydrogenchlorid

Trisbase (TRIZ)

Triton X-100

Trypsin

Ziegenserum (normal goat serum, NGS)

2.1.2  Puffer und Lésungen

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Gibco/Life Technologies, Carlsbad, USA
Gibco/Life Technologies, Carlsbad, USA

Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer wird in Tabelle 2 aufgelistet.

Tabelle 2: Auflistung und Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Lésungsansitze

Puffer Zusammensetzung

Barth"-Medium NaCl 88 mM
KCl1 1 mM
CaCl, 0,4 mM
CA(NO:3), 0,33 mM
NaHCO3 2,4 mM
MgSO4 0,8 mM
HEPES 5 mM
pH 7,2

HCN4 Ringerlésung NaCl 17,5 mM
KCl1 115 mM
CaCl, 1,8 mM
HEPES 10 mM
pH 7.3

Laemmlipufter (5x) Tris-HCI (pH 6,8) 312,5 mM
Glycin 1,9M
SDS 1%
DTT 500 mM
Bromphenolblau 0,05 %

Lysepuffer Tris (pH 7,4) 20 mM
EDTA 1 mM
NaCl 150 mM
IAA 1 mM
PI Mix 0,1 %
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PBS (10x) Na;HPO4 8,1 mM
KH,PO4 1,6 mM
NaCl 150 mM
KCl 2,7 mM
pH 7,4

RNA premix 10x MOPS running buffer 0,129 ml
Formaldehyd 37 % 0,226 ml
Formamide 0,645 ml
H,O ad 1 ml

Sammelgel 5 % 30 % Acrylamid 0,67 ml
4x Trenngelpuffer (pH 6,8) 1 ml
H,O 2,3 ml
TEMED 4 ul
10 % APS 10 wl

Sammelgelpuffer (4x) Tris-HCI (pH 6,8) 0,5M
SDS 0,40 %

SDS-Laufpuffer (10x) Tris-HC1 250 mM
Glycin 1,92 M
SDS 1%

TAE (1x) Trisbase (pH 8,0) 40 mM
Acetat 20 mM
EDTA 1 mM
pH 8,5

TBS-T (10x) Tris-HCl 24,2 g/l
NaCl 80 g/l
Tween 10 g/
pH 7,6

Transferpuffer (1x) Tris-HCI (pH 6,8) 25 mM
Glycin 192 mM
Ethanol 20 %

Trenngel 10 % (fiir 2 Gele) 30 % Acrylamid 3,33 ml
4x Trenngelpuffer (pH 8§,8) 2,5 ml
H,O 4,16 ml
TEMED 4 ul
APS 10 % 100 pl

Trenngelpuffer (4x) Tris-HCI pH 8,8 1,5M
SDS 0,40 %
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2.1.3 Kulturmedien

In Tabelle 3 werden die verwendeten Kulturmedien und deren Zusammensetzung aufgelistet.

Tabelle 3: Auflistung und Zusammensetzung der verwendeten Kulturmedien

Medium Zusammensetzung
LB-Medium NaCl 10g
Trypton 10g
Hefeextrakt 5g
HO Ad 1000 ml
LB-Agar NaCl 10g
Trypton 10g
Hefeextrakt 5g
Agar I5¢g
HO Ad 1000 ml
NZY+-Medium NZ Amine 10g
Hefeextrakt 5g
NaCl 5g
HO ad 1000 ml
pH 7,5
autoklaviert
Anschlieende Zugabe von:
MgCl 1M 12,5 ml
MgSO4s 1 M 12,5 ml
20 % Glukose 20 ml
CHO-Zell-Kulturmedium MEM alpha 89 %
FBS Supplementary 10 %
Penicillin/ Streptomycin 1%

2.1.4 Bakterienstamme und Zelllinien

Tabelle 4 zeigt die verwendeten Zelllinien und den genutzten Bakterienstamm.

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Bakterienstimme und Zelllinien

Bakterienstamm oder Zelllinie

Hersteller

Escherichia coli XL1-blue
Escherichia coli XL-10 Gold Zellen

Stratagene, LaJolla, USA
Agilent Technologies, Santa Clara, USA

CHO-Zellen (chinese hamster ovaries ~ Leibniz Institute, DSMZ-German Collection of Microorganisms

Zellen)

Xenopus Ilcevis Oozyten

and Cell Cultures GmbH, Braunschweig, Deutschland

EcoCyte Bioscience, Castrop-Rauxel, Deutschland
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2.1.5 Plasmide und Konstrukte

In Tabelle 5 und Tabelle 6 sind die verwendeten Plasmide und Konstrukte gelistet.

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Plasmide

Plasmid Resistenz Hersteller

pcDNA3.1+ Ampicillin Invitrogen, Darmstadt, Deutschland
pEGFP-N1 Kanamycin Clontech Mountain View, USA
pGem-He Ampicillin Liman et al., 1992%

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Konstrukte

Konstrukte Resistenz
HCN4-HAex in pEGFP-N1 Kanamycin
HCN4 in pEGFP-N1 Kanamycin
HCN4 in pGem-He Ampicillin
HCN4 in pcDNA3.1+ Ampicillin
HCN4 V7591-HAex in pEGFP-N1 Kanamycin
HCN4 V7591 in pEGFP-N1 Kanamycin
PEX5R/Trip8b in pEGFP-C2 Kanamycin
HCN4 S14A in pGem-He Ampicillin
HCN4 S14D in pGem-He Ampicillin
HCN4 S99-102A in pGem-He Ampicillin
HCN4 S99-102D in pGem-He Ampicillin
HCN4 S139A in pGem-He Ampicillin
HCN4 S139D in pGem-He Ampicillin
HCN4 S14-99-102-139A in pGem-He Ampicillin
HCN4 S14-99-102-139D in pGem-He Ampicillin
pEGFP-Cl1 Kanamycin
pEGFP-C2 Kanamycin

2.1.6  Enzyme fir die Molekularbiologie

Die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme sind in Tabelle 7 aufgelistet. Alle verwendeten

Restriktionsenzyme und entsprechenden Puffer stammten von der Firma Thermo Fisher Scientific.

Tabelle 7: Auflistung der verwendeten Enzyme

Enzym Hersteller

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase New England BioLabs, Frankfurt am Main, Deutschland
RNA-Polymerase Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

T4 DNA Ligase Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Fast AP (Alkalische Phosphatase) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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2.1.7  Antikérper

In Tabelle 8 werden die verwendeten Primar- und Sekundirantikdrper aufgelistet.

Tabelle 8: Auflistung der verwendeten Priméir- und Sekundérantikorper

Antikorper Spezies Hersteller

Anti-HCN4 Kaninchen Alomone Labs, Jerusalem, Israel
Anti- B-Aktin Kaninchen Abcam, Cambridge, GroB3britannien
Anti-HA fag F7 Maus Abcam, Cambridge, GroB3britannien
Goat Anti-mouse 1gG HRP Ziege Santa Cruz, Dallas, USA

Goat Anti-rabbit 1gG HRP Ziege Santa Cruz, Dallas, USA
21.8 Primer

In Tabelle 9, Tabelle 10 und Tabelle 11 sind die verwendeten Primer fiir das Einfiigen von
Mutationen sowie die Amplifizierung und Sequenzierung des HCN4 Gens und der HCN4 Konstrukte
aufgelistet.

Tabelle 9: Auflistung der verwendeten Primer fiir das Einfiigen von Mutationen in HCN4 Plasmide

Bezeichnung Sequenz Linge (bp) Orientierung
Mut V7591 forward 5'-gcgcaccgcatcecaggetgetgectetge-3' 29 Sense
Mut V7591 reverse S'-agcagcctggatgeggtgcgegeagtggg-3' 29 Antisense
S14A forward 5'-ctgctgegggagggcgtagagecgettg-3' 28 Antisense
S14A reverse 5'-caagcggctctacgecctcccgeageag-3' 28 Sense
S99-102A forward 5'-ctgcccagegeggecagggecccgeggaag-3' 30 Antisense
S99-102A reverse 5'-cttccgeggggecectggecgegetgggeag-3' 30 Sense
S139A forward S'-tcgecgggggcecgegtegece-3' 21 Antisense
S139A reverse 5'-gggcgacgeggeccccggega-3' 21 Sense
S14D forward 5'-gcaagceggctctacgacctccegeageagg-3' 30 Sense
S14D reverse S'-cctgetgegggaggtegtagagecgettge-3' 30 Antisense
S99-102D forward 5'-gegetteccgeggggacctggecgatetgggcageeggg-3' 38 Sense
S99-102D reverse 5'-cccggetgeccacatcggecaggtecccgeggaagecg-3' 38 Antisense
S139D forward 5'-gagggcgacgeggacceccggegagga-3' 26 Sense
S139D reverse S'-tectegeecggggtecgegtegeecte-3' 26 Antisense
T7 5'-taatacgactcactataggg-3' 20 Sense
HCN4 Kpnl 5'- aggagttgttcaccatgttg -3' 20 Antisense

Tabelle 10: Auflistung der verwendeten Primer zur Amplifizierung und Sequenzierung des HCN4 Gens

Bezeichnung Sequenz Liénge (bp) Orientierung
Exon 1-1 forward S'-aagcatgggcegcectgaggetg-3' 21 Sense

Exon 1-1 forward 11 S'-actcggagcgggactaggate-3' 21 Sense

Exon 1-1 reverse S'-aactggcgctgcatgaage-3' 19 Antisense
Exon 1-2-1 forward 5'-cggcagcagtcgeggacacctge-3' ! 23 Sense

Exon 1-2-1 reverse S'-acatccttagggagaatttgttg-3' 23 Antisense
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Exon 1-2-2 forward
Exon 1-2-2 reverse
Exon 2 forward
Exon 2 reverse
Exon 3 forward
Exon 3 reverse
Exon 4 forward
Exon 4 reverse
Exon 5 forward
Exon 5 reverse
Exon 6 forward
Exon 6 reverse
Exon 7 forward
Exon 7 reverse
Exon 7 reverse
Exon 8-1 forward
Exon 8-1 reverse
Exon 8-2 forward
Exon 8-2 reverse
Exon 8-3 forward
Exon 8-3 reverse
Exon 8-4 forward
Exon 8-4 reverse
Exon 8-5 forward
Exon 8-5 reverse
'aus Schulze-Bahr ef al., 200365

S'-tggacaccgctatcaaagtgg-3'
5'-ggaaagttaactccggetgggagge-3'!
5'-tetctetteetggegactgacce-3'!
5'-ggtcaagaacttactagtatttgtcc-3'!
5'-gagcagtgcccaccageagete-3'!
5'-gccaccctaaatctggagage-3'"!
5'-aggttgaggteagtaggtggcagg-3"
5'-ctgaaactcagattctcatctcagagg-3'!
5'-agatctcaaggaaccaagtttagec-3'!
5'-agggtggattgggacacgggaagg-3"
5'-ccttecegtgteccaatecaccet-3'!
5'-ccctaccctgggetcacagacacc-3'!
S'-tatgtcccaaagatgggaaagtctg-3'
S'-aacaggcactcagggcagage-3'
5'-aggaggatggagttcttcttg-3'
5'-cccgcettegecctgagtgectgt-3"!
5'-ccgaggttgcccageccagatec-3'!
5'-acttctgtggcctatgeccteac-3'!
5'gtcggaggaggacagggacaaacc-3'"!
5'-tcccacaccatcagetggegtage-3"!
5'-tgccacaagggacggeggataagg-3'"!
5'-cggggagttgtcectaggtetgg-3'!
5'-ctggggaagagcgggaaggcage-3'!
5'-ctcaggacggggcgcagactctc-3'!

5'-gagagaaaagaagaaagaagagggaag-3'"!

21
25
23
26
22
21
24
27
25
24
24
24
25
21
21
23
23
23
24
24
24
23
23
23

Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense

Antisense

Tabelle 11: Auflistung der verwendeten Primer zur Sequenzierung der generierten HCN4 Konstrukte

Sequenz Liinge Orientierung
Sequenzierung HCN4 5'-aagtccagcacgaacggeg-3' 19 Sense
Sequenzierung HCN4 5'-atgctgctgctgatggtg-3' 18 Sense
Sequenzierung HCN4 S'-acatggtgaacaactcctg-3' 19 Sense
Sequenzierung HCN4 5'-tggacaacttcaatgagg-3' 18 Sense
Sequenzierung HCN4 5'-ttggccacttccacaagg-3' 18 Sense
Sequenzierung HCN4 S'-tcccacggatecttgetc-3' 18 Sense
T7 5'-taatacgactcactataggg-3' 20 Sense
SP6 5'-atttaggtgacactatagaa-3' 20 Antisense
CMV-F S'-cgtcagatcgcctggagacg-3' 20 Sense
pEGFP-N S'-aggcgtgtacggtgggag-3' 18 Sense
pEGFP-N S'-acgctgaacttgtggccg-3' 18 Antisense
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219 Kits

Folgende Kits wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet (Tabelle 12).

Tabelle 12: Auflistung der verwendeten Kits
Kits Hersteller
QIAamp DNA Blood Mini Kit
QIAgen MinElute Gel Extraction Kit
QIAgen PCR Purification Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAgen Plasmid Midi Kit
QIAgen Plasmid Maxi Kit
QuikChange I XL Site-Directed Mutagenesis Kit
MMESSAGE mMACHINE T7 Transcription Kit

Qiagen, Venlo, Niederlande

Qiagen, Venlo, Niederlande

Qiagen, Venlo, Niederlande

Qiagen, Venlo, Niederlande

Qiagen, Venlo, Niederlande

Qiagen, Venlo, Niederlande

Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

2.1.10 Gerate

Folgende Gerite wurden in der Molekularbiologie, Zellbiologie sowie Elektrophysiologie verwendet
(Tabelle 13, Tabelle 14, Tabelle 15, Tabelle 16).

Tabelle 13: Auflistung der verwendeten Geriite fiir molekularbiologische Analysen

Geriit

Hersteller

Elektrophoresis Power Supply EPS 301
Elektrophoresis Power Supply EPS 601

Gelelektrophorese Kammer

Mastercycler ep Gradient S

Mastercycler pro S

Safe Imager™ 2.0 Blue Light Transilluminator
UV Transilluminator UV Solo TS
Thermomixer compact

Thermomixer comfort

Nanodrop 2000¢

Seven Easy S20 pH-Meter

Tabelle 14: Auflistung der verwendeten Zentrifugen

GE Healthcare, Amersham, GB
GE Healthcare, Amersham, GB

Stephan Schitz, Institut fiir Neuro- und
Sinnesphysiologie Diisseldorf, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Invitrogen, Darmstadt, Deutschland
Biometra, Gottingen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Mettler Toledo, Columbus, USA

Geriit Hersteller

Centrifuge 5424 Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Centrifuge 5424R Kiihlzentrifuge Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Centrifuge 5804 Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mini Spin Plus
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Tabelle 15: Auflistung der verwendeten Geriite fiir die Zellkultur

Geriit

Hersteller

Vakuum-controller CVC 3000

GloMax® 20/20 Single Tube Luminometer
Axiovert 40 CFL

HBO 50

Brutschrank BBD 6220

Observer.Z1

Sonifier 250

LSM510 Meta microscope

PowerPac™ HC High-Current Power Supply
Mini ProteanTetra Cell System

Fusion FX

vacuubrand, Wertheim, Deutschland
Progmega, Mannheim, Deutschland
Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Branson Ultrasonics/Emerson, St. Louis,
USA

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Bio Rad, Hercules, USA

Bio Rad, Hercules, USA

Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland

Tabelle 16: Auflistung der verwendeten Geriite in der Elektrophysiologie

Gerite

Hersteller

IntruTECH LIH 8+8 data acqisition system, inkl. Headstage

Turbe Tec-CHS
Turbe Tec-03X
KL-200 LED
SZ51, Mikroskop

DMZ-Universal micropipette puller

MF-830 Micro Forge
MM 33, Mikromanipulator, rechts bzw. links
Brutschrank fiir Oozyten

Four Channel Micro Controller for Micro Syringe Pumps

Injektor Nanoliter 2010
Wine Case SC-06A

2.1.11 Software Programme

HEKA Electronics, Lambrecht, Deutschland
npi electronic GmbH, Tamm, Deutschland
npi electronic GmbH, Tamm, Deutschland
Olympus Life Science, Tokyo, Japan
Olympus Life Science, Tokyo, Japan

Zeitz Instruments GmbH, Martinsried,
Deutschland

Narishige, Tokyp, Japan

Mairzhduser Wetzlar, Wetzlar, Deutschland
Memmert, Schwabach, Deutschland

World Precision Instruments, Sarasota, USA
World Precision Instruments, Sarasota, USA

Caso Germany, Arnsberg, Deutschland

Folgende Programme wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet (Tabelle 17).

Tabelle 17: Auflistung der verwendeten Softwareprogramme

Software

Hersteller

Microsoft Excel

Vektor NTI Software
ImagelJ

PatchMaster v2x65
FitMaster

Parallels Desktop for Mac
OriginPro

Microsoft Corporation, Redmond, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
NIH, Bethesda, USA

HEKA Electronik, Lambrecht, Deutschland
HEKA Electronik, Lambrecht, Deutschland
Parallels, Bellvue, USA

OriginLab Corp., Guangzhou, China
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Isolierung der genomischen DNA aus einer Vollblutprobe

Ein Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der genomischen DNA (gDNA) einer symptomatischen
Patientin auf Mutationen des HCN4 Gens. Dafiir erfolgte zunédchst die Isolation der gDNA aus
kernhaltigen Blutbestandteilen der Vollblutprobe der Patientin unter Verwendung des QlAamp DNA
Blood Mini Kits entsprechend des Standardprotokolls des Herstellers. Das Prinzip des Kits beruht
auf der spezifischen Bindung der gDNA an eine im Reaktionsgefal sitzende Silikat-Membran. Dafiir
miissen die zelluldren Blutbestandteile zuerst lysiert werden. Nach zwei Reinigungsschritten kann
die gDNA aus der Membran isoliert werden.

Die gewonnene gDNA wurde mit 200 pl AE-Puffer (QIAamp DNA Blood Mini Kit) aus der
Membran eluiert. Zur weiteren Verwendung wurden die Konzentration und die Reinheit mittels des

Spektrophotometers Nanodrop bei einer Wellenlidnge von 260 nm bestimmt.

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaktion, PCR) ist eine molekulargenetische
Methode zur gezielten Vervielfiltigung (Amplifikation) von DNA-Sequenzen. Die fiir das HCN4
Protein kodierenden Bereiche auf der isolierten gDNA, die sogenannten Exons, wurden mithilfe
dieser Methode vervielfiltigt, um anschlieBend sequenziert zu werden. Dariiber hinaus wurde die
PCR zur gezielten Amplifikation von cDNA-Sequenzen und zum Einfligen von Punktmutationen in
rekombinante DNA-Plasmide angewandt.

Der Prozess der Amplifikation besteht im Wesentlichen aus drei temperaturabhéngigen Schritten.
Zunéchst wird das doppelstrangige DNA-Template in seine beiden Einzelstrange aufgetrennt. Dieser
Schritt der Denaturierung ermoglicht anschlielend die spezifische Anlagerung zweier, zu den DNA -
Fragmenten komplementéren, Primern. Die Primer sind einzelstrangige Nukleotidsequenzen in 5°-
3‘-Richtung, die den zu amplifizierenden DNA-Bereich flankieren. Sie dienen einer thermostabilen
Polymerase als Ausgangposition. Die Polymerase verlédngert anschlieBend die Primer wéhrend der
Elongationsphase in 5°-3‘-Richtung und kopiert die Zielsequenz, die zwischen beiden Primern liegt.
Pro Zyklus wird somit die Anzahl des DNA-Templates verdoppelt. Die einzelnen
temperaturabhéngigen Schritte werden mithilfe eines standardisierten Temperaturzyklusprotokolls
mehrmalig durchlaufen (Tabelle 19, Tabelle 21). Sie sind an die Eigenschaften der verwendeten
Polymerase sowie die Linge der Sequenz angepasst. Die gewiinschte DNA-Sequenz liegt nach
Abschluss einer PCR vervielfiltigt und in doppelstrangiger Form vor.

In dieser Arbeit wurden die Phusion DNA Polymerase und die Q5 High Fidelity Polymerase
verwendet. Fiir weitere Schritte mussten die amplifizierten DNA-Sequenzen isoliert und aufgereinigt

werden.
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2.2.3 Standardprotokoll Phusion DNA Polymerase

Die Standard-PCR unter Verwendung der Phusion DNA Polymerase wurde nach folgendem
Protokoll angesetzt:

Tabelle 18: Ansatz fiir eine Standard-PCR mit der Phusion DNA Polymerase

DNA Template 1 pg-250 ng
dNTPs 10mM 1 ul

5’ Primer 5 uM 3ul

3’ Primer 5 uM 3ul
Phusion DNA Polymerase 1 ul
HF-/GC-Puffer (10x) 10 pl

H>O (autoklaviert) ad 50 pl

Sollten GC-reiche DNA-Fragmente amplifiziert werden, wurde dem Ansatz zusitzlich 5-8 % DMSO
hinzugegeben und anschlieBend mit H,O auf 50 ul aufgefiillt. Die Dauer der Elongation und die
Anlagerungstemperatur des Protokolls wurden an die Eigenschaften der zu amplifizierenden DNA-
Sequenz und der Primer angepasst. Die Berechnung der spezifischen Anlagerungstemperatur Tr, der

Primer an die komplementire DNA-Sequenz erfolgte mit folgender Formel:

Tm=((4°C x GC+ 2°C x AT) 5’-Primer - 4) + ((4°C x GC + 2°C x AT) 3’-Primer - 4)

2

Tabelle 19 zeigt das verwendete Temperaturzyklusprotokoll.

Tabelle 19: Temperaturzyklusprotokoll Phusion DNA-Polymerase

1. Initiale Denaturierung 98 °C 30 Sekunden

2 Denaturierung 98 °C 10 Sekunden

3 Primer Anlagerung 55-75°C 25 Sekunden 40 Zyklen
4. Elongation 72 °C 1 Minute/kb

5 Finale Elongation 72 °C 2 Minuten

6 Kiihlung 4°C )

2.2.4 Standardprotokoll Q5 High Fidelity DNA Polymerase

Alternativ wurde die Polymerase Q5 High Fidelity DNA Polymerase verwendet. Tabelle 20 listet

den standardisierten PCR-Ansatz hierfir auf.
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Tabelle 20: Standardisierter Ansatz fiir eine PCR mit der Q5 High Fidelity DNA Polymerase

DNA-Template Ipg-1ng
dNTPs 10mM 1l

5’ Primer 10 uM 2,5 ul

3’ Primer 10 pM 2,5 ul

Q5 High Fidelity DNA Polymerase 0,5 pl

Q5 Reaktion Puffer (5x) 10 pl

Q5 High GC-Enhancer (5x) 10 pl

H,O (autoklaviert) ad 50 ul

Die Anlagerungstemperatur der Primer wurde mithilfe des NEB Ty Calculator
(https://tmcalculator.neb.com/#!/main) berechnet. Die Schritte des Temperaturzyklusprotokolls sind

Tabelle 21 zu entnehmen.

Tabelle 21: Temperaturzyklusprotokoll Q5 DNA-Polymerase

1. Initiale Denaturierung 98 °C 30 Sekunden

2 Denaturierung 98 °C 10 Sekunden

3 Primer Anlagerung 50-75 °C 30 Sekunden 35 Zyklen
4. Elongation 72 °C 20-30 Sekunden/kb

5 Finale Elongation 72 °C 2 Minuten

6 Kiihlung 4°C o0

2.2.5 Einfigen von Mutationen mit der Overlap-PCR

Durch die sogenannte Overlap-PCR konnen gezielt Mutationen in ein rekombinantes DNA-Plasmid
eingefiigt werden. Dafiir werden zwei rekombinante Primer generiert, die die gewiinschte Mutation
bzw. Mutationen beinhalten und sich im Bereich der zu mutierenden Sequenz iiberlappen (20-25 bp).
Im Rahmen von zwei unabhéngigen PCRs wird die Mutation anschlieend mithilfe dieser beiden
Primer in das sich iiberlappende und sequenzidentische Ende der DNA-Fragmente eingefiigt und
amplifiziert. Die Mutation befindet sich nun an den komplementdren Abschnitten der beiden DNA-
Fragmente. Im Anschluss werden diese Fragmente in einem Temperaturzyklusprotokoll aneinander
angelagert (Tabelle 23) und in der Overlap-PCR (Tabelle 24) zu einem durchgéngigen DNA-
Fragment transkribiert und vervielfiltigt (Abb. 7).

Tabelle 22 beschreibt den hierfiir verwendeten PCR-Ansatz. Diesem wurde gegebenenfalls 5-8 %
DMSO hinzugegeben.
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Tabelle 22: Standardisierter Ansatz einer Overlap-PCR

DNA Fragment 1 10 pl
DNA Fragment 2 10 pl
dNTPs 10 mM 1ul
Phusion DNA Polymerase 0,5 pl
HF-/GC-Puffer (10x) 10 pl
H>O (autoklaviert) ad 50 ul

Das Temperaturzyklusprotokoll zur Anlagerung der bereits die Mutation beinhaltenden DNA-

Strénge ist Tabelle 23 zu entnehmen.

Tabelle 23: Temperaturzyklusprotokoll Overlap-PCR

1. Denaturierung 98 °C 5 Minuten
2. Primer Anlagerung 50-75 °C 5 Minuten 3 Zyklen
3. Elongation 72 °C 5 Minuten

Anschlielend wurden dem Ansatz zwei Primer (jeweils 0,2 pl bei einer Konzentration von 100
pmol/ul) hinzugefiigt, die an das 5°- bzw. 3’-Ende des DNA-Produkts banden und das
Temperaturzyklusprotokoll der Overlap-PCR zur Transkription des vollstindigen DNA-Produkts
wurde durchlaufen (Tabelle 24).

Tabelle 24: Temperaturzyklusprotokoll PCR nach Overlap-PCR

1. Initiale Denaturierung 98 °C 5 Minuten

2 Denaturierung 98 °C 10 Sekunden

3 Primer Anlagerung 50-75 °C 30 Sekunden 30-35 Zyklen
4. Elongation 72 °C 20-30 bzw. 60 Sekunden/kb

5 Finale Elongation 72 °C 2 Min

6 Kiihlung 4°C o0

Die Dauer der einzelnen Zyklen und die Anlagerungstemperatur Tr, wurden analog zur Standard-
PCR an die Liange des DNA-Fragments und die verwendeten Primer angepasst. Fiir eine Overlap-
PCR wurde entweder die Phusion DNA Polymerase oder die Q5 High Fidelity DNA Polymerase
verwendet.

Im Anschluss wurde das DNA-Fragment, das nun die gewiinschte Mutation beinhaltet, in einer
Restriktionsendonuklease-Reaktion an seinen beiden Enden geschnitten und in ein mit denselben

Restriktionsenzymen verdautes DNA-Plasmid eingefiigt.
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Abb. 7: Schematische Darstellung der einzelnen Schritte einer Overlap-PCR.

2.2.6  Auftrennung und Isolierung von DNA-Fragmenten

Agarosegelelektrophorese

Um spezifische DNA-Fragmente zu isolieren, wurden diese mittels Agarosegelelektrophorese
aufgetrennt. Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, dass kleinere DNA-Fragmente in einem
angelegten Spannungsfeld rascher zur positiv geladenen Anode wandern, als groflere Fragmente.
Auf diese Weise trennen sich die negativ geladenen DNA-Fragmente ihrer Grofe nach auf.

Hierfiir wurde ein 1-1,5%iges Agarosegel aus Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) hergestellt.
Fiir Fragmente unter 1000 bp diente ein 1,5%iges Agarosegel und fiir grofere Fragmente iiber 1000
bp ein 1%iges Agarosegel zur Auftrennung. Der Gelansatz wurde fiir wenige Minuten in der
Mikrowelle aufgekocht und der DNA-Farbstoff SYBR Safe (1:10.000) zum Nachweis
einzelstringiger und aufgetrennter DNA-Fragmente hinzugegeben. Die fliissige Agarose-Losung
wurde in eine abgedichtete Gelkammer eingegossen. Mit einem Kamm wurden Geltaschen fiir die

entsprechenden DNA-Proben ausgespart. Sobald das Agarosegel auspolymerisiert war, wurde zu den
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DNA-Proben 1/6 ihres Volumens an 6x konzentriertem Ladepuffer hinzugegeben und die Proben in
die Geltaschen gefiillt. Als Laufpuffer diente einfach konzentrierter TAE-Puffer, der die Gelkammer
vollstindig bedeckte. Darauthin wurden die DNA-Fragmente fiir 30 bis 40 Minuten bei einer
Spannung von 130-140 V elektrophoretisch aufgetrennt. Als Gro3enmarker diente eine 100 bp oder
1 kb DNA-Leiter. Mithilfe des im Gel enthaltenen DNA-Farbstoffes konnten die aufgetrennten
DNA-Fragmente unter UV- oder Blaulicht dargestellt werden.

Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurde das Gel bei einer Wellenldnge von 470 nm mit dem
Safe Imager beurteilt. Die anhand ihrer GroBe identifizierte Bande wurde mit einem Skalpell
ausgeschnitten. Eine Aufnahme des Gels in einer UV-Lichtkammer diente der Dokumentation. Da
eine UV-Exposition DNA-Mutationen hervorrufen kann, sollte eine solche nicht vor der Extraktion
der DNA-Bande geschehen. Das ausgeschnittene Fragment wurde mit dem QIAgen MinElute Ge!/
Extraction Kit nach dem Herstellerprotokoll aufgereinigt und mit 20-30 pl H,O eluiert.

Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten, die zuvor nicht elektrophoretisch aufgetrennt wurden,
wurde das QIAgen PCR Purification Kit von Qiagen benutzt. Es wurde entsprechend des
Herstellerprotokolls verfahren und die DNA mit 20-30 pl H>O eluiert.

2.2.7 Restriktionsendonuklease-Reaktion

Mittels der Restriktionsendonuklease-Reaktion konnten DNA-Plasmide und -Fragmente an
spezifischen Positionen enzymatisch gespalten werden.

Tabelle 25 listet die Zusammensetzung eines Restriktionsverdaus auf. Der Ansatz wurde fiir 30 bis
60 Minuten bei 37°C restringiert. Um eine Re-Ligation des Zielvektors zu verhindern, wurde dieser
flir 10 Minuten bei 37°C mit Fast-AP, einer alkalischen Phosphatase, dephosphoryliert. Die
Fragmente wurden anschlieSend elektrophoretisch aufgetrennt und aufgereinigt.

Tabelle 25: Standardisierter Ansatz einer Restriktionsendonukleasereaktion

Plasmid-DNA (1pg/ul) 1 ul
Fast Digest Puffer (10x) 1 ul
Restriktionsenzym 1 ul
H>O (autoklaviert) Ad 10 pl

2.2.8 Ligation
Im Rahmen von Klonierungen wird mithilfe der Ligation ein verdautes DNA-insert in einen

ebenfalls restringierten und dephosphorylierten Zielvektor eingefiigt. In Tabelle 26 ist der
standardisierte Ansatz einer Ligation mit der T4 DNA Ligase aufgefiihrt.

28



Material und Methodik

Tabelle 26: Standardisierter Ansatz einer Ligation

Verdauter DNA-Vektor 1l
Verdautes DNA-insert 16 pl
T4 DNA Ligase Puffer (10x) 2 ul
T4 DNA Ligase 1l

In einem Kontrollansatz wurde das Insert durch 16 pl H2O ersetzt. Der Ligationsansatz inkubierte
bei 16°C {iiber Nacht. Zur Vervielfiltigung des DNA-Plasmids erfolgte im Anschluss die

Transformation des Plasmids in kompetente Escherichia coli Bakterien (E. coli).

2.2.9 Einfigen von Mutationen mit dem QuikChange Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit

Unter Verwendung des QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kits der Firma Agilent
Technologies konnten eine bzw. mehrere Mutationen in einer einzigen PCR direkt in ein
rekombinantes DNA-Plasmid eingefligt werden. Dies wurde als alternative Methode zu einer
Overlap-PCR eingesetzt.

Dazu wurden zwei Primer mit der gewiinschten Mutation mithilfe des QuikChange Primer Design
Program (http://www.genomics.agilent.com/article.jsp?pageld=7100004) nach den empfohlenen

Kriterien entwickelt. Die Primer waren an ihrem 5’-Ende komplementir zueinander und besaflen
anndhernd gleiche Anlagerungstemperaturen und Basenpaare. Das Einfiigen von Mutationen wurde
nach den Herstellerangaben durchgefiihrt. Dabei wurde die Pfu Ultra HF Polymerase verwendet.
Nach einem einmaligen Restriktionsverdau der PCR-Produkte erfolgte direkt die Transformation in
kompetente E. coli XL-10 Gold Zellen mit Ampicillin-Resistenz. Anstelle von LB-Medium wurde
NYZ+-Broth verwendet.

2.2.10 Bakterien und Plasmide

Standardprotokoll Transformation

Ziel einer Transformation ist das Einbringen und die Vervielfiltigung eines cDNA-Plasmids in
Bakterien.

Dafiir wurden pro Ansatz 70 pl kompetente E. coli XL1-blue Zellen, welche bei -80 °C gelagert
wurden, auf Eis aufgetaut. AnschlieBend wurde den Bakterien 5 pl eines Ligationsansatzes
hinzugegeben und fiir 40 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einem 45 Sekunden langen Hitzeschock
bei 42°C und einer weiteren Inkubation fiir 2 Minuten auf Eis, wurden 400 pl steriles LB-Medium
hinzugefiigt. Im Anschluss wurde der Transformationsansatz bei 37 °C im Brutschiittler fiir 30
Minuten (bei Ampicillin-Resistenz) oder 1 Stunde (bei Kanamycin-Resistenz) geschiittelt und auf
eine Ampicillin- bzw. Kanamycin-haltige LB-Agarplatte ausgestrichen. Die Platten inkubierten bei
37 °C im Brutschrank iiber Nacht.

Bei einer erfolgreichen Klonierung sollten einige Kolonien auf der Agarplatte gewachsen sein. Die

Kontrollplatte sollte moglichst frei von Bakterienkolonien sein.
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Kultivierung von Bakterien

Um groflere Mengen des cDNA-Plasmids herzustellen, wurde nach der Transformation
antibiotikahaltiges LB-Medium mit einzelnen Bakterienkolonien beimpft und fiir 12-16 Stunden bei
37 °C und 200 rpm geschiittelt. Je nach gewiinschter Ausbeute wurden 3 ml (Minikultur), 100 ml
(Midikultur) oder 200 ml (Maxikultur) LB-Medium beimpft.

Isolation von DNA-Plasmiden aus Bakterien

Zur Isolation der cDNA-Plasmide aus den Bakterienkulturen wurden die Plasmid Préparation Kits
des Herstellers Qiagen verwendet. Je nach Menge der angesetzten Bakterienkultur, wurde zwischen
dem QIAprep Spin Miniprep Kit, dem QIAgen Plasmid Midi Kit und dem QIAgen Plasmid Maxi
Kit unterschieden. Es wurde entsprechend des Herstellerprotokolls verfahren.

Die Bakterien wurden zunéchst lysiert, um anschlieBend die Bindung der cDNA-Plasmide an eine
Silikat-Membran durch Zentrifugation zu ermoglichen. Die Silikat-Membran befand sich in einem
vom Hersteller gelieferten Reaktionsgefd3. Nach mehreren Reinigungsschritten konnte die Plasmid-
DNA mit 50 pl bzw. 100-200 pl EB-Puffer aus der Membran geldst werden.

Zur Kontrolle des Plasmids wurde ein Restriktionsverdau durchgefiihrt und mittels
Agarosegelelektrophorese ausgewertet. Anhand der Schnittstellen konnte die Grofle des gesuchten
Fragments berechnet werden. War der Verdau korrekt, wurde der erste Abschnitt des DNA-Plasmids
sequenziert. Bestitigte die Sequenzierung den Erfolg der Umklonierung, wurde in einer Midi- bzw.
Maxi-Préparation eine groflere Menge des DNA-Plasmids hergestellt und das Plasmid in seiner

vollen Lénge sequenziert.

Aufbewahrung und Lagerung von Plasmiden

Alle DNA-Plasmide, die in EB-Puffer eluiert wurden, konnten bei 4 °C aufbewahrt werden. Wurde
in H,O eluiert, wurden sie bei -20 °C gelagert. Wenn mdglich, wurden die Konzentrationen der Klone
standardisiert auf 1pg/pl eingestellt. Konzentration und Reinheit wurden stets mit dem Nanodrop bei

einer Wellenldnge von 260 nm und 280 nm kontrolliert.

2.2.11 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA-Abschnitten oder -Plasmiden wurde von der Firma GATC nach dem
Prinzip der Sanger-Sequenzierung durchgefiihrt. Die genaue Nukleotidabfolge wird hierbei iiber
Farbstoff-gekoppelte Didesoxynukleotide (ddNTPs) bestimmt. In mehreren PCRs wird die DNA-
Matrize amplifiziert, wobei der Einbau eines ddNTPS zu einem basenspezifischen Kettenabbruch
fiihrt. Die einzelnen DNA-Fragmente werden anschlieBend mittels Gelelektrophorese aufgetrennt.
Uber einen Detektor konnen die unterschiedlichen Farbsignale der einzelnen Basen aufgezeichnet
und auf diese Weise die Nukleotidsequenz der amplifizierten DNA bestimmt werden.

Zur Sequenzierung wurden die entsprechenden DNA-Abschnitte mit den dazugehdrigen Primern in
den angeforderten Konzentrationen versandt. Zur Gegeniiberstellung und Analyse des
Sequenzierergebnisses wurde das Programm Vector NTI des Herstellers Thermo Fisher Scientific

verwendet.
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Mit allen generierten DNA-Plasmiden wurde erst nach vollstindiger Sequenzierung zur Kontrolle
ihrer Richtigkeit weitergearbeitet. Die in Tabelle 11 aufgelisteten Primer wurden zur Sequenzierung
der verwendeten HCN4 Konstrukte verwendet. Die amplifizierten Sequenzen der HCN4 Exons der

vorgestellten Patientin wurden mit den in Tabelle 10 aufgelisteten Primern sequenziert.

2.2.12 In vitro Transkription

Um elektrophysiologische Messungen an Xenopus levis Oozyten durchfithren zu kénnen, musste
zundchst die DNA des zu untersuchenden Proteins in RNA umgeschrieben werden. Die RNA-
Synthese erfolgte mittels in vitro Transkription. Dabei transkribiert eine DNA-abhéngige RNA-
Polymerase die gewiinschte cDNA-Sequenz. Die cDNA-Sequenz befand sich hierfiir stets in einem
pGem-He-Vektor®?. Dieser enthélt stromaufwirts einen T7 Promotor, an den die T7-RNA-
Polymerase spezifisch binden kann, um mit der Transkription zu starten.

Bei der Arbeit mit RNA wurde an einem RNA-Arbeitsplatz gearbeitet. Arbeitsfliche und verwendete
Gerite wurden zuvor mit RNAse Zap behandelt. Verbrauchsmaterialien waren stets steril.

Linearisierung

Zunichst musste die cDNA-Matrize linearisiert werden. Tabelle 27 ist der Ansatz fiir eine

Linearisierung zu entnehmen.

Tabelle 27: Standardansatz einer Linearisierung

DNA-Plasmid in pGem-He 15 g
Restriktionsenzym Sphl 1 pl
Fast Digest Puffer (10x) 2 ul
H,O (Nuklease-frei) Ad 20 pl

Der Ansatz wurde fiir 1 Stunde bei 37 °C restringiert und mit dem QIAgen PCR Purification Kit
nach Protokoll des Herstellers aufgereinigt. Der nun linearisierte Vektor wurde in 25 pl H,O eluiert
und die Konzentration und Reinheit mittels Nanodrop bei einer Wellenldnge von 260 nm und 280
nm bestimmt. Wenn moglich wurde die Konzentration fiir alle weiteren Schritte auf 200 ng/ul

eingestellt.

In vitro Transkription

Ziel einer in vitro Transkription ist das Umschreiben eines linearisierten cDNA-Vektors in cRNA.
Hierfiir wurde mit dem Ambion mMESSAGE mMACHINE T7 Transcription Kit entsprechend des
Protokolls des Herstellers gearbeitet. Der standardisierte Reaktionsansatz ist in Tabelle 28
aufgelistet. Nach einer Inkubation des Ansatzes fiir 1 Stunde bei 37 °C erfolgte die Féallung der cRNA
iiber Nacht bei -20 °C mit 10 pl 10 M Ammoniumacetat.
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Tabelle 28: Standardisierter Ansatz einer in vitro Transkription

Linearisierter DNA-Vektor 1pg
NTP Cap (2x) 10 pl
Puffer (10x) 2 ul

T7 Promotor Enzym 2 ul
H>0 (Nuklease-frei) Ad 20 pl

Aufreinigung und Elution

Nach der Féllung wurde der Ansatz auf Eis aufgetaut und fiir 15 Minuten bei 4 °C und 14.000 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, anschlieBend 20 pl 70 % Ethanol hinzugegeben und
fiir weitere 15 Minuten bei 4 °C und 14.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut verworfen.
Um das Ethanol vollstindig zu entfernen, wurde bei gedffnetem Deckel des Reaktionsgefafies bei
6.000 g fiir 1 Minute zentrifugiert. Dabei wurde darauf geachtet, dass anschlieBend ein kleines
weilles Pelett am Boden des ReaktionsgefaBBes zu sehen war, bevor weiterverfahren wurde. Das
RNA-Pelett wurde anschlieBend mit 20 ul RNAse-freiem H,O vorsichtig resuspendiert.

Die Konzentration und Reinheit der RNA wurden iiber den Nanodrop bei einer Wellenldnge von 260
nm und 280 nm bestimmt und sofern mdglich auf 1 pg/pl eingestellt. RNA wurde stets bei -80 °C
gelagert.

2.2.13 RNA-Agarosegelelektrophorese

Bei Bedarf wurde zur Kontrolle der in vitro Transkription eine Agarosegelelektrophorese
durchgefiihrt. Zur Herstellung des Gels wurden 0,25 g Agarose mit 26,1 ml H,O aufgekocht.
AnschlieBend wurden 3 ml 3-(N-Morpholino)propansulfonsdure (MOPS), 10-fach konzentrierter
Laufpuffer, 0,9 ml 37 % Formaldehyd und 0,5 ul SYBR Green unter dem Abzug hinzugegeben. Der
Ansatz wurde in eine Gelkammer gefiillt und benétigte etwa eine halbe Stunde zur Polymerisation.

Wiéhrenddessen wurden 5 pl RNA mit 10 pl Premix auf Eis zusammengegeben. Als Marker wurden
3 pl 0,5-10.000 kb Marker mit 10 pl Premix eingesetzt. Sowohl RNA- als auch Marker-Ansatz
wurden auf Eis angesetzt, 5-10 Minuten bei 65 °C im Heizblock inkubiert und anschlieBend auf Eis
abgekiihlt. Nachdem 1 pl Ladepuffer hinzugegeben wurde, konnten die Ansétze auf das RNA-Gel
aufgetragen werden. Die RNA wurde fiir 40 Minuten bei einer Spannung von 140 Volt aufgetrennt

und im Anschluss unter UV-Licht in einer UV-Kammer beurteilt.

2.3 Zellbiologische Methoden

Zur rekombinanten Expressionsanalyse des HCN4 Kanals und der genetischen Variante wurden
isolierte Zellen aus Ovarien des chinesischen Hamsters (chinese hamster ovary cells, CHO-Zellen)
verwendet. Um moglichst keimarme Bedingungen zu schaffen und eine Kontamination zu
verhindern, wurden Arbeiten mit CHO-Zellen unter einer Zellkulturbank durchgefiihrt. Alle
verwendeten Medien und Losungen wurden vor ihrer Verwendung auf 37 °C im Wasserbad erwérmt.
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2.3.1  Kultivierung von CHO-Zellen

CHO-Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und einem CO;-Gehalt von 5
% in CHO-Kulturmedium (Tabelle 3) kultiviert. Taglich wurde die Konfluenz der Zellen und der pH
des Mediums kontrolliert. Ein Wechsel des Kulturmediums wurde alle 2-3 Tage durchgefiihrt.

Um eine suffiziente Zellteilungsrate aufrechterhalten zu konnen, wurden die Zellen bei einer
Konfluenz von 90-100 % geteilt. Dafiir wurde das Medium vorsichtig aus der Kulturflasche
abgesaugt und die Zellen mit sterilem PBS vorsichtig gewaschen. Um anschlieBend die Zellen vom
Flaschenboden zu 16sen wurde fiir etwa 30 Sekunden eine Behandlung mit einfach konzentriertem
Trypsin durchgefiihrt. Die Zellen konnten nun mit CHO-Zellmedium vom Boden der Flasche
abgelost und im gewlinschten Verhéltnis (meist 1:10, 1:20 oder 1:30) mit frischem Medium verdiinnt
und in eine neue Kulturflasche ausgesit werden.

Zur Durchfiihrung zellbiologischer Experimente wurden die Zellen auf Deckglidschen in 6-well-
Platten bzw. 3,5 cm-Deckglidschen in einer Dichte von 700.000 Zellen pro well oder Deckglas

ausgesat.

2.3.2 Transfektion von CHO-Zellen

Vor jeder Transfektion wurde die Konzentration und Reinheit der Klone mit dem Nanodrop bei einer
Wellenldnge von 260 nm und 280 nm gemessen und die Transfektionsvolumina an die entsprechende
Konzentration angepasst. Da Expressionsniveaus miteinander verglichen wurden, konnte so
sichergestellt werden, dass stets die gleiche Menge an DNA-Plasmiden eingesetzt wurde. Die am
Vortag ausgesidten CHO-Zellen wiesen vor der Transfektion eine Konfluenz von 70-90 % auf.
Fir jedes Deckglas bzw. well wurde ein einzelner Transfektionsansatz hergestellt. Als
Transfektionsreagenz wurde jetPEI verwendet. In der verwendeten Transfektionsmethode werden
die zu transfizierenden DNA-Plasmide in positiv geladene Komplexe verpackt. Diese interagieren
und binden via Proteoglykane an die Plasmamembran der CHO-Zellen und werden von diesen
endozytiert. jetPEI fungiert intrazellulér als pH-Puffer und verhindert den Abbau der DNA, die zur
Transkription zum Nukleus transportiert wird.
Tabelle 29 listet einen standardisierten Transfektionsansatz entsprechend des Protokolls des
Herstellers auf.
Tabelle 29: Standardprotokoll der verwendeten Ansétze fiir die Transfektion von CHO-Zellen auf einer
6-well-Platte/3,5 cm-O Deckglas

Menge DNA-Plasmid 2 ng (6-well) bzw. 3 ng (Deckglas)

NaCl 150 mM 100 pl
jetPEJ 6 ul
NaCl 150 mM 100 pl

Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde in einem Kontrollansatz ein Green flourescent
protein (GFP)-exprimierender Vektor transfiziert. Auf diese Weise konnte vor Beginn eines

Experiments die Transfektionsrate unter einem Fluoreszenzmikroskop kontrolliert werden.
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Um eine toxische Schidigung der Zellen zu vermeiden, erfolgte 4 Stunden nach der Transfektion ein

Wechsel des Kulturmediums. Nach 24 Stunden wurde mit den Experimenten begonnen.

2.3.3 Oberflachenexpressionsfarbung

Die Oberflachenexpressionsfiarbung diente der selektiven Férbung und Quantifizierung der
Oberflachenpopulation von HCN4 Membranproteinen. Die verwendeten Konstrukte beinhalteten
hierfiir ein extrazellulir gelegenes Haimagglutinin (HA)-fag im N-Terminus, welches spezifisch liber
einen monoklonalen HA-Antikdrper markiert werden konnte®3. Zur Detektion des Primérantikdrpers
diente ein mit Meerrettichperoxidase (Horseradish  Peroxidase, HRP) konjugierter
Sekundérantikorper. Die Zugabe eines Luminol beinhaltenden Substrats, katalysierte anschlieBend
eine Chemilumineszenzreaktion, die mit einem Luminometer quantifiziert werden konnte.

Die Oberfldchenexpressionsfarbungen, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, erfolgten
an CHO-Zellen. Die Zellen waren zuvor auf 3,5 cm-Deckgldschen ausgesét und transfiziert worden.
Zunéchst wurde das Zellmedium mit einer Vakuumpumpe abgesaugt und die Zellen mit 1 ml kaltem
4 % Paraformaldehyd in phosphatgepufferter Salzlosung (Phosphate buffered saline, PBS) fiir 20
Minuten bei Raumtemperatur fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 2 ml einfach
konzentriertem PBS drei Mal fiir 5 Minuten gewaschen und fiir eine Stunde mit 1 ml 10%igem
Ziegenserum (Normal Goat Serum, NGS) in PBS blockiert. Nach einstiindiger Inkubation des
Primédrantikorpers Anti-HA-fag (1 ml, Anti HA-tag F7 1:100 in PBS) wurden die Zellen drei Mal
fiir 20 Minuten mit jeweils 2 ml PBS gewaschen und anschlielend mit dem Sekundérantikdrper
inkubiert (1 ml, Goat-Anti-Mouse 1gG-HRP, 1:5.000 in 10 % NGS in PBS).

Vor der Chemilumineszenzmessung wurden die Schélchen fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur mit 2
ml PBS, das alle 15-20 Minuten gewechselt wurde, gewaschen. 1 ml der Chemilumineszenz-
Reagenzien wurde auf die Zellen gegeben und die Lumineszenz nach 15, 30, 45 und 60 Sekunden
mittels Luminometer quantifiziert.

Fiir die anschlieBende Auswertung wurden ausschlieBlich die entsprechenden Werte der Messungen
nach 30 Sekunden verwendet. Die Kontrollschidlchen mit leerem Vektor und GFP-Vektor dienten
zur Bestimmung des Hintergrundsignals und als Transfektionskontrolle. Zur Analyse der
Oberflachenexpressionsrate des Wild-Typs (WT) und der Variante im Heterotetramer war lediglich
eines der beiden Konstrukte mit einem HA-tag konjugiert. Beispielsweise war zur Bestimmung des
Oberfldchensignals des WT im Heterotetramer WT/V7591, der WT mit einem HA-tag versehen
(HCN4 WT-HA-ex in pEGFP-N1) und das Konstrukt der Variante ohne extrazelluldres HA-tag
(HCN4 V7591 in pEGFP-N1). Beide Konstrukte wurden zuvor in einem Mengenverhéltnis von 1:1
transfiziert. Quantifiziert wurde in diesem Beispiel dann nur das Oberflachensignal des WT.

Die im Luminometer gemessenen Werte des Oberflachensignals wurden auf das Signal des WT
normiert und der Mittelwert + Standardfehler angegeben. Das Signifikanzniveau wurde mithilfe

eines ungepaarten Students T-Tests bestimmt. P-Werte <0,05 wurden als signifikant gewertet.
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2.4 Biochemische Methoden

Zur Beurteilung der Gesamtexpression des HCN4 WT und der Variante V7591 wurden Lysate von
CHO-Zellen hergestellt, die zuvor mit dem jeweiligen HCN4 Konstrukt transfiziert worden waren.
Die exprimierten Proteine wurden mithilfe der Polyacrylamid-Gelelektrophorese ihrer Gréfle nach
aufgetrennt und tiber das Western Blotting auf eine Membran {ibertragen. Durch eine Epitop-

Antikorper-Reaktion konnte spezifisch das HCN4 Protein nachgewiesen werden.

2.41  Herstellung von Zelllysaten

24 Stunden nach der Transfektion wurden CHO- Zelllysate hergestellt. Das Zellmedium wurde dafiir
mit einer Vakuumpumpe vorsichtig abgesaugt und die Zellen mit 2 ml einfach konzentriertem PBS
gewaschen. Mithilfe eines Zellschabers wurden die Zellen vorsichtig geerntet und die Zellsuspension
aus drei 6-wells in ein 10 ml Falcon iiberfiihrt. Dabei wurde darauf geachtet, dass moglichst alle
Zellen abgetragen wurden, um pro Konstrukt eine annédhernd gleiche Menge an Zellen zu verwenden.
Die Suspension wurde fiir 2 Minuten bei 1.000 g und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig entfernt und das Zellpelett mit 500 ul Lyse-Puffer resuspendiert und auf Eis mittels
Ultraschallbehandlung aufgeschlossen (2 Durchgéinge a 12 bzw. 8 Ultraschallstofle). Um Zellkerne
und grobe Zelltrimmer zu entfernen, wurde der Ansatz fiir 10 Minuten bei 1.000 g und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand entsprach nun dem Lysat und wurde in ein frisches Reaktionsgefdl3
tiberfiihrt, mit Laemmli-Puffer und Dithiothreitol (DTT) versetzt und fiir 5 Minuten bei 37 °C
denaturiert.

Die Zelllysate wurden weiterfithrend auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen oder bei -20 °C gelagert.

2.4.2 Herstellung von Polyacrylamidgelen

Zur Herstellung eines Polyacrylamidgels wurden die notwendigen Chemikalien fiir ein 10%iges
Trenngel in einem Falcon zusammengefiihrt (Tabelle 2) und zwischen zwei Spacerplatten aus Glas
bis etwa 1,5 cm unter den Rand gegossen. Vorsichtig wurde das Gel mit 5 bis 10 ml H,O bedeckt.
Nachdem das Gel auspolymerisiert war, wurde das Wasser mit einem Whatman-Papier vorsichtig
entfernt. Die Chemikalien fiir das Sammelgel (Tabelle 2) wurden miteinander versetzt und auf das
Trenngel gegeben. Mithilfe eines Kamms wurden Geltaschen fiir die spateren Proben ausgespart.

Nach der Polymerisation des Sammelgels konnten die gegossenen Gele zwischen den Spacerplatten

in feuchte Tiicher eingepackt und im Kiihlschrank fiir maximal 2 Wochen gelagert werden.

2.4.3 Western Blotting

Zur Beladung des Polyacrylamidgels wurde der Kamm entnommen und 10 pl der Zelllysate bzw.
ein Grofenmarker zur spiteren Identifizierung der Proteine in die Aussparungen gefiillt.
AnschlieBend wurde das Gel vertikal in die mit einfach konzentriertem Laufpuffer (Tabelle 2)

befiillte Elektrophoresekammer eingesetzt. Eine Spannung von 80 Volt wurde fiir 10 Minuten
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angelegt. Wurde das Auftrennen der Proben im Sammelgel beobachtet, konnte auf eine Spannung
von 120 V fiir 80 Minuten gewechselt werden.

AnschlieBend wurden die aufgetrennten Proteine auf eine Polyvinylidenfluoridmembran (PVDF-
Membran) transferiert. Hierfiir wurde zunéchst eine der Grofe des Gels entsprechende PVDF-
Membran ausgeschnitten, in 96-100 % Ethanol aktiviert und in TBS-T inkubiert. Vorsichtig wurde
das Polyacrylamid-Gel von den Glasplatten gelost und auf die PVDF-Membran iiberfiihrt und von
auBen mit Whatman-Papier und zwei Schwdmmen bedeckt. Der Aufbau wurde nun in einer Kassette
fixiert und in eine Blot-Kammer eingesetzt. Die Blot-Kammer war mit einfach konzentriertem
Transferpuffer (Tabelle 2) und einem Kiihlakku befiillt. Das Blotting, d.h. der Transfer der Proteine
vom Gel auf die Membran, erfolgte bei einer Spannung von 100 V fiir 100 Minuten.

Um unspezifische Antikorperbindungen zu verhindern, wurde vor der Proteindetektion die Membran
fiir eine Stunde in 5 % Laktat in TBS-T blockiert. Die Primérantikdrper Anti-HCN4 und Anti-p-
Aktin wurden in einer Konzentration von 1:1000 bzw. 1:5000 in 2 % Lactat-TBS-T verdiinnt und
fiir eine Stunde bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4 °C auf der Membran inkubiert. Danach
wurde die Membran fiir 1 Stunde mit TBS-T gewaschen, wobei die Losung alle 15 bis 20 Minuten
gewechselt wurde. Der Sekundirantikorper (Goat Anti-rabbit-HRP, 1:15000 in 5 % Lactat-TBS-T)
wurde fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur auf die Membran gegeben und anschliefend mit TBS-T fiir
eine Stunde von der Membran gewaschen. TBS-T wurde alle 15 bis 20 Minuten gewechselt.

Zur Detektion wurden die Substrate des ECL Prime Western Blotting Detection Reagent in einem
Verhéltnis von 1:1 gemischt, auf die Membran gegeben und diese zwischen zwei Folien verpackt.
Die Belichtung und Aufnahme erfolgte in der Fusion FX Kammer. Je nach Signalstirke wurden
Belichtungszeiten zwischen 5 Sekunden und 4 Minuten gewihlt. Die Aufnahmen wurden als tiff-
Datei gespeichert und mit der Software ImagelJ bearbeitet.

Die Bandenintensitit wurde anschlieBend mit Hilfe von ImageJ quantifiziert. Hierfiir wurde die
Bande des WT und der Variante zunichst auf die jeweilige p-Aktin-Bande desselben Zelllysats
normiert. Um WT und Variante miteinander vergleichen zu kénnen, wurden die Werte anschlielend
auf den WT normiert. Angegeben wird der Mittelwert + Standardfehler. Das Signifikanzniveau
wurde mithilfe eines ungepaarten Students T-Tests bestimmt und ein P-Wert <0,05 als signifikant

gewertet.

2.5 Elektrophysiologie

Zur Charakterisierung der biophysikalischen Eigenschaften des HCN4 WT und weiterer HCN4
Konstrukte wurde die Methode der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme angewandt. Als heterologes
Expressionssystem dienten Oozyten des Krallenfroschs (Xenopus levis) der Firma EcoCyte
Bioscience. Die bereits defollikulierten Oozyten befanden sich im Entwicklungsstadium V-VI. Vor
Injektion der cRNA wurde darauf geachtet, dass sich der helle und dunkle Pol der Oozyte deutlich
voneinander abgrenzten.

Fiir die elektrophysiologischen Experimente erfolgte anschlieBend die Injektion von cRNA in die
Oozyten. Zuvor musste die cDNA der zu untersuchenden Konstrukte in cRNA umgeschrieben
werden (2.2.12). 2-3 Tage nach der Injektion wurde mit den elektrophysiologischen Messungen

begonnen.
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2.5.1 Injektion der cRNA in Xenopus Oozyten

Um HCN4 Konstrukte heterolog in Xenopus Ievis QOozyten zu exprimieren und
elektrophysiologische Messungen durchzufiihren, wurde cRNA in einzelne Oozyten injiziert.
Wihrend die bei -80 °C aufbewahrte cRNA auf Eis auftaute, wurden die zur Injektion bené&tigten
Glaskapillaren (3,5 nl Glass replacement, World Precision Instruments, Sarasota, USA) mit einem
Vertikal-Elektrodenziehgerit ausgezogen. Die Spitzen der Glaskapillaren wurden unter einem
Mikroskop gekiirzt und mit einem Gemisch aus schwerem und leichtem Mineral6l in einem
Verhiltnis von 1:1 befiillt. Mithilfe eines Pastille-Injektors konnte stets das gleiche Volumen an
cRNA pro Oozyte injiziert werden. Hierfiir wurde die Glaskapillare auf dem Kolben des Injektors
fixiert. Die aufgetaute cRNA wurde in den Deckel eines sterilen Reaktionsgefifles pipettiert und
aufgesogen, indem sich der Kolben um das entsprechende Volumen in den Injektor zuriickzog. Fiir
die anschlieBende Injektion lagen die Oozyten in einem mit Barth+-Medium bedeckten und mit
Noppen iiberzogenen Kunststoffdeckel. Unter Sicht durch ein Mikroskop wurde die Glaskapillare
auf dem Kolben des Injektors vorsichtig in jede Oozyte eingestochen und das gewiinschte Volumen
an cRNA appliziert. Pro Oozyte wurde eine Menge von 10-20 ng cRNA injiziert.

Nach der Injektion wurde jede Oozyte in 1 ml Barth+-Medium mit Antibiotika/Antimykotika-
Loésung in einem well einer 24-well-Platte bei 18 °C gelagert. Elektrophysiologische Messungen

erfolgten nach einer Inkubation von 2 bis 8 Tagen.

2.5.2 Zwei-Elektroden-Spannungsklemme

Zur elektrophysiologischen Charakterisierung von HCN4 Konstrukten wurde die Methode der Zwei-
Elektroden-Spannungsklemme an Xenopus Oozyten angewandt (Abb. 8). Das Prinzip dieser
Methode beruht darauf, dass zwei Elektroden, eine Potenzialelektrode und eine Stromelektrode, in
die mit cRNA injizierte und nun HCN4 Kanéle an der Oberfliche exprimierende Oozyte
eingestochen werden. Eine Potenzialelektrode und eine Referenzelektrode in der Umgebungslosung
der Messkammer bestimmen das aktuelle Membranpotenzial der Oozyte. Mithilfe eines Verstirkers
kann iiber die Stromelektrode eine gewisse Menge an Strom in die Oozyte appliziert werden.
Dadurch wird das Membranpotenzial der Oozyte veréndert bis ein vorgegebenes Membranpotenzial
erreicht wird. HCN4 Kanéle gehdren zur Gruppe der spannungsabhédngigen lonenkandle. Die
applizierte Menge an Strom, die notwendig ist, um ein bestimmtes Sollpotenzial zu erreichen,
entspricht somit umgekehrt der negativen Strommenge, die bei diesem Membranpotenzial durch
HCN4 Kanéle und andere (endogen exprimierte), ggf. offene Kanile in der Membran flieit. Auf
diese Weise erlaubt die Zwei-Elektroden-Spannungsklemme einen Riickschluss auf den
Ganzzellstrom der Oozyte bei einem bestimmten Membranpotenzial.
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Abb. 8: Schematische Darstellung des Messstandes der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme.

Die Oozyte wurde zunéchst in der Messkammer positioniert und die Potenzial- und Stromelektrode (Ep bzw.
Ei) vorsichtig in die Oozyten gestochen. Anschliefend wurde ein kontinuierlicher HCN4 Ringer-Zufluss
hergestellt und das Spannungsprotokoll gestartet. Wahrend der Messung wurden iiber den TURBO TEC-03X
Verstérker, der an einen LIH8+8 AD/DA-Wandler gekoppelt war, die applizierten Strommengen und
Membranpotenziale kontinuierlich aufgezeichnet und mit der Software PatchMaster v2x65 gespeichert. Alle
Messungen erfolgten bei Raumtemperatur; Er: Referenzelektrode, Eg: Erdelektrode.

Zur Charakterisierung des Spannungsverhaltens der HCN4 Konstrukte wurde vor der Messung ein
Spannungsprotokoll festgelegt, das mithilfe der Patchmaster v2x65 Software von HEKA durchlaufen
wurde. Da das Messsystem anfillig fiir externe Storungen wie beispielsweise Vibrationen ist, befand
sich der Messstand auf einem schwingungsgeddmpften Tisch. Die Oozyte wurde in einer kleinen
Vertiefung der Messkammer platziert und iiber ein Mikroskop bzw. eine Kamera vergroBert
dargestellt. Ein Mehrwegeventil ermdglichte {iber einen kleinen Schlauch an der linken Seite der
Kammer die Umspiilung der Oozyte mit HCN4-Ringerldsung wihrend der Messung. Auf der rechten
Seite der Messkammer wurde die Losung wieder abgesaugt. Somit war ein kontinuierlicher Fluss
hergestellt, der ein Uberlaufen der Messkammer vermied. Seitlich der Messkammer befanden sich
zwei Mikromanipulatoren, die zur Fixierung und kontrollierten Bewegung der Messelektroden
dienten. Die aus Silberdraht bestehenden chlorierten Elektroden wurden in eine mit 3 M KCI-Losung
befiillte Glaskapillare geschoben. Die Glaskapillaren wurden mit dem Vertikal-Elektrodenziehgerét
aus Borosilikat-Glaskapillaren (GB150T-10, Science Products, Hofheim, Deutschland) gezogen. Ein
Widerstand zwischen 0,5-1,5 MOhm wurde eingestellt und dieser zwischen den Messungen
regelmafig kontrolliert.

Nach dem Einfiihren der Messelektroden in die Oozyte wurde der Ringerfluss gestartet und das
Messprotokoll begonnen. Dabei wurden Membranpotenzial und applizierte Strommenge mit der

Software PatchMAster v2x65 aufgezeichnet und anschlieend ausgewertet.
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2.5.3 Messprotokoll zur Bestimmung der Aktivierungskurve

Zur Ermittlung der Aktivierungskurve und der Aktivierungszeitkonstanten wurde ein
standardisiertes Messprotokoll durchgefiihrt (Abb. 9).

Die Oozyte wurde auf ein Haltepotenzial von -20 mV geklemmt. Von hier ausgehend erfolgte ein
Potenzialsprung auf Spannungen zwischen -150 und -20 mV fiir 5 Sekunden (variable
Kommandospannung), der pro Messzyklus um 10 mV erhoht wurde. AnschlieBend wurde zur
spezifischen Aktivierung des Stroms bei maximaler Hyperpolarisation eine Spannung von -150 mV

fiir 2 Sekunden appliziert. Danach wurde auf das Haltepotenzial zuriickgekehrt.

-20 mV -20 mvV

40 mV|_
1s

+10 mV

-150 mV

Abb. 9: Angewandtes Spannungsprotokoll zur Auswertung der Aktivierungskurve des HCN4 Kanals.
Ausgehend von einem Haltepotenzials bei -20 mV erfolgte ein Sprung auf Spannungen zwischen -150 und
-20 mV fir 5 s (variable Kommandospannung), der pro Zyklus um 10 mV erhdht wurde. Zur spezifischen
Aktivierung des Stroms bei maximaler Hyperpolarisation wurde anschliefend eine Spannung von -150 mV fiir
2 Sekunden appliziert. Danach wurde auf das Haltepotenzial zuriickgekehrt. MafBstab: y-Achse 40 mV, x-
Achse: 1 s; mV: Millivolt; s: Sekunde.

2.5.4 Messprotokolle zur Bestimmung von Ivax wahrend einer Behandlung mit IGF-1

Zur Messung der Stromamplitude bei maximaler Kanalaktivierung (Imax) wurde die Oozyte fiir 7
Sekunden auf eine Spannung von -150 mV geklemmt (Abb. 10, Abb. 11). Vor und nach diesem
Spannungssprung betrug das applizierte Haltepotenzial jeweils -20 mV.

Um die Entwicklung von Imax wéhrend einer kurzfristigen Inkubation mit IGF-1 wiederholt
aufzuzeichnen, wurde der oben genannte Messzyklus 20 Mal durchlaufen, was einem Zeitraum von
etwa 5 Minuten entsprach (Abb. 10, schwarze Spur). Unmittelbar zuvor wurden 500 ul 50 nM IGF-
1 in HCN4-Ringer in die Messkammer gegeben. 500 pl entsprachen in etwa dem Volumen der
Messkammer. Damit sichergestellt wurde, dass das Wachstumshormon nicht aus der Messkammer
gewaschen wurde, war die Absaugung wihrend der Messung pausiert.

In einer weiteren Untersuchung wurde die Zeit, in der die Oozyte auf das Haltepotenzial geklemmt
wurde, verldngert (Abb. 10, schwarze + rote Spur). Auch dieser Messzyklus wurde wéhrend einer
Inkubation mit IGF-1 20 Mal durchlaufen, um Iyvax wihrend einer ca. 10 miniitigen Behandlung zu

analysieren.
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Abb. 10: Spannungsprotokoll zur Charakterisierung der Stromamplitude bei maximaler
Kanalaktivierung wihrend einer Inkubation mit IGF-1.

Zur Messung der Stromamplitude bei maximaler Kanalaktivierung wahrend einer Inkubation mit IGF-1 wurde
die Oozyte ausgehend von einem Haltepotanzial bei -20 mV fiir 7 s auf eine maximal hyperpolarisierende
Spannung von -150 mV geklemmt und anschlieBend auf das Haltepotenzial zuriickgekehrt (schwarze Spur).
Zur Verldngerung des untersuchten Zeitraumes erfolgte eine Modifikation des Protokolls, indem die
Applikationsdauer des Haltepotenzials nach maximaler Hyperpolarisation um 17 s (rote Spur) verldngert
wurde. Ein solcher Messzyklus wurde insgesamt 20 Mal durchlaufen, sodass eine Inkubationszeit von etwa 5
Minuten (schwarze Spur) bzw. 10 Minuten (schwarze + rote Spur) untersucht wurde. Maf3stab: y-Achse: 20
mV, x-Achse: 1 s; mV: Millivolt, s: Sekunde.

Zur Ermittlung von Iyax vor und nach einer 30-miniitigen Inkubation mit IGF-1 wurde die
Stromamplitude bei einer einmaligen, maximalen Hyperpolarisation bei -150 mV aufgezeichnet
(Abb. 11). Die erste Messung erfolgte vor der Behandlung der Oozyte mit IGF-1. AnschlieBend
wurde die Oozyte mithilfe einer Pipette vorsichtig aus der Messkammer entnommen und fiir 30
Minuten in 1 ml HCN4-Ringerlosung mit 50 nM IGF-1 inkubiert. Dasselbe Messprotokoll wurde
nach der Behandlung erneut durchgefiihrt. So konnte Imax €iner einzelnen HCN4 exprimierenden
Oozyte vor und nach einer Behandlung mit IGF-1 verglichen werden.

5s 5s
20mV — —————— -20mV

7 40 mv|_
1s

-150 mvV

Abb. 11: Spannungsprotokoll zur Bestimmung der Stromamplitude bei maximaler Kanalaktivierung.
Zur Messung der Stromamplitude bei maximaler Kanalaktivierung vor und nach einer 30-miniitigen
Inkubation der Oozyte mit IGF-1 wurde die Oozyte fiir 7 Sekunden auf eine Spannung von -150 mV geklemmt.
Vor und nach diesem Spannungssprung betrug das applizierte Haltepotenzial jeweils -20 mV. Malstab: y-
Achse: 40 mV, x-Achse: 1 s; mV: Millivolt, s: Sekunde.

2.5.5 Auswertung der Aktivierungskurve und der Stromamplitude Imax

Um das spannungsabhéngige Schaltverhalten der HCN4 Konstrukte beurteilen zu kénnen, wurden
die aufgezeichneten Stromkurven nach durchlaufenem Messprotokoll (erldutert in 2.4.3.1)

ausgewertet und als Aktivierungskurve, auch bekannt als Strom-Spannungs-Kennlinie, dargestellt.
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Ausgewertet wurde die Stromantwort wéihrend des Spannungssprungs auf -150 mV, ausgehend von
der variablen Kommandospannung zwischen -150 und -20 mV bzw. -50 mV. Die initial gemessene
Stromantwort I, unmittelbar nach Beginn des Spannungssprungs auf -150 mV, wurde auf den
maximal gemessenen Strom Imax bei —150 mV normiert und graphisch als Funktion der
vorangegangenen Kommandospannung zwischen -150 und -20 mV aufgetragen. Die Normierung
der Stromamplitude unmittelbar nach Applikation der variablen Spannung auf die maximale
Stromamplitude (I/Imax) sowie die anschlieBende Anpassung der Werte an eine modifizierte
Boltzmann-Funktion (Gleichung 1) erfolgte mit den Softwareprogrammen Microsoft Excel bzw.
OriginPro. Die Spannung bei halbmaximaler Kanalaktivierung V1, und der Steigungsfaktor konnten
der dargestellten Kurve aus OriginPro entnommen werden.

Zur Auswertung der Aktivierungskurve der HCN4 Konstrukte (HCN4 S14A bzw. -D, HCN4 S99-
102A bzw. -D, HCN4 S139A bzw. -D) wurden Messungen mit einer Stromgrofe zwischen 5 und
15,5 pA beriicksichtigt. Dies galt nicht fiir den HCN4 WT ohne bzw. nach einer IGF-1 Behandlung
und fiir die Konstrukte HCN4 S14-99-102-139A und HCN4 S14-99-102-139D. Die
Aktivierungskurve fiir HCN4 S14-99-102-139A und HCN4 S14-99-102-139D umfasst

ausschlieBlich Kommandospannungen zwischen -150 und -50 mV.

|
I _ IMax

e <1 + e(ZSF(;‘WZD

Gleichung 1: Modifizierte Boltzmannfunktion

Die maximale Stromamplitude Imax wurde bei maximaler Hyperpolarisation wihrend einer
applizierten Spannung von -150 mV fiir 7 Sekunden gemessen und um den Leckstrom korrigiert, der
wihrend des Haltepotenzials von -20 mV gemessen wurde. Fiir die Auswertung der maximalen
Stromamplitude wihrend 5- bzw. 10-miniitiger Inkubation mit IGF-1 wurde Imax des jeweiligen
Messzyklus (Imaxx)) auf Imax der ersten Messung normiert (rel. Ivax=Imax(x)/IMax(1y) und im Programm
OriginPro grafisch dargestellt. Iyax nach 30 Minuten IGF-1 Behandlung wurde auf Imax vor IGF-1

normiert. Die Boxplot Darstellung wurde in OriginPro generiert.

2.5.6 Auswertung der Zeitkonstante Tak

Zur Auswertung der Offnungsgeschwindigkeit der HCN4 Kanalkonstrukte wurde die Zeitkonstante
der spannungsabhidngigen Kanalaktivierung tau (tak) bestimmt. tak beschreibt die Zeit, bei der 66%
des maximalen Stroms bei einer gewissen Spannung erreicht sind. Zur Berechnung von tak wurde
die initiale Phase der Stromantwort wihrend des Spannungssprungs auf Potenziale zwischen -150
und -100 mV mithilfe der FitMaster Software ausgewertet und an eine einfach-exponentielle
Funktion angepasst. Anschliefend wurden die Werte in Microsoft Excel ausgewertet und im
Programm OriginPro logarithmisch dargestellt. AusschlieBlich Messungen, die auch in die

Bestimmung der Aktivierungskurve einflossen, wurden ausgewertet.
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2.5.7 Statistik

Die elektrophysiologischen Ergebnisse dieser Arbeit beinhalten die Angabe des Mittelwertes von
Vi, Imax und take mit Standardfehler. Das Signifikanzniveau wurde mithilfe eines Students T-Tests
bestimmt. In Abhéngigkeit des Versuchsaufbaus wurde ein gepaarter oder ungepaarter Students T-

Test durchgefiihrt. P-Werte <0,05 wurden als signifikant gewertet.

2.6 Formelle Voraussetzungen

Von der in dieser Arbeit vorgestellten Indexpatientin liegt eine Einverstindniserkldrung vor. Fiir eine
molekulargenetische Untersuchung des HCN4 Gens sowie die weitere experimentelle Analyse liegt
ein positives Ethikvotum der Ethikkomission der Medizinischen Fakultdt der Heinrich-Heine-

Universitit Diisseldorf vor (Studiennummer: 4869)%4.
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3 Ergebnisse

3.1 Identifizierung und zellbiologische Charakterisierung der Variante HCN4 V759l

Der Schrittmacherstrom If spielt eine zentrale Rolle in der spontanen diastolischen Depolarisation
des Sinusknotens®. Eine verdnderte Funktion von Ir kann Ursache kardialer Rhythmusstorungen
sein. Mutationen des HCN4 Gens werden mit verdnderten Eigenschaften des lonenkanals in
Verbindung gebracht und sind mit Erkrankungen assoziiert, die auf einer fehlerhaften Funktion des
Sinusknotens beruhen®.

Im folgenden Kapitel wird die Identifizierung der HCN4 Variante V7591 bei einer Patientin mit
symptomatischer Sinusknotendysfunktion vorgestellt. Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag dabei auf
molekulargenetischen und zellbiologischen Untersuchungen.

Die Ergebnisse entstanden in Zusammenarbeit mit Dr. Lukas Clasen aus der Klinik fiir Kardiologie,
Pneumologie und Angiologie des Universititsklinikums Diisseldorf, der die kardiologische
Untersuchung durchfiihrte, sowie Dr. Nadine Erlenhardt aus dem Institut fiir Neuro- und
Sinnesphysiologie der Universitdt Diisseldorf. Teile der aufgefiihrten Analysen wurden bereits
verdffentlicht und werden in der folgenden Darstellung in Anlehnung an diese Publikation

dargestellt®.

3.1.1  Fallvorstellung einer Patientin mit symptomatischer Sinusbradykardie

In der kardiologischen Ambulanz des Universitétsklinikums Diisseldorf stellte sich eine 49-jéhrige
weibliche Patientin mit wiederkehrenden Schwindelanfillen und Ubelkeit vor®*. Im aufgezeichneten
12-Kanal-Elektrokardiogramm (EKG) fiel eine bradykarde Herzfrequenz mit 37 Schldgen pro
Minute (beats per minute, bpm) auf (Normbereich: 49-98 bpm, 2 % - 98 %*) bei ansonsten
unauffélligen Zeitintervallen (Abb. 12, A)*. Wihrend einer 24-Stunden-EKG-Aufzeichnung lag die
Herzfrequenz mit Werten zwischen 27 und 117 bpm ebenfalls in einem niedrigen Bereich®. In einer
Belastungs-EKG-Untersuchung betrug die gemessene Herzfrequenz der Patientin wihrend
maximaler Belastung bei 225 Watt 146 bpm (Abb. 12, B)**. 146 bpm liegen unterhalb des
altersentsprechenden und geschlechtsadaptierten Normbereichs der Patientin®’. Normal konfigurierte
P-Wellen, QRS-Komplexe und T-Wellen sowohl im Ruhe-EKG als auch im Belastungs-EKG
ergaben keine Hinweise auf kardiale Depolarisations- oder Repolarisationsstérungen®®. Eine extern
durchgefiihrte echokardiographische Untersuchung schloss Wandbewegungsstérungen oder eine
Einschrinkung der linksventrikuliren systolischen Pumpfunktion aus®. Im Rahmen eines Blutbildes
und der Bestimmung relevanter biochemischer Laborparameter wurden metabolische Ursachen

ausgeschlossen®.
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Abb. 12: EKG-Aufzeichnungen der 49-jahrigen Patientin mit rezidivierenden Schwindelattacken.

A: Abschnitt aus der 12-Kanal-EKG-Ableitung der Patientin mit einer Herzfrequenz von 37 bpm bei ansonsten
unauffilligen Zeitintervallen. PR-Intervall: 140 ms, QRS-Komplex: 100 ms, QT-Zeit: 440 ms (QTc: 348 ms),
Skalierung: 500 ms; B: Auswertung des Belastungs-EKGs. Bei maximaler Belastung bei 225 Watt bleibt die
Herzfrequenz mit 146 bpm unter der alters- und geschlechtsnormierten maximalen Herzfrequenz (grau
markierter Bereich); ms: Millisekunde, bpm: beats per minutes. Daten und Abbildungen erstellt von Dr. L.
Clasen; Abb. A (unverdndert) + B (modifiziert) iibernommen aus Erlenhardt ef al. und reproduziert mit der
freundlichen Genehmigung des Verlages.

Angesichts der symptomatischen Sinusbradykardie und des insuffizienten Herzfrequenzanstiegs bei
Belastung wurde die Diagnose einer symptomatischen Sinusknotendysfunktion gestellt®. Als
Therapie erfolgte die Implantation eines Zwei-Kammer-Schrittmachers, die zu einer deutlichen
Symptomreduktion fiihrte®*. Da der Mutter der vorgestellten Indexpatientin aufgrund
wiederkehrender Palpitationen und symptomatischer Sinusknotenpausen ebenfalls ein
Herzschrittmacher implantiert worden war, lag die Vermutung nahe, dass es sich um eine familidre

Form der Sinusknotendysfunktion handelte®.

3.1.2 Identifizierung der Missense-Mutation V7591 im HCN4 Protein

Die auffillige Familienanamnese des vorgestellten Indexfalls wurde zum Anlass genommen, das
HCN4 Gen der Patientin auf Mutationen molekulargenetisch zu untersuchen. Dabei konnte die
monoallelische Variante HCN4 V7591 identifiziert werden®*.

Um das HCN4 Gen im Rahmen einer Sequenzierung auf Mutationen untersuchen zu konnen, musste
zunéchst die genomische DNA (gDNA) aus dem Blut der Patientin gewonnen werden. Mithilfe des
QIAgen Blood Purification Kit wurde gDNA aus den zelluldren Blutbestandteilen des Vollbluts

isoliert.
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Zur Sequenzierung des HCN4 Gens nach der Sanger Methode, mussten die kodierenden Sequenzen
aus der nun vorliegenden gDNA vervielfaltigt werden. Im Allgemeinen werden Gene in kodierende,
sogenannte Exons, und nicht-kodierende Abschnitte, sogenannte Introns, unterteilt. Abb. 13, A zeigt
die Struktur von Introns und Exons des HCN4 Gens. Dieses umfasst insgesamt acht Exons, die
jeweils flir einen gewissen Bereich des lonenkanalproteins kodieren. Dazwischen befinden sich
Introns unterschiedlicher Grof3e.

Zur Amplifikation eines Exons wurden zwei Primer generiert, die spezifisch am Ende des davor
liegenden bzw. am Anfang des darauffolgenden Introns banden und so das Exon an beiden Seiten
flankierten. Im Rahmen einer PCR konnte dann die vollstandige Sequenz eines Exons vervielfiltigt
werden. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 10 aufgelistet. Ein GrofBteil wurde in Anlehnung an
eine bereits verdffentlichte molekulargenetische Analyse des HCN4 Gens erstellt®,

Ein hoher Anteil von Guanin und Cytosin in der HCN Basensequenz kann eine PCR erschweren.
Daher wurde zur Amplifikation einiger Abschnitte ein hoherer Anteil an GC-Puffer bzw. DMSO
verwendet. Aufgrund seiner Grofle wurde Exon 8 in fiinf (8-1, 8-2, 8-3, 8-4, 8-5) und Exon 1 in drei
(1-1, 1-2-1, 1-2-2) Abschnitte unterteilt. Da sich mehrere Versuche zur Amplifikation von Exon 1
und Exon 7 als fehleranfillig erwiesen, mussten fiir Exon 1 und Exon 7 zusétzliche Primer generiert

werden.

| , Arg Valllle Gln
NH, | [l 41]s]F[s] | | }-cooH C G CGATC CAG

T
[REANE
IRRARE
[ {1
IRIBIRIAY

intrazellular

CNBD

V759l

COOH

Abb. 13: Die identifizierte Mutation in Exon 8 des HCN4 Gens fiihrt zu einem Aminosiureaustausch
von Valin nach Isoleucin an Position 759.

A: Schematische Abbildung des humanen HCN4 Gens mit Darstellung von Exons und Introns. Insgesamt acht
Exons (dunkelgrau) kodieren fiir das Protein. Die nicht-kodierenden Bereiche (Introns) befinden sich zwischen
den jeweiligen Exons, kb: Kilobase, aa: aminoacid, Abb. mit freundlicher Genehmigung des Verlages
unverindert iibernommen aus Schulze-Bahr ef al.% B: Struktur einer HCN4 Untereinheit sowie Lokalisation
der identifizierten Variante. V7591 befindet sich im C-Terminus hinter der Bindestelle fiir zyklische Nukleotide
(CNBD), Abb. in Anlehnung an Biel et al.’ C: Ausschnitt des Chromatogramms der HCN4 Sequenz der
Patientin. Die identifizierte Missense-Mutation befindet sich an Position ¢.2275G>A und fiihrt im HCN4
Protein zu einem Aminosédureaustausch von Valin759 mit Isoleucin, A: Adenin, G: Guanin, C: Cytosin, T:
Thymin, Val: Valin, Ile: Isoleucin, Arg: Arginin, Gln: Glutamin, Abb. mit freundlicher Genehmigung des
Verlages unverindert iibernommen aus Erlenhardt ef al.%*
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Die gewonnenen cDNA-Abschnitte der acht Exons wurden aufgereinigt und dienten als
Ausgangsmaterial fiir die Sequenzierung nach der Sanger Methode. Diese wurde von der Firma
GATC Biotech durchgefiihrt. Mithilfe der VetorNTI Software wurden die erhaltenen Sequenzen der
Gensequenz des humanen HCN4 Wild-Typ gegeniibergestellt.

Die Analyse identifizierte die monoallelische Missense-Mutation ¢.2275G>A auf Exon § des HCN4
Gens der Indexpatientin®®. Diese fiihrt zu einem Basenaustausch von Guanin mit Adenin und befindet
sich im C-Terminus des HCN4 Proteins, hinter der CNBD-Region*. Im translatierten Protein
resultiert daraus ein Austausch der Aminosdure Valin mit Isoleucin an Position 759 (Abb. 13,
B+C)%,

3.1.3 Einfluss von V759l auf die Expression des HCN4 Kanals in CHO-Zellen

HCN4 V7591 war bereits als seltene Variante des HCN4 Kanals beschrieben und in genetischen
Analysen in Verbindung mit Fillen des plotzlichen Kindstodes und des plotzlichen, unerwarteten
Todes bei sogenannter maligner Epilepsie gebracht worden®* 8% % Da Mutationen sowohl einen
Einfluss auf die Funktionalitit eines Ionenkanals ausiiben konnen, als auch dessen
Expressionsmuster verdndern konnen, erfolgte zunédchst eine Untersuchung der Oberflaichen- und
Gesamtexpression der HCN4 Variante in CHO-Zellen®,

Die Oberflachenexpression von V759l ist in CHO-Zellen vermindert

Zur Analyse der Oberflachenexpression wurde die Mutation V7591 in ein HCN4-Plasmid eingefiigt.
Das Konstrukt des HCN4 Wild-Typ (WT) und der Variante (V759]) war zwischen den Aminosiuren
an Position 362 und 363 mit einem extrazellulir lokalisierten HA-Epitop (HA-fag) konjugiert®3. Die
HCN4 Konstrukte wurden heterolog in CHO-Zellen exprimiert. Um Stérungen der Expressionsrate
durch die Verwendung unterschiedlicher Vektoren zu vermeiden, befanden sich die verwendeten
Konstrukte in demselben Vektor (pEGFP-N1). Mit einem monoklonalen Anti-HA Antikdrper wurde
die Oberflichenpopulation der Konstrukte selektiv (d.h. ohne Zellpermeabilisierung) markiert.
Durch eine Chemilumineszenzreaktion des verwendeten Sekundérantikdrpers konnten anschlieSend
die an der Zelloberflache lokalisierten HCN4 Kandle mithilfe eines Luminometers quantifiziert
werden. Die gemessenen Chemilumineszenzsignale wurden auf den WT normiert (relative
Oberflachenexpression, rel. OE = Oberflachenexpression)/ Oberflachenexpressionwr)). Dargestellt
wird der Mittelwert = Standardfehler (Abb. 14). Zur Berechnung der P-Werte wurden ungepaarte
Students T-Tests durchgefiihrt und Werte <0,05 als signifikant gewertet.

V7591 zeigte in CHO-Zellen eine signifikante Reduktion des Oberflachensignals auf 65,5 + 3,7 %
(rel. OEwr=100,0 £+ 2,5 %; p=0,000001), (Abb. 14, A).

Bei der identifizierten Variante handelte es sich um eine heterozygote Mutation des HCN4 Kanals,
die sich bei einem homologen Chromosomensatz nur auf einem der beiden Allele befindet®. Um die
Heterozygotie in vivo in heterologen Zellen nachzubilden, wurde in einem néchsten Schritt die
Oberfldchenexpression des heterotetrameren Kanals aus den Untereinheiten WT und V7591 in CHO-

Zellen untersucht. Ziel war es, den Anteil der einzelnen Kanaluntereinheiten (WT oder V759I) im
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Heterotetramer zu quantifizieren.

Neben den bereits oben beschriebenen Konstrukten mit HA-tag, wurden dafiir HCN4 Konstrukte des
WT und der Variante ohne extrazellulires HA-tag in einem pEGFP-N1-Vektor generiert. Zur
Untersuchung der unterschiedlichen Konstellationen (Homotetramer WT, Heterotetramer
WT/V7591, Homotetramer V759I) wurden die beiden jeweiligen Konstrukte in einem
Mengenverhiltnis von 1:1 ko-transfiziert. Eines davon war mit einem HA-tag versehen, das andere
nicht. Dadurch konnte das Konstrukt, das ein HA-tag trug, selektiv mittels Anti-HA Antikrper an
der Zelloberfliche markiert und quantifiziert werden. Normiert wurde auf das gemessene
Signalniveau des homotetrameren WT.

Zum besseren Verstdndnis sind im folgenden Abschnitt sowie in Abb. 14, B die Konstrukte, die mit
einem HA-tag konjugiert waren und deren Oberfldchenexpression quantifiziert wurde, unterstrichen
(bspw. gilt fiir das Homotetramer WT/WT: WT mit HA-tag, WT ohne HA-tag und fiir das
Heterotetramer WT/V7591: WT mit HA-tag, V7591 ohne HA-tag).
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Abb. 14: V7591 wird in CHO-Zellen vermindert an der Zelloberfliche exprimiert.

A: Quantifizierung der Oberflichenexpression des HCN4 Wild-Typs (WT) und der Variante (V7591) in CHO-
Zellen. V7591 zeigt eine Abnahme der Kanile an der Zelloberflache (rel. OEv750=65,5 + 3,7 %). Normierung
erfolgte auf die Oberflaichenexpression des WT (rel. OEw1=100,0 £ 2,5 %, p=0,000001); B: Quantifizierung
der Oberflichenpopulation von WT und V7591 im Heterotetramer. Unterstrichen ist das mit einem HA-tag
versehene und quantifizierte Kanalkonstrukt. Im Heterotetramer (WT/V7591) zeigt der WT eine relative
Oberflachenexpressionsrate von 75,2 + 3,6 % (p=0,007). Das Niveau von V7591 an der Zelloberfliche steigt
im Heterotetramer (V7591/WT) leicht an (109,3 + 6,1 %; p=0,3). Die relative Oberflachenexpression des
Homotetramers von V7591 liegt bei 85,8 + 6,0 % (p=0,1). Die Normierung der gemessenen Signale erfolgte
auf den WT (WT/WT) mit rel. OEwr= 100,0 £ 7,1 %; n=9, N=3; angegeben wird der Mittelwert +
Standardfehler; P-Werte nach Durchfiihrung eines ungepaarten Students T-Tests.

Das Oberflachensignal des WT im Heterotetramer (WT/V7591) war verglichen mit dem Signal des
homotetrameren WT (WT/WT) auf 75,2 + 3,6 % signifikant vermindert (p=0,007), (Abb. 14, B).
V7591 hingegen wies im Heterotetramer mit dem WT (V7591/WT) eine Oberflichenexpressionsrate
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von 109,3 £ 6,1 % auf und zeigte damit eine leichte, jedoch nicht signifikante Zunahme der
Oberflachenexpression im Vergleich zum WT (p=0,3).

V7591 war im Heterotetramer (V7591/WT) um den Faktor 1,45 signifikant vermehrt an der
Zelloberflache als der WT im Heterotetramer (WT/V759I), (p=0,0002).

Die Oberflachenexpressionsrate des Homotetramers der Variante (V759I/V759]) lag in dieser
Analyse bei 85,8 + 6,0 % (p=0,1). Die Reduktion war nicht wie in Abb. 14, A signifikant, zeigte
jedoch dieselbe abnehmende Tendenz.

Eine Analyse des Oberflichenexpressionsniveaus des Heterotetramers WT/V7591, die nicht
zwischen WT und Variante differenzierte indem beide Konstrukte mit einem HA-tag versehen

waren, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt.

Die Gesamtexpression von V759l steigt in CHO-Zellen nicht signifikant an

Zur Beurteilung der Gesamtproteinexpression von WT und Variante erfolgten Western Blot
Analysen (Abb. 15, A). Hierfiir wurden Zelllysate aus CHO-Zellen hergestellt, die entweder HCN4
WT oder HCN4 V7591 exprimierten. Die gewonnenen Lysate wurden elektrophoretisch aufgetrennt
und iiber die Bindung eines Antikorper gegen HCN4 im Western Blotting detektiert. Die HCN4
Proteine wurden stets bei einer Masse von 150 kDa markiert. Als Ladekontrolle diente das
Strukturprotein B-Aktin (42 kDa).

In der Gesamtschau aller fiinf durchgefiihrten Analysen deutete sich eine Zunahme der HCN4
Gesamtexpression durch V7591 an. Eine Quantifizierung der Bandenintensitit mit Hilfe der Software
Imagel ergab eine Zunahme der Gesamtexpression der Variante um den Faktor 2,9 £ 1,5. Diese fiel
statistisch nicht signifikant aus (p=0,62). Die jeweils auf p-Aktin-normierte Bande der Variante
wurde auf die f-Aktin-normierte Bande des WT normiert (Abb. 15, B). Zur Berechnung der P-Werte
wurde ein ungepaarter Students T-Test durchgefiihrt und ein Wert <0,05 als signifikant gewertet.
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Abb. 15: Gesamtexpression des Wild Typs und der Variante V7591 in CHO-Zellen.

A: Western Blot Analyse der Gesamtproteinexpression des HCN4 WT und der Variante V7591 in CHO-Zellen.
Die Detektion des HCN4 Proteins erfolgte bei 150 kDa mithilfe eines Anti-HCN4 Antikorpers. Als
Ladekontrolle diente B-Aktin (42 kDa). Gezeigt sind fiinf unabhéngige Versuche; B: Quantifizierung der
Bandenintensitit aus A. Angegben ist die Bandenintensitit von WT und V7591, die zuvor auf die Intensitét der
jeweiligen [(-Aktin-Bande normiert wurde. Es zeigt sich eine nicht signifikante Zunahme der
Gesamtexpression der Variante um den Faktor 2,9 + 1,5 (p=0,6); P-Wert nach Durchfiihrung eines ungepaarten
Students T-Tests; kDa: Kilodalton.
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3.1.4 Interaktion des Bindungspartners PEX5R/Trip8b mit dem HCN4 Kanal

Das zytoplasmatische Protein PEX5R/Trip8b ist im ZNS eine Hilfsuntereinheit von HCN Kanélen*.
Durch Interaktion mit dem C-Terminus inhibiert PEX5R/Trip8b die cAMP-vermittelte Modulation
der spannungsabhiingigen Kanalaktivierung*®. Aufgrund eines ausgeprigten alternativen splicing des
N-Terminus liegen verschiedene Varianten des Bindungspartners vor, die auf unterschiedliche Weise
die Oberfldchenexpression von HCN Kanilen beeinflussen®.

Eine veroffentlichte Studie zeigte eine Verbindung von HCN4 V7591 mit Fillen der malignen
Epilepsie®. Da V7591 im C-Terminus hinter der CNBD lokalisiert ist und moglicherweise die
Interaktion zwischen HCN4 und dem neuronalen Interaktionspartner PEXSR/Trip8b beeinflussen
konnte, wurde in einem weiteren Schritt dieser Arbeit die Oberflachenexpression von WT und V7591
withrend der Koexpression mit PEX5R/Trip8b untersucht®. Hierzu wurde die PEXSR/Trip8b splice
Variante la-4 verwendet. Diese beinhaltete Exon la sowie Exon 4 der variablen Exons von
PEXS5R/Trip8b?'.

Die Bestimmung der HCN4 Oberflidchenexpression erfolgte heterolog in CHO-Zellen und wurde
nach dem bereits unter 3.1.3 beschriebenen Prinzip durchgefiihrt. Angegeben ist der Mittelwert +
Standardfehler. P-Werte wurden nach Durchfiihrung eines ungepaarten Students T-Tests bestimmt
und Werte <0,05 als signifikant gewertet.

Die gemessenen Oberflichensignale wurden auf das Signal des WT ohne Koexpression von
PEXSR/Trip8b normiert (rel. OEwr=100,0 = 4,5 %), (Abb. 16). Die Anzahl der HCN4 Kanéle an der
Zelloberfliche nahm durch die Koexpression des Bindungspartners zu. Das relative
Oberflachensignal des WT stieg mit PEXSR/Trip8b auf 126,2 % (+ 17,5 %) an. Dieser Anstieg war
statistisch nicht signifikant (p=0,2). Eine Zunahme der Oberflichenexpression konnte jedoch in drei
der vier durchgefiihrten Experimente beobachtet werden. In einem Experiment lag das Signal von
WT+PEXS5R/Trip8b unterhalb des Signalniveaus des allein exprimierten WT.

Verglichen mit dem Oberflachenexpressionsniveau der Variante allein (rel. OEv7so= 73,2 £ 6,0 %),
fiihrte die Koexpression von PEX5R/Trip8b zu einem signifikanten Anstieg des Oberflichensignals
von V7591 um den Faktor 1,5 (rel. OEv7sorpexsk=112,8 £ 9,4 %; p=0,002). Sowohl V7591 als auch
WT nahmen durch die Koexpression von PEX5R/Trip8b an der Zelloberflache zu.

Zudem konnte diese Analyse die Ergebnisse aus Abb. 14, A bestitigen. Das Oberflichensignal von
V7591 ohne PEX5R/Trip8b war gegeniiber dem Signal des WT ohne PEXS5R/Trip8b signifikant
reduziert (p=0,002).
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Abb. 16: Zunahme der Oberflichenexpression von WT und V7591 durch die Koexpression von

PEXS5R/Trip8b.
Relative Oberflichenexpression von Wild-Typ (WT) und V7591

in CHO-Zellen mit bzw. ohne die

Koexpression des neuronalen Bindungspartners PEX5R/Trip8b (PEX5R). PEX5R fiihrt zu einer Zunahme des
relativen Oberflachensignals des WT (rel. OEwr+pexse=126,2 + 17,5 %; p=0,2). Die Oberflichenexpression
von V7591 steigt bei Koexpression mit PEXSR deutlich an (rel. OEy750=73,2 & 6,0 %; rel. OEy7sorpexsg=112,8
+ 9,4 %; p=0,002). V7591 ist verglichen mit dem WT signifikant an der Oberfliche reduziert, (p=0,002).
Normiert wurde auf das Signal des WT (rel. OEwr=100,0 £ 4,5 %; n=12, N=4). Angegeben wird der Mittelwert
+ Standardfehler. P-Werte nach Durchfiihrung eines ungepaarten Students T-Tests.
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3.2 Einfluss des IGF-1/AKT-Signalweges auf elektrophysiologische Eigenschaften des
HCN4 Stroms

Teile der im folgenden Abschnitt gezeigten Analysen wurden im Rahmen einer Verdffentlichung

publiziert und werden in Anlehnung an diese Publikation dargestellt®.

3.2.1 Einfligen von Punktmutationen in HCN4-pGem-He zur Imitation einer AKT-abhangigen
Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung des Kanals

Eine Phosphoproteom-Analyse an HL-1 Kardiomyozyten hatte durch spezifischen knock-down der
AKT Isoformen AKT1 und AKT?2 vier Serin-Reste im N-Terminus des HCN4 Kanals (S14, S99,
S102 und S139) identifiziert, die AKT-vermittelt phosphoryliert werden”. Im Rahmen dieser
Dissertation wurde der Einfluss einer Phosphorylierung dieser Aminosdurereste auf
elektrophysiologische Eigenschaften des HCN4 Stroms in einem heterologen Expressionssystem
untersucht. Ziel war zunichst die Analyse der spannungsabhingigen Aktivierung wihrend

unterschiedlicher AKT-vermittelter Phosphorylierungszustinde.

extrazellular

i
BE88HE

intrazellular

CNBp

COOH
Abb. 17: AKT-vermittelte Phosphorylierung von vier Serinresten im N-Terminus des HCN4.
Schematische Darstellung einer HCN4 Kanaluntereinheit mit Lokalisation der vier Serinreste S14, S99, S102
und S139 (rot) im N-Terminus, die AKT-abhéngig phosphoryliert werden. Diese wurden zuvor in einer
Phosphoproteomanalyse an HL1-1Kardiomyozyten mit spezifischem knock-down der AKT-Isoformen AKT1
und AK T2 identifiziert’>. Durch Punktmutationen wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Phosphorylierung bzw.
Dephosphorylierung dieser Aminoséduren imitiert. CNBD: cyclic nucleotid binging domain, Abb. in Anlehnung
an Biel et al.’

Dafiir wurden die jeweiligen Aminosdurereste S14, S99, S102 und S139 nach Aspartat (D) oder
Alanin (A) mutiert (Abb. 17). Die Punktmutationen nach D (HCN4 S14D, HCN4 S99-102D, HCN4
S139D) dienten der Imitation des phosphorylierten Zustands des Kanals und werden im Folgenden
als phosphomimetische Konstrukte bezeichnet. Die Mutationen nach A (HCN4 S14A, HCN4 S99-
102A, HCN4 S139A) stellten den dephosphorylierten Zustand dar. Sie werden phosphoablative
Konstrukte genannt. Aufgrund ihrer Ndhenbeziehung wurden die Mutationen der Aminosduren S99
und S102 in einem Konstrukt kombiniert (Abb. 17).
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Zur Generierung der HCN4 Konstrukte wurde das QuikChange 11 XL Site-Directed Mutagenesis Kit
der Firma Agilent Technologies verwendet bzw. Klonierungen mittels Overlap-PCRs durchgefiihrt.
Als template diente HCN4 WT in einem pGem-He-Vektor, aus dem sich fiir weitere Schritte mittels
in vitro Transkription RNA synthetisieren lieB. Um die jeweiligen Serinreste zielgerichtet zu
mutieren, wurden iiberlappende forward und reverse Primer iiber das QuikChange Primer Design

Program  generiert  (http://www.genomics.agilent.com/article.jsp?pageld=7100004).  Diese

beinhalteten die entsprechende Punktmutation (Tabelle 9). In einer PCR konnten mithilfe der
Mutagenese Primer und der PfuUltra HF Polymerase die Punktmutationen S14A, S14D, S99-102A
und S139A direkt in das Plasmid HCN4-pGem-He eingefiigt werden. Das PCR-Produkt wurde
anschlieBend in einem enzymatischen Verdau mit dem Restriktionsenzym Dpnl restringiert und
direkt in ultrakompetente E. coli XL-10 Gold Zellen transformiert. Die Transformationsansétze
wurden auf LB-Agarplatten mit Ampicillin ausgestrichen, um in einem weiteren Schritt die cDNA-
Plasmide einzelner Bakterienkolonien in einer Mini-Préparation isolieren zu kdnnen. Nach einem
korrekten Testverdau wurden ausgewahlte Plasmide sequenziert. Abb. 18 zeigt das Ergebnis des
Testverdaus der Konstrukte HCN4 S14A, -S14D, -S99-102A und -S139A nach einer Midi-
Praparation mit den Restriktionsenzymen EcoR1 und Xbal. Die entsprechenden Banden lielen sich
aus den Schnittstellen der Restriktionsenzyme ableiten und waren auf einer Hohe von 3.735 bp und
3.007 bp (Gesamtgrofle 6.742 bp) zu sehen. Die groBle Bande zwischen 10.000 und 6.000 bp des
Konstrukts S14D spiegelte am ehesten ungeschnittenen bzw. nur einmalig verdauten Vektor wider.
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Abb. 18: Klonierung der Punktmutationen S14A, S14D, S99-102A und S139A in HCN4-pGem-He.
Agarosegelelektrophorese nach einem Testverdau der Midi-Priparation der neu generierten HCN4 Konstrukte
HCN4 S14A, HCN4 S14D, HCN4 S99-102A und HCN4 S139A in einem pGem-He-Vektor. Die
Punktmutationen wurden mithilfe des QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit eingefiigt. Die DNA-
Plasmide (Gesamtgrofie 6742 bp) wurden zur Kontrolle der Klonierung mit den Restriktionsenzymen EcoR 1
und Xbal restringiert. Die entsprechenden Banden verliefen auf einer Hohe von 3.007 und 3.735 bp. Als DNA-
GroBenstandard (M) diente DualColor GeneRuler 1 kb; bp: Basenpaare.
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Fiir S99-102D uns S139D erwies sich eine Klonierung nach der obigen Methode mehrfach als nicht
erfolgreich. Auf den LB-Platten waren keine Bakterienkolonien gewachsen. Letztlich konnten
mittels Overlap-PCR unter Verwendung der Q5 High Fidelity DNA Polymerase und der in Tabelle
9 aufgelisteten Mutagenese Primer die Punktmutationen eingebaut werden. Die gelelektrophoretisch
aufgetrennten und aufgereinigten PCR-Produkte (inserf) sowie der Zielvektor wurden mit dem
Restriktionsenzym Kpnl verdaut. AnschlieBend wurde der dephosphorylierte Zielvektor und das
insert ligiert und in kompetente E. coli XL1 blue Bakterien transformiert. In einer Mini-Préparation
konnten die cDNA-Plasmide aus zuvor ausgewihlten Bakterienkolonien isoliert werden. Ein
Testverdau wurde mit den Restriktionsenzymen Ndel und Notl durchgefiihrt. Ein zweiter
Testverdau mit Kpnl diente der Kontrolle, ob das insert in richtiger Orientierung in den Vektor
eingebaut wurde. Die gesuchte Bande fiir einen Verdau des Plasmids mit Kpnlbefand sich in der
Agarosegelelektrophorese auf einer Hohe von 1.413 bp (Abb. 19). Mittels Sequenzierung wurden

die Plasmide mit korrektem Restriktionsverdau anschlieBend auf ihre Richtigkeit kontrolliert.
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Abb. 19: Klonierung der Punktmutationen S99-102D und S139D in HCN4-pGem-He.
Agarosegelelektrophorese nach einem Testverdau der Mini-Priparation der Konstrukte HCN4 S139D und
S99-192D in einem pGem-He-Vektor. Die Punktmutationen wurden mithilfe von Overlap-PCRs eingefiigt.
Die DNA-Plasmide (Gesamtgrofie 6.742 bp) wurden zur Kontrolle der Klonierung mit dem Restriktionsenzym
Kpnl restringiert. Zwei Mini-Préparationen des Konstrukts mit der Mutation S139D (A) und vier Mini-
Praparationen mit den Mutationen S99-102D (B) wurden verdaut. Die entsprechenden Banden verliefen auf
einer Hohe von 1.413 bp. Als DNA-GroBenstandard (M) diente DualColor GeneRuler 1 kb. Da die Banden
der Mini 22, 23 und Mini 32 des Konstrukts HCN4 S99-102D (B) schwach waren, erfolgten weitere Schritte
mit dem Plasmid aus Mini 27; bp: Basenpaar.

Um weitere Untersuchungen mit Konstrukten, die alle vier Mutationen beinhalteten, durchfiihren zu
konnen wurden die Konstrukte HCN4 S14-99-102-139A in pGem-He bzw. HCN4 S14-99-102-139D
in pGem-He erstellt®?.

Hierfiir wurden HCN4 S14A-pGem-He bzw. HCN4 S14D-pGem-He mit Sacl restringiert und in
HCN4 S99-102A-pGem-He bzw. HCN4 S99-102D-pGem-He per Ligation eingefiigt. Mithilfe des
oben bereits verwendeten Site directed Mutagensis Kit konnte S139D wider erwartend in HCN4 S14-
99-102D-pGem-He kloniert werden. S139A musste mithilfe der Overlap-PCR unter Verwendung
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der Q5 High Fidelity DNA Polymerase und der in Tabelle 9 aufgelisteten Mutagenese Primern in
das Konstrukt HCN4 S14-99-102A-pGem-He eingefiigt werden.

AbschlieBend lagen neben den Konstrukten mit den jeweiligen einzelnen Punktmutationen nach A
bzw. D somit auch die Konstrukte HCN4 S14-99-102-139A und HCN4 S14-99-102-139D in pGem-
He vor. Die Sequenz aller Konstrukte wurde vor der Durchfiihrung von Experimenten per
Sequenzierung bestitigt. Um die Ausbeute an Plasmid-DNA zu erhdhen, folgten Midi- bzw. Maxi-

Praparationen sowie eine anschlieBende Synthese von mRNA mittels in vitro Transkription.

3.2.2 Eine AKT-vermittelte Phosphorylierung beeinflusst die spannungsabhangige
Aktivierung des HCN4 Stroms in Xenopus Oozyten nicht

Zur Analyse der spannungsabhéngigen Kanalaktivierung wurden die Konstrukte in Xenopus lceevis
Oozyten heterolog exprimiert. Mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme erfolgte die
Untersuchung der Ganzzellstrome der Oozyten bei festgelegten Membranpotenzialen. Das
durchgefiihrte Spannungsprotokoll ist Abb. 20, A zu entnehmen. Abb. 20, B zeigt beispiclhaft
repriasentative  Stromspuren der untersuchten Konstrukte. Wéhrend der Applikation
hyperpolarisierender Membranspannungen zwischen -150 und -20 mV wurden langsam
aktivierende, einwartsgerichtete Strome aufgezeichnet. Zuletzt erfolgte ein Spannungssprung auf
-150 mV. AnschlieBend wurden die initiale Stromamplitude unmittelbar nach Beginn des
Spannungssprungs auf -150 mV auf die maximal gemessene Stromamplitude normiert, {iber die
variable Kommandospannung zwischen -150 und -20 mV aufgetragen und eine modifizierte
Boltzmann-Funktion an den Grafen angepasst. Die Auswertung erfolgte mithilfe der PatchMaster
Software, Micorsoft Excel sowie der OriginPro Software. Die daraus hervorgehenden
Aktivierungskurven ermoglichten den Vergleich der Spannung bei halbmaximaler Kanalaktivierung
(Vi12) zwischen den gezeigten phosphomimetischen bzw. phosphoablativen HCN4 Mutanten (Abb.
20, C). Neben dem Mittelwert von Vi, wird der Standardfehler und der P-Wert nach Durchfiihrung
eines ungepaarten Students T-Tests angegeben.

Die Analyse der Aktivierungkurve ergab fir HCN4 S14A einen Wert fiir Vi, von -95,0 £ 1,1 mV
und fir HCN4 S14D -92,8 + 1,9 mV (p= 0,3). Bei den Konstrukten HCN4 S99-102A und HCN4
S99-102D lag Vi bei -95,7 + 1,1 mV bzw. -94,5 + 0,9 mV (p=0,4). V1>, von HCN4 S139A betrug -
89,3 £ 1,8 mV und von HCN4 S139D -91,3 £ 1,2 mV (p=0,4). Die Untersuchung der
spannungsabhingigen Aktivierung zeigte zwischen dem jeweiligen phosphoablativen und
phosphomimetischen HCN4 Konstrukt keine signifikante Verschiebung von Vi, Auch die
Steigungsfaktoren der Boltzmann-Funktionen (Hill-Koeffizienten) unterschieden sich nicht

signifikant.

Ein weiterer Parameter der biophysikalischen Eigenschaften von HCN Kanilen ist die Kinetik der
Kanaloffnung. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Kinetik der phosphomimetischen und
phosphoablativen HCN4 Konstrukte wéhrend der Aktivierung des HCN4 Kanals bei
hyperpolarisierenden Membranspannungen untersucht. Die Zeitkonstante der Kanalaktivierung tau
(take) beschreibt die Zeit, in der 66 % der maximalen Stromamplitude erreicht sind und ist somit ein

MaB fiir die Geschwindigkeit der Kanalaktivierung. Mithilfe der Fitmaster Software wurde die
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initiale Stromantwort wiahrend der Spannungsspriinge zwischen -150 und -100 mV an eine
monoexponentielle Funktion angepasst und die Werte zur besseren Darstellung logarithmisch
aufgetragen.

Abb. 21, A-C zeigt tak der phosphomimetischen und phosphoablativen Kanalkonstrukte. Zwischen
HCN4 S14A und HCN4 S14D sowie zwischen HCN4 S99-102A und HCN4 S99-102D konnte bei
keiner Spannung eine signifikante Anderung von tak beobachtet werden. Die Konstrukte HCN4
S139A und HCN4 S139D unterschieden sich in tak bei -120 bzw. -110 mV signifikant (p=0,03,
p=0,04). HCN4 S139D besal} bei diesen Spannungen eine hohere Aktivierungszeitkonstante. Bei
negativeren sowie positiveren Spannungen konnten zwischen den beiden Konstrukten keine

signifikanten Unterschiede in tax beobachtet werden.
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Abb. 20: Zwischen den phosphoablativen und phosphomimetischen HCN4 Konstrukten besteht kein
Unterschied in der Spannungsabhéngigkeit wihrend der Kanalaktivierung.

A: Angewandtes Spannungsprotokoll zur Analyse der spannungsabhéngigen Kanalaktivierung. Fiir 5 s wurden
hyperpolarisierende Potenziale zwischen -150 und -20 mV (+10 mV Schritte) appliziert und zur Messung des
Stroms bei maximaler Aktivierung anschlieBend ein Sprung auf -150 mV fiir 2 s durchgefiihrt. Das
Haltepotenzial betrug -20 mV, MaBstab y-Achse: 40 mV, x-Achse: 1s; B: Représentative Stromkurven von
HCN4 S14A bzw. S14D, HCN4 S99-102A bzw. S99-102D, HCN4 S139A bzw. S139D. Mafistab y-Achse: 5
pA, x-Achse: 2 s; C: Aktivierungskurve nach Auswertung des Stroms bei maximaler Aktivierung nach
Anpassung an eine modifizierte Boltzmann-Funktion. Die Spannung bei halbmaximaler Kanalaktivierung von
S14A liegt bei V12=-95,0 + 1,1 mV (Steigungsfaktor 14,2 £ 0,2 mV, n=17, N=6) und fiir S14D bei V,,=-92,8
+ 1,9 mV (Steigungsfaktor: 13,8 = 0,3 mV, n=10, N=4); p=0,3. Fiir S99-102A ergab sich V,=-95,7+ 1,1 mV
(Steigungsfaktor 14,0 = 0,1 mV, n=13, N=5) und fiir S99-102D: Vi, =-94,5 + 0,9 mV (Steigungsfaktor 13,7
+ 0,3 mV, n=10, N=5); p=0,4. Vi, von S139A lag bei Vi,=-89,3 £ 1,8 mV (Steigungsfaktor 15,0 = 0,5 mV,
n=10, N=5) und von S139D bei Vi, =-91,3 + 1,2 mV (Steigungsfaktor 13,9 + 0,3mV, n=16, N=5); p=0,4.
Angegeben ist der Mittelwert + Standardfehler. Bestimmung der P-Werte fiir Vi, durch einen ungepaarten
Students T-Test; mV: Millivolt, s: Sekunde, U: elektrische Spannung, I: elektrische Stromstérke.
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Abb. 21: Aktivierungskinetiken der phosphomimetischen und phosphoablativen HCN4
Kanalkonstrukte.

A-C: Aktivierungskinetik der Konstrukte HCN4 S14A bzw. S14D, HCN4 S99-102A bzw. S99-102D, sowie
HCN4 S139A bzw. S139D. Die Aktivierungszeitkonstante tau (tak;) wurde als monoexponentieller Fit der
initialen Stromantwort auf Spannungsspriingen zwischen -150 und -100 mV berechnet und als Logarithmus
dargestellt. tax zwischen S14A (n=17) und S14D (n=10) sowie S99-102A (n=12) und S99-102D (n=10)
unterscheiden sich nicht signifikant. S139A (n=10) zeigt bei -120 mV und -110 mV eine schnellere Aktivierung
als S139D (n=16, p=0,03 bei -110 mV und p=0,04 bei -120 mV). Angegeben wird der Mittelwert *
Standardfehler. P-Werte beruhen auf der Durchfiihrung eines ungepaarten Students T-Tests; s: Sekunde, mV:
Millivolt, U: elektrische Stromspannung.

In Ergidnzung zu den obigen Untersuchungen wurde die Imitation der Phosphorylierung bzw.
Dephosphorylierung aller vier Serinreste in einem HCN4 Konstrukt untersucht. Die Analyse der
Kanalaktivierung ergab zwischen -150 und -100 mV fiir taxx von HCN4 S14-99-102-139A und
HCN4 S14-99-102-139D keine signifikanten Unterschiede (Abb. 22, B)?2. Die beobachteten
Unterschiede in tax zwischen HCN4 S139A und HCN4 S139D konnten in diesem Fall nicht
reproduziert werden. Die beschriebene Phosphorylierung des HCN4 Kanals scheint in Xenopus
Oozyten nicht zu einer Anderung der Aktivierungskinetik des HCN4 Stroms zu fiihren.

Die spannungsabhédngige Kanalaktivierung der Konstrukte HCN4 S14-99-102-139A und HCN4
S14-99-102-139D unterschied sich ebenfalls nicht signifikant (p=0,4)°2. Die Aktivierungskurve des
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phosphoablativen Gesamtkonstrukts ergab fiir Vi, -94,7+ 0,8 mV. Vi, von S14-99-102-139D betrug
-93.4 + 1,1 mV. Zwischen den beiden Konstrukten unterschied sich lediglich die Steigung der
Aktivierungskurve mit einem Steigungsfaktor von 11,3 + 0,2 mV fiir HCN4 S14-99-102-139A und
12,8 +£ 0,2 mV fiir HCN4 S14-99-102-139D (p=0,004).
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Abb. 22: Die Imitation einer AKT-abhingigen Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung der vier
Serin-Reste zeigt keine Auswirkung auf die spannungsabhiingige Kanalaktivierung.

A: Aktivierungskurve des konstitutiv phosphoablativen (HCN4 S14-99-102-139A) und phosphomimetischen
Konstrukts (HCN4 S14-99-102-139D). Fir HCN4 S14-99-102-139A gilt Vip,= -94,7 + 0,8 mV
(Steigungsfaktor 11,3 = 0,2 mV, n=8, N=3). Vi, von HCN4 S14-99-102-139D betrdgt -93.4 + 1,1 mV
(Steigungsfaktor 12,8 =+ 0,2 mV, n=12; N=5); p=0,4. B: Logarithmische Darstellung der
Aktivierungszeitkonstante tau (tax) nach monoexponentiellem Fit der initialen Stromantwort auf
Spannungsspriinge zwischen -150 mV und -100 mV. Zwischen tai von HCN4 S14-99-102-139A (n=7) und
HCN4 S14-99-102-139D (n=11) zeigt sich kein signifikanter Unterschied. Angegeben ist der Mittelwert +
Standardfehler. P-Wert nach Durchfiihrung eines ungepaarten Students T-Tests; mV: Millivolt, s: Sekunde, U:
elektrische Spannung, I: elektrische Stromstéiirke. Abb. in Anlehnung an Erlenhardt et al.*
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3.2.3 Die maximale Stromamplitude des HCN4 Kanals nimmt durch IGF-1 zu

IGF-1 ist ein wichtiger Mediator der somatotropen GH-Achse und ein kompetenter Aktivator der
Proteinkinase AKT®. Daher schloss sich an die Untersuchungen der spannungsabhingigen
Kanalaktivierung wihrend unterschiedlicher AKT-vermittelter Phosphorylierungszustinde eine
Analyse des Einflusses des Wachstumshormons IGF-1 auf die Stromamplitude des HCN4 Kanals
an. HCN4 WT bzw. die zuvor erstellten AKT-vermittelt phosphomimetischen und phosphoablativen
HCN4 Konstrukte wurden in Xenopus leevis Oozyten heterolog exprimiert und die Ganzzellstrome
bei maximaler Kanalaktivierung mithilfe der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme vor, wahrend oder
nach einer Behandlung mit dem Wachstumsfaktor untersucht®.

Zunichst erfolgte die Messung der maximalen Stromamplitude (Imax) Wwahrend einer iiber Minuten
andauernden Behandlung der Oozyte mit IGF-1. 50 nM IGF-1 in HCN4-Ringerldsung wurden
unmittelbar vor Beginn des Spannungsprotokolls in die Messkammer appliziert. Ausgehend von
einem Haltepotenzial bei -20 mV wurde die Oozyte fiir 7 Sekunden auf -150 mV hyperpolarisiert
und anschlieBend auf das Haltepotenzial von -20 mV zuriickgekehrt (Abb. 23, A). Der Sprung auf
die stark hyperpolarisierende Membranspannung ermdglichte die Bestimmung der maximalen
Stromamplitude Ivax. Nachdem fiir 10 Sekunden auf das Haltepotenzial von -20 mV zuriickgekehrt
wurde, erfolgte ein erneuter Spannungssprung auf -150 mV. Dieser Zyklus wurden insgesamt 20x
durchlaufen, sodass Imax wéhrend einer etwa 5 Minuten anhaltenden Behandlung der Oozyte mit
IGF-1 wiederholt gemessen werden konnte. Abb. 23 zeigt beispielhafte Stromspuren von HCN4 WT
exprimierenden Oozyten mit und ohne Wachstumsfaktor in der umgebenden Ringerlosung. Zu sehen
ist eine stete Zunahme der gemessenen Stromamplitude wéhrend der Behandlung mit IGF-1. Ohne
IGF-1 scheint die Stromamplitude des WT nahezu unveréndert zu bleiben. Die gemessenen Werte
fiir Imax wurden auf Ivaxa)des ersten Messzyklus normiert (Irei=Imaxx/Imax(1)), (Abb. 23, C). Bereits
wihrend der zweiten Messung war ein signifikanter Anstieg von Imax zu beobachten (p=0,00002).
Im weiteren Verlauf nahm Imax weiter zu und lag wihrend der letzten Messung nach etwa 5 Minuten
um das 1,6-fache (Irei20/=1,6 £ 0,2) signifikant iiber Ivax des ersten Messzeitpunkts (p=0,003)". Als
Kontrollgruppe dienten WT exprimierende Oozyten, die mit HCN4-Ringerlosung ohne IGF-1
umspiilt wurden. Ivax der Kontrollgruppe stieg zu keinem Zeitpunkt der Messung signifikant an®?.
Ire der Kontrollgruppe withrend der letzten, 20., Messung lag bei Irei20=1,0 + 0,02 (p=1,0)*%.
Dargestellt und angegeben wurde der Mittelwert = Standardfehler. P-Werte wurden mit einem

gepaarten Students T-Test bestimmt.
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Abb. 23: Inax des HCN4 WT, nicht aber des AKT-vermittelt phosphomimetischen Konstrukts, nimmt
unmittelbar wiihrend einer Behandlung mit IGF-1 deutlich zu.

A: Durchgefiihrtes Spannungsprotokoll nach Applikation von IGF-1 (50 nM) in die Messkammer. Innerhalb
von ca. 5 Minuten (schwarze Spur) wurden 20 Messzyklen durchgefiihrt. Ausgehend von -20 mV erfolgte ein
Spannungsprung auf-150 mV fiir 7 s zur Bestimmung von Iyax. Um eine IGF-1 Behandlung von ca. 10 Minuten
zu untersuchen, wurde das Haltepotenzial von -20 mV um 17 s pro Messzyklus verlangert (rote Spur); B+C:
Représentative Stromspuren ohne bzw. wihrend einer Behandlung der Oozyte mit IGF-1. Malistab y-Achse:
5 pA, x-Achse: 2 s; D: Relative Stromamplitude Izt wihrend wiederholter maximaler Aktivierung ohne bzw.
wihrend der Behandlung der Oozyte mit IGF-1. Normiert wurde auf Imax(1) des ersten Messzyklus unmittelbar
nach IGF-1 Applikation. Iyax des WT steigt wihrend der Behandlung auf 1,6 + 0,2 (n=11, N=3) signifikant an
(p=0,003). In Abwesenheit von IGF-1 bleibt ein derartiger Anstieg aus (Ire= 1,0 = 0,02, n=11, N=5, p= 1,0).
Abb. in Anlehnung an Erlenhardt et al.%?; E: Irs des WT und des phosphomimetischen Konstrukts S14-99-
102-139D bei wiederholt maximaler Aktivierung wahrend einer Behandlung mit IGF-1 (ca. 10 Min). Igel wurde
wie in (D) bestimmt. Ire; des WT steigt signifikant auf das 2-fache (2,1 = 0,4, n=6, N=4; p=0,04) an. Das
phosphomimetische Konstrukt zeigt eine sehr geringe Zunahme von Ivax (1,1 + 0,04; n=9, N=3; p=0,03).
Angegeben ist der Mittelwert + Standardfehler. P-Wert nach Durchfithrung eines gepaarten Students T-Tests;
s: Sekunde, mV: Millivolt, nM: Nanomolar, I: elektrische Stromstarke.
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Da viele Wirkungen von IGF-1 durch Aktivierung der AKT-Signalkaskade vermittelt werden®®, war
die Untersuchung des unmittelbaren Einflusses des Wachstumsfaktors auf die AKT-abhingig
phosphomimetische Mutante HCN4 S14-99-102-139D ein nichster Schritt. Um eine lédngere
Inkubationszeit des Wachstumsfaktors zu untersuchen, wurde zudem das Spannungsprotoll
modifiziert und die Zeit, in der die Oozyte auf das Haltepotenzial (-20 mV) geklemmt wurde,
verldngert. Dadurch verdoppelte sich die Dauer der Behandlung mit IGF-1 auf etwa 10 Minuten
(Abb. 23, A). In der Kontrollgruppe wurden WT exprimierende Oozyten mit IGF-1 behandelt. Ire
wurde, wie bereits oben beschrieben, berechnet.

Die in Abb. 23, B beispielhaften Stromkurven zeigen die Entwicklung der Stromamplitude von WT
und S14-99-102-139D wihrend der Behandlung mit IGF-1. Imax des phosphomimetischen
Konstrukts scheint durch IGF-1 nahezu unverdndert zu bleiben. Die bereits zuvor beobachtete
Amplitudenzunahme von Iviax des WT bestitigte sich (Abb. 23, C). Ivax des WT nahm wéhrend der
10-miniitigen Behandlung mit IGF-1 zu und stieg signifikant auf das 2-fache an (Irei20=2,1 = 0,4),
(p=0,04). Bei S14-99-102-139D blieb ein derartiger Anstieg aus. Imax von S14-99-102-139D nahm
im Laufe der Messung in einem deutlich geringerem Mal3e signifikant zu (Ireioy=1,1 = 0,04; p=0,03).
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3.2.4 Die maximale Stromamplitude der phosphoablativen und phosphomimetischen HCN4
Konstrukte ist gegentiber IGF-1 Applikation unempfindlicher

Die bisher vorgestellten Ergebnisse zeigten eine unmittelbare und deutliche Zunahme der
Stromamplitude des WT wihrend einer kurzen Behandlung der Xenopus Oozyte mit dem
Wachstumsfaktor IGF-1°2. Ein Effekt in einem vergleichbaren Ausmal blieb bei der Untersuchung
der konstitutiv phosphomimetischen Mutante S14-99-102-139D aus.

Nachfolgend wurde der Einfluss einer lingeren, 30-miniitigen IGF-1 Inkubation auf Iy.x des WT,
des phosphomimetischen und des phosphoablativen HCN4 Konstrukts untersucht. Durch einen
einmaligen Spannungssprung auf -150 mV fiir 7 Sekunden wurde Imax vor und nach einer 30-
miniitigen Behandlung mit IGF-1 (50 nM) bestimmt. Fiir diese Analyse wurden die Ganzzellstrome
derselben Oozyte zu beiden Zeitpunkten gemessen und miteinander verglichen. Dadurch konnten
mogliche Unterschiede im Oberflichenexpressionsniveau zwischen den jeweiligen Oozyten
ausgeschlossen werden. Angegeben werden neben den absoluten Werten von Imax, Mittelwert +
Standardfehler. P-Werte wurden mithilfe eines gepaarten Students T-Tests bestimmt. Normiert

wurde auf Iyax vor einer Behandlung mit IGF-1 (Iret = Imax+1Gr-) / IMax(iGe-1))-

Abb. 24, A zeigt beispiclhafte Stromspuren der untersuchten Gruppen wihrend maximaler
Kanalaktivierung vor und nach einer Behandlung mit IGF-1 fiir 30 Minuten®?.

Imax des WT stieg nach Applikation von IGF-1im Mittel deutlich an®. Iy der Konstrukte S14-99-
102-139A und S14-99-102-139D nahm dagegen vergleichsweise gering zu®>. Der Mittelwert von
Imax des WT lag vor IGF-1 bei 3,2 + 0,6 uA (Abb. 24, C). Nach einer Behandlung stieg Imax auf 8,2
+ 0,9 pA an. Dies entsprach einer signifikanten Zunahme um den Faktor 2,9 £ 0,3 (p=0,00006). Iyax
des phosphoablativen bzw. phosphomimetischen Konstrukts nahm nach Applikation von IGF-1
deutlich weniger zu (Abb. 24, C)*2. S14-99-102-139A zeigte dennoch einen signifikanten Anstieg
um den Faktor 1,5 £ 0,04 von 2,1 £ 0,5 pA auf 3,1 £0,7 pA (p=0,005). Eine Zunahme von Ipax war
auch bei S14-99-102-139D zu beobachten®?. Vor einer Behandlung mit IGF-1 lag Ivax bei 7,2 = 1,7
PA. Nach IGF-1 stieg Ivax signifikant um das 1,2-fache + 0,3 auf 8,1 £ 1,8 pA an (p=0,01).

Die Konstrukte WT, S14-99-102-139A und S14-99-102-139D wurden zu unterschiedlichen
Zeitpunkten gemessen. Daher konnte kein direkter Vergleich der einzelnen Gruppen durchgefiihrt

werden.
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Abb. 24: In.x des phosphoablativen und -mimetischen Konstrukts steigt durch IGF-1 nur gering an.

A: Reprisentative Stromspuren der HCN4 Konstrukte vor und nach einer Behandlung der Xenopus Oozyte mit
IGF-1 (50 nM, 30 Min). -150 mV wurden einmalig fiir 7 s appliziert (Haltepotenzial -20 mV) um die maximale
Stromamplitude Iymax zu messen. Maf3stab y-Achse: 1 pA, x-Achse: 2 s; B: Entwicklung von Iyax von WT
(n=10, N=2), S14-99-102-139A (n=5, N=2) und S14-99-102-139D (n=7, N=2) derselben Oozyte vor und nach
einer IGF-1-Behandlung; C: Boxplot-Darstellung von Iyax aus (B) vor (-) und nach (+) IGF-1. Iyax des WT
liegt bei 3,2 = 0,6 pA und steigt nach der Behandlung mit IGF-1 auf 8,2 + 0,9 pA um den Faktor 2,9 + 0,3
signifikant an (p=0,00006). Inax von S14-99-102-139A steigt von 2,1 + 0,5 pA durch eine IGF-1-Behandlung
auf 3,1 + 0,7 pA signifikant um den Faktor 1,5 + 0,04 an (p=0,005). Imax von S14-99-102-139D liegt zunéchst
bei 7,2 + 1,7 pA und steigt durch IGF-1 auf 8,1 + 1,8 pA signifikant um den Faktor 1,2 =+ 0,3 an (p=0,01). Im
Boxplot sind Mittelwert (Quadrat), Standardfehler (Kasten) sowie das Minimum und Maximum der
gemessenen Werte fiir Imax (Whisker) gezeigt. Angegeben ist der Mittelwert + Standardfehler. P-Werte wurden
mithilfe eines gepaarten Students T-Tests berechnet. Die Messungen der jeweiligen Gruppen stammen aus
unterschiedlichen Messwochen (Trennlinien). pA: Mikroampere, I: elektrische Stromstirke. Abb. in
Anlehnung an Erlenhardt et al.%?
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3.2.5 In Xenopus Oozyten andert IGF-1 die spannungsabhangige Aktivierung des HCN4
Wild-Typs nicht

AbschlieBend wurde die spannungsabhingige Aktivierung des WT vor und nach einer Inkubation
mit IGF-1 durch Analyse der Aktivierungskurve und der Aktivierungskinetik tax charakterisiert.
Hierfiir wurde das in Kapitel 2.5.3 beschriebene Spannungsprotokoll angewandt (Abb. 9). Vi, des
WT betrug nach Anpassung der Kurve an eine modifizierte Bolzmann-Funktion -96,4 £ 1,0 mV
(Abb. 25). Nach einer 30-miniitigen Inkubation mit IGF-1 ergab sich fiir Vi -98,3 + 1,5 mV. Vi
der beiden Gruppen unterschied sich nicht signifikant®>. Auch die Aktivierungszeitkonstante Tk des
WT énderte sich zwischen -150 und -100 mV durch eine Behandlung der Oozyte mit dem
Wachstumsfaktor nicht®?. Angegeben wurde der Mittelwert = Standardfehler von Vi,. P-Werte

wurden mithilfe eines ungepaarten Students T-Tests berechnet.
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Abb. 25: Eine IGF-1 Behandlung fiihrt nicht zu einer Anderung der spannungsabhiingigen Aktivierung
des HCN4 Wild-Typs in Xenopus Oozyten.

A: Aktivierungskurve des HCN4 Wild-Typs (WT) vor und nach Inkubation (30 Minuten) mit IGF-1 (50 nM).
Aktivierungskurve nach Auswertung des Stroms bei maximaler Aktivierung nach Spannungsspriingen
zwischen -150 und -20 mV und Anpassung an eine modifizierte Boltzmann-Funktion. Vi, des WT betrigt
-96,4 + 1,0 mV (Steigungsfaktor 14,5 £ 0,3 mV; n=16, N=8). Fiir Vi wr+ar-1) gilt -98,3 £ 1,5 mV (p=0,3),
(Steigungsfaktor 14,0 £ 0,5 mV; n=8, N=2); B: Die Aktivierungszeitkonstanten tau (tax) zwischen -150 und -
100 mV des WT unterscheiden sich vor (n=15) und nach (n=8) einer IGF-1 Behandlung (30 min) nicht;
angegeben ist der Mittelwert + Standardfehler. P-Werte fiir Vi, wurden mithilfe eines ungepaarten Students T-
Tests bestimmt; mV: Millivolt, I: elektrische Stromstirke, s: Sekunde. Abb. in Anlehnung an Erlenhardt et al.?
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4 Diskussion

4.1 Identifizierung und zellbiologische Charakterisierung der Variante HCN4 V759

In der vorliegenden Arbeit wurde die genetische Variante V7591 des kardialen Schrittmacherkanals
HCN4 bei einer Patientin mit symptomatischer Sinusknotendysfunktion identifiziert. Verschiedene
Mutationen des lonenkanals konnten bereits in Verbindung mit diesem Krankheitsbild gebracht
werden®. Somit stellte sich die Frage, ob HCN4 V7591 eine Ursache fiir die Symptomatik der
Patientin sein konnte. Neben der molekulargenetischen Untersuchung des HCN4 Gens wurde in
dieser Arbeit das Expressionsmuster der identifizierten Variante zellbiologisch analysiert.

Das folgende Kapitel der Diskussion ist an die Publikation von Erlenhardt et al. angelehnt, in der ein
Teil der vorgestellten Ergebnisse sowie weiterfithrende Daten bereits verdffentlicht wurden®. Teile
aus der genannten Arbeit werden in der folgenden Darstellung in wortlicher Ubersetzung

verwendet®,

In der kardiologischen Diagnostik der vorgestellten Indexpatientin konnte eine ausgepréigte
Sinusbradykardie mit eingeschrinkter Herzfrequenzsteigerung wéhrend korperlicher Belastung
(chronotrope Inkompetenz) beobachtet werden®. Da metabolische, Drogen-assoziierte oder
strukturelle Ursachen ausgeschlossen worden waren, wurde die Diagnose einer idiopathischen
Sinusknotendysfunktion (Sick-Sinus-Syndroms, SSS) gestellt®. Als Therapie der Wahl erfolgte die
Implantation eines Herzschrittmachers®. Aufgrund einer auffélligen Familienanamnese lag die
Vermutung nahe, dass die Symptomatik der Patientin einen genetischen Ursprung besaB33*.

In der molekulargenetischen Analyse wurden alle acht Exons des HCN4 Gens der Patientin auf
Mutationen untersucht®. Dabei konnte die monoallelische Missense-Mutation ¢.2275G>A
identifiziert werden, die zu einem Austausch der Aminosdure Valin zu Isoleucin an Position 759
(V759I) im HCN4 Protein fiihrt®,

Im genomic evolutionary rate profiling score, einem Punktescore zur Beschreibung des Grades der
Konservierung einer Aminoséure, erreicht V759 einen Wert von 3,45 und ist bis zur Stufe der
Reptilien in HCN Kanilen konserviert® ®8. Laut Exome Variant Server (National Heart, Lung, and

Blood Institute Exome Variant Server, http://evs.gs.washington.edu/EVS/) stellt die Variante mit

einer Haufigkeit von 0,6% in einer europdischen und 0,1% in einer afrikanisch-amerikanischen
Population eine seltene Variante des HCN4 Kanals dar®.
Genetische Analysen beschrieben V7591 als assoziiert mit Fillen des plotzlichen Kindstods und der

malignen Epilepsie® *. Die identifizierte Variante war daher als potenziell pathogen einzustufen®.

Genetische Erkrankungen des HCN4 Kanals gehen hiufig mit Verinderungen des gating einher®.
Sie konnen jedoch auch weitere Mechanismen beeintréchtigen, die zur Funktionsweise des Kanals
beitragen. Beispielsweise konnen Anderungen der Ionenkanaldichte an der Zelloberfliche
weitreichende Auswirkungen auf die Erregbarkeit von Zellen haben®. V7591 befindet sich im
distalen zytoplasmatischen C-Terminus des HCN4 Proteins, in direkter Nihe zur CNBD?3. Da dieser
Bereich eine entscheidende Rolle im subzelluldren Transport (¢rafficking) des Kanals spielt, wurde

im Rahmen dieser Arbeit die Oberflichen- und Gesamtexpression der HCN4 Variante untersucht®.
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Zunichst erfolgten rekombinante Oberflachenexpressionsanalysen in CHO-Zellen. Um eine
Beeintrachtigung der Oberflichenexpression durch externe Einfliisse, wie beispielsweise die
Verwendung unterschiedlicher Vektoren und Antikorper-tags, zu verhindern, befanden sich die
untersuchten HCN4 Konstrukte in demselben Vektor (pEGFP-N1) und wurden {iber dasselbe fag
(HA-tag) detektiert. HCN4 V7591 zeigte eine signifikante Reduktion des Oberflichensignals im
Vergleich zum WT. Diese Beobachtung konnte in darauffolgenden Analysen mehrfach reproduziert
werden. Eine Western Blot Analyse verglich anschlieBend die Gesamtexpression von WT und V7591
in CHO-Zellen. Die Quantifizierung der Bandenintensitit des WT und der Variante ergab eine
groflere Gesamtexpression von V7591, die jedoch nicht signifikant ausfiel. In der Zusammenschau
konnte dies darauf hindeuten, dass V7591 den subzelluldren Transport, insbesondere das anterograde
trafficking des HCN4 Proteins zur Zelloberfldche stort oder zu einer vermehrten Internalisierungsrate
der Variante in CHO-Zellen fiihrt und somit die Expression des HCN4 an der Zellberfliche reduziert.

Symptomatische Mutationen konnen neben dem Homotetramer auch die Kanaleigenschaften der
heterotetrameren Konformationen aus WT und Mutante modulieren. Im Fall der Mutante HCN4
K530N, die in Verbindung mit atrialen Tachyarrhythmien steht, war ein Einfluss auf die
Spannungsabhingigkeit ausschlieBlich im heterotetrameren Kanalkomplex zu beobachten®.

Im konkreten Fall der hier untersuchten Variante, handelt es sich um eine heterozygote Mutation,
die sich auf einem der beiden Allele der Indexpatientin befindet®*. Um diese Heterozygotie in vitro
zu imitieren und die Oberflachenexpression des Hetereotetramers aus WT und V7591 zu
untersuchen, wurden die beiden Konstrukte in einem Verhiltnis von 1:1 in CHO-Zellen
kotransfiziert und das Niveau ihrer Oberflichenexpression quantifiziert. Im Heterotetramer
WT/V7591 war das Signal der WT-Untereinheit im Vergleich zum Signal des homotetrameren WT
signifikant reduziert. V7591 hingegen wies im Heterotetramer WT/V7591 ein um etwa denselben
Faktor, jedoch nicht signifikant, gesteigertes Oberfldchensignal im Vergleich zum Homotetramer der
Variante auf.

Diese Ergebnisse konnten darauf hindeuten, dass V7591 in der heterotetrameren Konformation
bevorzugt an der Zelloberfliche von CHO-Zellen exprimiert wird. Ein Vergleich der Oberflachen-
und Gesamtexpression des Heterotetramers WT/V7591, ohne zwischen den jeweiligen
Untereinheiten zu unterscheiden, mit dem homotetrameren WT wire in einem anschlieenden Schritt
wichtig. Dies wiirde zu einer Differenzierung zwischen einer Anderung der Gesamtexpression der
Heterotetrames oder einer Anderung des Verhiltnisses der Untereinheiten WT und Variante an der
CHO-Zelloberfléche beitragen.

In Ergénzung zu den zellbiologischen Untersuchungen dieser Arbeit analysierte Dr. Olaf Kletke die
biophysikalischen Eigenschaften von V7591. WT und V7591 wurden rekombinant in Xenopus lceevis
Oozyten exprimiert und die spannungsabhingige Kanalaktivierung mithilfe der Zwei-Elektroden-
Spannungsklemme ausgewertet. Dabei konnte keine Anderung von V,» und der Aktivierungskinetik
durch den Aminoséureaustausch V7591 beobachtet werden (Abb. 27)*. Die spannungsabhiingige
Aktivierung des Heterotetramers WT/V7591 zeigte ebenfalls keine Verschiebung der
Aktivierungskurve®!. Sowohl das Homotetramer V7591 als auch das Heterotetramer WT/V7591
scheinen das gating der HCN4 Kanalaktivierung nicht zu beeinflussen (Abb. 27)34.
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Da neben HCN4 die Isoformen HCN1 und HCN2 zu I beitragen, kann eine Einflussnahme von
V7591 auf die Tetramerisierung mit anderen Isoformen an dieser Stelle nicht ausgeschlossen

werden® #, Dies gilt sowohl fiir die biophysikalischen als auch zellbiologischen Eigenschaften.

Die Interaktion von HCN Kanélen mit dem second messenger cAMP spielt eine zentrale Rolle in der
B-adrenergen Modulation von If7. Daher erweiterte Marlene Komadowski vom Institut fiir
Physiologie und Pathophysiologie des Marburg Center for Mind, Brain and Behavior die
elektrophysiologischen Untersuchungen von Dr. Olaf Kletke. Sie zeigte in inside-out patches an
Oozyten, dass cAMP das spannungsabhéngige Schaltverhalten von WT und V7591 in gleichem
AusmaB moduliert®. cAMP verschob die Aktivierungskurve beider HCN4 Konstrukte zu positiveren
Membranpotenzialen (Abb. 27)%4.

In Xenopus Oozyten beeinflusst die Variante V7591 daher keine der drei wichtigen Faktoren des
HCN4 Stroms, die zur Schrittmacherfunktion des Sinusknotens beitragen. Weder die
spannungsabhingige Aktivierung, die Kinetik noch die Modulation durch cAMP wird durch die
Mutation beeintrichtigt*.

Eine zusétzliche Analyse von viral transduzierten Kardiomyozyten der neonatalen Ratte untersuchte
die  Oberflichenexpression von V7591 in  einem nativen Zellsystem®. Die
Immunzytochemieféarbungen, durchgefiihrt von Dr. Nadine Erlenhardt, lieferten keine Hinweise auf
eine eingeschrinkte Oberfldchenexpression von V7591 (Abb. 26)*. Zudem akkumulierte V7591 in
einer vergleichbaren Intensitit wie der WT im endozytotischen Recyclingkompartiment®. Diese
ausgepragte juxtanukledre Proteinanreicherung ist charakteristisch fiir HCN4 Kanéle und spielt eine
wichtige Rolle in der dynamischen Aufrechterhaltung der Oberflichenpopulation®. Sowohl das
Recycling als auch die Oberflichenexpression des HCN4 scheinen in diesen Zellen durch V7591

unbeeinflusst zu sein®*.

Die Diskrepanz der Oberflichenexpressionsanalysen zwischen CHO-Zellen und Kardiomyozyten
konnte auf Unterschieden der beiden Expressionssysteme beruhen. So ist zB. der
spannungsabhingige Strom des K*-Kanals Kv1.5 in HEK293-Zellen verdndert, da diese Zelllinie
eine modulierende B-Untereinheit des Kanals nicht endogen exprimiert™.

In CHO-Zellen beobachteten Liao et al. eine cAMP-unabhéngige Authebung der Autoinhibition des
HCN4 Kanals, die in HEK293-Zellen nicht zu sehen war®’. Insbesondere der C-Terminus von AS
719-1012 des HCN4 scheint mit einer noch unbekannten, endogenen Struktur der CHO-Zelle zu
interagieren und bei der fehlenden cAMP-Wirkung eine Rolle zu spielen.

Dieselbe Arbeitsgruppe identifizierte anschlieBend zwei Interaktionspartner des HCN4 Kanals
(LRMP, lymphoid-restricted membrane protein und IRAG, inositol 1,4,5-tri- sphoshate receptor-
associated guanylate kinase substrate), die endogen in CHO-Zellen vorkommen, das Schaltverhalten
des Kanals beeinflussen und deren Transkription in HEK-Zellen um ein Vielfaches reduziert ist.
Insbesondere LRMP scheint fiir das Fehlen einer cAMP-Wirkung in CHO-Zellen entscheidend zu
sein. Da LRMP und IRAG keine Auswirkung auf die maximale Stromamplitude von HCN4 haben,
scheinen sie keinen Einfluss auf das trafficking zu haben. Weitere Coprézipitate des HCN

Kanalkomplexes in einer Immunoprézipitation deuten auf das Vorkommen weiterer endogener
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Interaktionspartner in CHO-Zellen hin®®. V7591 konnte die Interaktion mit einem solchen stdren und
das trafficking der Variante beeinflussen.

Weiterfiihrende umfangreiche Analysen sind notwendig, um diese Hypothese zu untersuchen. Die
diskrepanten Ergebnisse aus CHO-Zellen und Kardiomyozyten zeigen, dass nicht alle Eigenschaften

nativer lonenkanélen in rekombinanten Expressionssystemen zuverlidssig widergespiegelt werden.

HCN4 Kanile werden auch im ZNS exprimiert!>. PEXSR/Trip8b ist eine B-Untereinheit des
neuronalen HCN Kanalkomplexes*® °7. Durch Bindung u.a. an den distalen C-Terminus und die
CNBD des Kanals antagonisiert PEXS5R/Trip8b die Wirkung von cAMP und éndert entsprechend
die Spannungsabhingigkeit und Aktivierungsgeschwindigkeit*®>°. Da die hier untersuchte Variante
V7591 bereits mit Fillen der malignen Epilepsie in Verbindung gebracht wurde, konnte die C-
Terminal gelegene Mutation die Interaktion mit dem Bindungspartner beeinflussen®. Die im
Rahmen dieser Arbeit beobachtete Zunahme des Oberflichensignals von WT und V7591 durch die
PEX5R/Trip8b Isoform 1a-4 war fiir den WT in CHO-Zellen statistisch zwar nicht signifikant. Beide
Kanalvarianten zeigten jedoch eine eindeutig zunehmende Entwicklung ihrer Oberfldchenexpression
durch die Koexpression von PEX5R/Trip8b 1a-4.

Aufgrund eines umfangreichen alternativen splicing des N-Terminus, liegen mehrere Isoformen von
PEXS5R/Trip8b  mit  unterschiedlich ~ zusammengesetzten =~ N-Termini  vor’l. Die
Oberflichenexpression von HCN Kanilen kann je nach PEXSR/Trip8b Isoform und
Expressionssystem auf unterschiedliche Weise moduliert werden’!. Die Ergebnisse dieser Arbeit
stehen im Einvernehmen mit der Zunahme der Stromdichte des HCN1 bzw. der Expression des
HCNI1 an der Zelloberfldche durch PEX5R/Trip8b 1a-4 in Xenopus Oozyten sowie hippocampalen
Neuronen®!. Sie zeigen erstmalig, dass die Isoform PEX5R/Trip8b la-4 zu einer Steigerung der
Oberflachenexpression des Kanals fiihrt.

Dr. Olaf Kletke bestitigte ebenfalls eine Wirkung von PEXSR/Trip8b auf Ebene der
Spannungsabhingigkeit und der Aktivierungskinetik von WT und der Variante mithilfe der Zwei-
Elektroden-Spannungsklemme an Oozyten. Eine Verschiebung der Aktivierungskurve hin zu
hyperpolarisierenden Spannungen sowie eine Verldngerung der Aktivierungszeitkonstante durch
PEXS5R/Trip8b war in gleichem Ausmal sowohl fiir den WT als auch V7591 zu beobachten (Abb.
27)%. V7591 scheint die Interaktion zwischen HCN4 Kanélen und PEX5R/Trip8b nicht zu stéren®.

Einschrinkungen der Biophysik, der Prozessierung und des Transportes des Kanals zur
Zelloberflache durch V7591 konnten von Erlenhardt et al. in Xenopus Oozyten und nativen Zellen
nicht nachgewiesen werden®. Auf diesen Erkenntnissen basierend ist V7591 nicht als alleinige
Ursache der diagnostizierten Sinusknotendysfunktion der Patientin zu werten. Dies stimmt mit einer
verhdltnismaBig geringen Verdnderung der physikochemischen Eigenschaften durch einen
Aminosiureaustausch von Valin mit Isoleucin iiberein (Grantham Score von 29)3* %8, Das Fehlen der
heterozygoten Mutation in der Analyse des HCN4 Gens der Mutter der Indexpatientin bestétigte
diese  Schlussfolgerung®. Diese litt ebenfalls unter einer behandlungsbediirftigen
Sinusknotendysfunktion, trug aber auf keinem der beiden Allele die HCN4 Variante V759I.

Seltenere genetische Mutationen von Ionenkanélen beispielsweise des Na‘-Kanals SCN5A (sodium
voltage-gated channel alpha subunit 5) oder kardialen Interaktionspartnern des HCN4
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Membrankomplexes, wie beispielsweise KCNE2, konnen eine Rolle in der Pathogenese hereditérer
Sinusknotendysfunktionen spielen*": ®* % Dass genetische Mutationen von Interaktionspartnern die
Funktionalitdt des HCN Kanalkomplexes und Ir beeinflussen, oder dass Beeintrachtigungen anderer
Ionenkanile zur Klinik der Patientin beitragen, kann nicht ausgeschlossen werden®. Mehrere
Fallbeispiele des SSS waren nicht auf einen einzelnen Ionenkanaldefekt zuriickzufiihren'®. Die
Atiologie der Sinusknotenerkrankung der vorgestellten Indexpatientin scheint auf einer
multifaktoriellen Genese zu basieren®*. Weitere Strukturen und Mechanismen, wie gap junctions und
intrazelluldre Signalkaskaden, leisten neben lonenkanalstromen einen wichtigen Beitrag zur
Entstehung einer rhythmischen Herzaktion®*. Fehlerhafte Funktionen verschiedener Regulatoren
konnen das fein aufeinander abgestimmte System des Sinusknotens storen und zu einer Dysfunktion
mit klinischer Manifestation fiihren®?. Daher ist eine Differenzierung zwischen Genotyp und
Phénotyp, zwischen Mutation und Variante sowie zwischen Erkenntnissen aus nativen und
heterologen Zellsystemen in der Beurteilung molekulargenetischer Erkrankungen der Kardiologie
unerlisslich'”!. Diese Arbeit unterstreicht im Kontext der Publikation von Erlenhardt et al. die

Wichtigkeit einer kritischen Interpretation von genetischen Analysen hereditirer Arrhythmien3*.

>
vy)

surface intracellular merge

Abb. 26: In Kardiomyozyten beeintrichtigt V7591 die Oberflichenexpression nicht.

A: Reprisentative Immunzytochemiefarbungen neonataler Kardiomyozyten der Ratte nach viraler
Transduktion mit HCN4 Wild-Typ (WT) oder HCN4 V7591 vor (surface) bzw. nach (intracellular)
Permeabilisierung der Zellmembran; B: Relatives Oberflichenexpressionsniveau von WT und Variante V7591
nach Normierung der Signale auf den WT. Der Transport der Variante zur Zelloberfliche wird von V7591 nicht

beeintrachtigt; Abb. mit freundlicher Genehmigung des Verlages unverdndert iibernommen aus Erlenhardt et
al ¥
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Abb. 27: V7591 beeinflusst die spannungsabhingige Aktivierung, die Aktivierungskinetik sowie die
cAMP-Abhingigkeit des HCN4 Kanals nicht.

A: Reprisentative Beispielstrome von HCN4 Wild-Typ (WT), HCN4 V7591 und der Heterotetramers
WT/V7591 in Xenopus Ilevis Oozyten gemessen mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme; B: Die
Aktivierungskurven der spannungsabhidngigen Kanalaktivierung von WT, V7591 und des Heterotetramers
WT/V7591 unterscheiden sich nicht signifikant. C: Représentative Beispielstrome von WT und V7591 aus
inside-out patches von Xenopus Oozyten nach hyperpolarisierenden Spannungen zwischen -60 und -160 mV
ohne bzw. mit cAMP; D: Boxplot-Darstellung der Werte von Vi, von WT und V7591 aus inside-out patches
vor der Applikation von cAMP (links), cAMP-abhingige Verschiebung von Vi, von WT und V759I (rechts);
E: Aktivierungskurve von WT und V7591 aus Xenopus Oozyten aus Messungen mit der Zwei-Elektroden-
Spannungsklemme ohne bzw. mit Koexpression des neuronalen Interaktionspartner PEXSR/Trip8b,
PEXSR/Trip8b verschiebt die Aktivierungskurven von WT und V7591 in gleichem MaBe; F:
Aktivierungszeitkonstante tau von WT und V7591 nach monoexponentiellem Fit der initialen Stromantwort
auf hyperpolarisierende Spannungen der Xenopus Oozyten; mV: Millivolt, I: elektrische Stromstérke, U:
elektrische Stromspannung, s: Sekunde; Abb. mit freundlicher Genehmigung des Verlages unverdndert
iibernommen aus Erlenhardt et al.3
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4.2 Einfluss des IGF-1/AKT-Signalwegs auf elektrophysiologische Eigenschaften des
HCN4 Stroms

Signalwege beeinflussen auf verschiedene Weise die Funktion von lonenkanélen und ermoglichen
eine dynamische Anpassung der Kanalaktivitit an verdnderte Bedingungen der Zelle. Eine
Phosphoproteom-Analyse von Reinartz ef al. in HL-1 Kardiomyozyten der Ratte hatte vier Serin-
Reste des HCN4 Kanals (S14, S99, S102 und S139) identifiziert, deren Phosphorylierung AKT-
abhingig reguliert wird”®. Auf diesen Erkenntnissen aufbauend wurde in der vorliegenden Arbeit
eine AKT-abhidngige Phosphorylierung des HCN4 Kanals mittels phosphomimetischer und
phosphoablativer HCN4 Mutanten imitiert. Mithilfe der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme
wurden die biophysikalischen Eigenschaften der spannungsabhingigen Kanalaktivierung des
modifizierten lonenkanals in Xenopus levis Oozyten analysiert. Daran anschlieend erfolgte eine
Untersuchung eines akuten Einflusses des Wachstumsfaktors IGF-1, neben Insulin ein kompetenter
Aktivator der AKT, auf den Ionenkanal.

Ein Teil der in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse sowie daran ankniipfende Analysen wurden im
Rahmen einer Publikation veroffentlicht®. Sie werden im folgenden Abschnitt der Diskussion in

Anlehnung an diese Veroffentlichung dargestellt.

4.2.1 Keine Anderung der spannungsabhangigen Kanalaktivierung zwischen AKT-abhangig
phosphomimetischen und phosphoablativen HCN4 Konstrukten

Proteinkinasen beeinflussen HCN Kanile und Ir bzw. 1,*3. Beispielsweise moduliert sowohl eine
Aktivierung als auch eine Inhibition der Proteinkinase p38 Mitogen-Activated Protein Kinase die

spannungsabhingige Aktivierung von I, in hippokampalen Neuronen'??

. Eine Phosphorylierung des
C-Terminus von HCN2 und HCN4 durch die Kinase Src fiihrt in heterologen Expressionssystemen
und nativen Zellen zu einer beschleunigten Kanalaktivierung sowie einer kontrovers diskutierten
Verschiebung von V!9 104,

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunichst der Einfluss einer AKT-abhidngigen Phosphorylierung
bzw. Dephosphorylierung der vier N-terminal gelegenen Serin-Reste des HCN4 Kanals auf die
spannungsabhéngige Kanalaktivierung untersucht. Zwischen den phosphomimetischen (HCN4
S14D, HCN4 S99-102D, HCN4 S139D) und phosphoablativen (HCN4 S14A, HCN4 S99-102A,
HCN4 S139A) Konstrukten wurde keine Anderung der Aktivierungskurve gezeigt. Eine Analyse der
Konstrukte mit allen vier Punktmutationen (HCN4 S14-99-102-139A, HCN4 S14-99-102-139D)
bestitigte diese Beobachtung. Die Spannung der halbmaximalen Kanalaktivierung unterschied sich
zwischen dem jeweils konstitutiv phosphomimetischen und phosphoablativen Zustand nicht®?. Die
Bestimmung der Zeitkonstante der spannungsgesteuerten Aktivierung ergab zwischen
phosphomimetischen und phosphoablativen Kanalkonstrukten ebenfalls keine Anderungen von Tak.
Lediglich HCN4 S139A wies bei -110 mV und -120 mV eine raschere Aktivierung als HCN4 S139D
auf. Bei negativeren und positiveren Spannungen konnte kein signifikanter Unterschied in Tak
gezeigt werden. Die Konstrukte HCN4 S14-99-102-139A und HCN4 S14-99-102-139D wiesen

keine Unterschiede in der Aktivierungskinetik auf®?.
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Somit bleibt festzuhalten, dass eine Phosphorylierung der vier Serin-Reste weder die
Spannungsabhingigkeit der Kanalaktivierung noch die Kinetik des HCN4 in Xenopus Oozyten
beeinflusst®.

In einer neuen Studie untersuchten Lu et al. den Einfluss von PI3K bzw. AKT auf den HCN2 Kanal
in HEK293-Zellen!®. Dabei wurde eine negative Verschiebung der Aktivierungskurve und eine
Abnahme der Dichte des HCN2 Stroms durch die Inhibition von PI3K und AKT beobachtet. Die
Autoren vermuteten eine Modifizierung des homotetrameren HCN2 Kanals durch PI3K iiber eine
AKT-abhéngige Phosphorylierung an Position S861. Eine zuvor in Sinusknotenzellen des Hasen
beobachtete Abnahme der Stromdichte, Verschiebung der Aktivierungskurve und Abnahme der
Aktivierungskinetik von Irdurch eine PI3K Inhibition, konnte von Lu et al. wider Erwarten durch

eine Hemmung von AKT nicht reproduziert werden'%

. Dies wurde damit begriindet, dass eine AKT-
abhingige Regulation Isoform-spezifisch sein kdnnte und HCN4 und HCN1 moglicherweise nicht
betrifft bzw. dass eine PI3K-aktivierte Kinase AKT-unabhingig Irin Sinusknotenzellen beeinflussen
konnte.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen keinen Unterschied in der spannungsabhingigen
Kanalaktivierung der AKT-abhédngig phosphomimetischen und phosphobalativen HCN4 Konstrukte
(Abb. 20)*2. Diese Beobachtung kdénnte mit der Vermutung von Lu et al. iibereinstimmen, dass eine
AKT-Inhibition die Spannungsabhingigkeit der Isoform HCN4 nicht moduliert'®. Die hier
untersuchten Serin-Reste befinden sich im N-Terminus des HCN4. Ob AKT-abhédngig weitere
Aminoséurereste des HCN4 phosphoryliert werden, die einen Einfluss auf das gating des Kanals
ausiiben, kann nicht ausgeschlossen werden. Lu ef al. identifizierten S861 im C-Terminus des HCN2

105 Zudem wurden zwei

als vermittelnden Phosphorylierungsrest des PI3K/AKT-abhingigen Effekts
potenzielle AKT-Phosphorylierungsstellen des HCN4 (S14, S1184) beschrieben, wovon nur S14 mit
den in dieser Arbeit untersuchten Serin-Resten tibereinstimmt und die Kanalaktivierung in Oozyten
nicht beeinflusst.

Die Identifizierung von S14, S99, S102 und S139, auf die diese Arbeit aufbaut, erfolgte anhand eines
stabilen knock-downs von AKT1 und AKT27. Ungeklirt bleibt, ob diese Serinreste direkt oder
indirekt iiber einen AKT-regulierten Signalweg phosphoryliert werden®>. Zudem wurden S14 und
S99 neben weiteren Aminosdureresten im N-Terminus des HCN4 (S110, S117) bereits als putative
Zielstrukturen einer PKA-abhiingigen Phosphorylierung beschrieben™: 2. Die Konsensussequenzen
beider Serin-/Threoninkinasen PKA mit R-R/K-X-S/T und AKT mit R-X-R-X-X-S/T dhneln sich
durchaus’®'%7. S14, S99, S110 und S117 waren nicht an einer PK A-abhingigen Anderung des gating
beteiligt®. Thre Mutationen nach Alanin (HCN4-Nx4) fiihrte in CHO-Zellen jedoch zu einer
signifikanten Verschiebung der Aktivierungskurve des HCN4 Stroms zu negativeren Potenzialen.
Eine solche wurde zwischen den phosphomimetischen und phosphoablativen Konstrukten HCN4
S14D bzw. S99-102D und HCN4 S14A bzw. S99-102A im Rahmen dieser Arbeit nicht beobachtet
(Abb. 20). Mbglicherweise sind S110 und S117 an der von Liao ef al. beobachteten Anderung des

gating beteilig>.

Weitere  elektrophysiologische =~ Parameter wie die  Kanaldeaktivierung und  die

Einzelkanalleitfdhigkeit wurden in dieser Arbeit nicht untersucht, sodass eine AKT-abhéngige
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Modulation dieser Parameter nicht ausgeschlossen werden kann. Zudem ist festzuhalten, dass die
Imitation einer Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung iiber Punktmutationen nur eine
Moglichkeit darstellt, die Wirkung einer Proteinkinase auf ein Protein zu untersuchen, und setzt
voraus, dass alle putativ phosphorylierten Aminoséurereste der Kinase und des jenseitsgelegenen
Signalweges bekannt sind. Weitere Serin-/Threoninreste des HCN4, beispielsweise S1184 im C-
Terminus, konnten Zielstrukturen einer direkten oder indirekten AKT-vermittelten Phosphorylierung
sein'®, Eine Koexpression der aktivierten bzw. inaktivierten AKT-Variante (AKT T308D/S473D
bzw. AKT T308A/S473A) mit dem HCN4 und den in dieser Arbeit generierten Konstrukten, oder
der Einsatz spezifischer AKT-Inhibitoren und -Aktivatoren, konnte das Zusammenspiel von AKT

und HCN4 weiter untersuchen.

422 Eine akute Applikation von IGF-1 erhéht Ivax des HCN4 im heterologen
Expressionssystem der Xenopus Oozyte

IGF-1 aktiviert via PI3K die Proteinkinase AKT, die weitere Kinasen, Enzyme und
Transkriptionsfaktoren sowie Regulatoren des vesikuldren Transports reguliert’®. In einem weiteren
Schritt dieser Arbeit wurden die Stromamplitude bei maximaler Kanalaktivierung und die
spannungsabhéngige Aktivierung des HCN4 wihrend bzw. nach einer kurzen Inkubation mit IGF-1
untersucht. Eine Anderung von V,; oder der Zeitkonstante tak des WT durch IGF-1 konnte nicht
beobachtet werden (Abb. 25)2. 30 Minuten nach einer Behandlung der Oozyte mit dem
Wachstumsfaktor zeigte sich keine Verschiebung der Aktivierungskurve oder eine Anderung von
Take 2. Stattdessen wurde eine deutliche Zunahme der maximalen Stromamplitude Imax wéihrend bzw.
nach einer Behandlung der Oozyte mit IGF-1 beobachtet®. Der Anstieg von Imac begann bereits
wenige Minuten nach dem Beginn einer IGF-1 Behandlung (Abb. 23)*2. Die weitere Entwicklung
der maximalen Stromamplitude dhnelte einer sigmoidal verlaufenden Kurve, die einen steady-state
Status anstrebt. Dieser schien unter den gegebenen experimentellen Bedingungen nach 10 Minuten

anndhernd erreicht worden zu sein (Abb. 23).

Insulin, ebenfalls ein AKT-Aktivator mit hoher Uberschneidung zu IGF-1-aktivierten Signalwegen,
steigert die Offenwahrscheinlichkeit des TRPV1 Kanals (transient receptor potential channel 1) in
dorsal root ganglion Neuronen, ohne die Amplitude des Einzelkanalstroms zu dndern'®,

Auch Williams ef al. untersuchten die Auswirkung von Signalwegen auf die maximale Amplitude
von I,'”. Nach vermehrter Tyrosin Phosphorylierung durch Inhibition der Tyrosin Phosphatase in
CAl1-Neuronen des Hippocampus von Ratten nahm die maximale Amplitude von I, ab. Da die
Anzahl der HCN1 Kanile an der Zelloberfliche unveridndert blieb, wurde eine Abnahme der
Einzelkanalleitfahigkeit als Ursache diskutiert.

In dieser Arbeit fithrte IGF-1 nicht zu einer Verschiebung der Aktivierungskurve oder einer
Anderung der Kanal6ffnung des HCN4 (Abb. 25)”. Eine Untersuchung der Einzelkanalleitfihigkeit
war mit der hier angewandten Zwei-Elektroden-Spannungsklemme nicht moglich. Die patch-clamp-
Technik wére hierfiir die geeignete Methode, da dieses Messverfahren durch die Isolierung einzelner
Membranabschnitte eine Messung besonders kleiner Strome bis zu denen einzelner Membrankanéle
erlaubt. Ein weiterer Vorteil der patch-clamp-Technik ist die Mdglichkeit der Messung von HCN4
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Stromen in kleineren Zellen, beispielsweise nativen Zellen wie Kardiomyozyten oder
Sinusknotenzellen. Diese exprimieren Interaktionspartner des HCN Membrankomplexes, die
ebenfalls das Schaltverhalten des Kanals modulieren und von IGF-1 beeinflusst werden konnten. Im
Hinblick auf die von Lu et al gezeigte PI3K/AKT-abhdngige Modulation der
Spannungsabhingigkeit des HCN2 Kanals in HEK293-Zellen, ldsst sich nicht ausschlieBen, dass
neben der Einzelkanalleitfihigkeit auch die Spannungsabhingigkeit des HCN4 Stroms in anderen
als den hier untersuchten Zellen iiber diesen Signalweg moduliert wird'®. Weitere
elektrophysiologische Analysen mit weiteren Expressionssystemen wéren daher wichtig.

Im Anschluss an die Ergebnisse dieser Arbeit untersuchten Erlenhardt ef al. den Einfluss von IGF-1
auf die spannungsabhingige Aktivierung von Ir in einem anderen Zellsystem. An isolierten
Schrittmacherzellen des Sinusknotens der Maus zeigten sie, dass IGF-1 keinen Einfluss auf die

spannungsabhingige Aktivierung von Ir ausiibt™.

4.2.3 IGF-1-vermittelte Steigerung der Stromexpression

Auch wenn eine Zunahme der Einzelkanalleitfdhigkeit durch IGF-1 in dieser Arbeit nicht
ausgeschlossen werden kann, deutet der rasche 2-3-fache Anstieg von Iuvax auf eine Zunahme von
HCN4 Kanilen an der Zelloberflidche hin (Abb. 23, Abb. 24)*2. Welcher Mechanismus dahinter steht,
bleibt noch ungeklart.

Steigerung der de novo Proteinbiosynthese durch IGF-1

Zum einen konnte eine Steigerung der de novo Proteinbiosynthese durch IGF-1 zu einer Zunahme
der Stromamplitude fiihren.

Eine chronische Behandlung (>12 h) adrenaler chromaffiner Zellen mit IGF-1 erhoht die
Transkription der a-Untereinheit des Natriumkanals Na, 1.7 und steigert konzentrationsabhingig die
Oberflichenexpression des lonenkanals''’, Der daran beteiligte Signalweg wird nach wenigen
Minuten im Sinne einer Phosphorylierung von AKT bzw. GSK-38 aktiviert.

Bisher lagen keine Informationen zu einem Einfluss von IGF-1 auf die Expression von HCN Kanélen
vor. Hardel et al. zeigten, dass Insulin nach einstiindiger Inkubation iiber die Synthese neuer
Kanalproteine die Oberfldchenexpression des HCN4 steigert®. Eine solche Steigerung der de novo
Proteinbiosynthese durch IGF-1 konnte zu einer vermehrten Insertion von HCN4 in die
Oberflichenmembran der Oozyte fithren. Mithilfe von Inhibitoren der Protein- oder RNA-Synthese,
beispielsweise Cycloheximid oder Aktinomycin D, liee sich diese Hypothese untersuchen. Um eine
Hochregulation der globalen Genexpression durch IGF-1 auszuschlieBen, wire zusitzlich die
Analyse der Proteinexpression eines endogen vorkommenden Membranproteins, beispielsweise der
Na'/K*-ATPase, sinnvoll'!'.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen einen Effekt von IGF-1 auf Iyax des HCN4 im Rahmen einer
weitaus kiirzeren Inkubationszeit (5, 10, 30 Minuten), (Abb. 23, Abb. 24)*2. Eine Hochregulation der
de novo Proteinsynthese scheint in dieser Zeit weniger wahrscheinlich. Die Dynamik der Zunahme
von Ivax deutet vielmehr auf einen posttranslationalen Mechanismus hin, fiir den keine Neusynthese

von Kanalproteinen notwendig ist”>. Die von Erlenhardt et al. anschlieBend an diese Arbeit
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durchgefiihrten Analysen bestitigen diese Uberlegung. Sie zeigen ein Ausbleiben eines Anstiegs der

HCN4 Gesamtexpression in Qozyten nach einer Behandlung mit IGF-1°2.

Einfluss von IGF-1 auf den subzelluldaren Transport

Eine vermehrte Translokation von Kanalproteinen aus intrazelluliren Kompartimenten zur
Zelloberflache oder eine Verldngerung der Halbwertszeit des Proteins in der Oberflichenmembran
sind weitere Mdoglichkeiten, die zu einer Steigerung der Oberflichenexpression eines lonenkanals
fiihren. Adapter- und Transportproteine sind dabei beteiligte Strukturen. Innerhalb kurzer Zeit konnte
iiber den subzelluldren Transport die Anzahl von HCN4 an der Zelloberflache reguliert werden und
die Stromamplitude zunehmen.

Mehrere Veroffentlichungen beschreiben eine derartige posttranslationale Einflussnahme von IGF-
1 bzw. der IGF-1-Signalkaskaden auf lonenkanile.

Van Buren et al. demonstrierten eine Zunahme der Stromamplitude und der Sensitivitdt des
Ionenkanals TRPV1 durch IGF-1 und Insulin unter Beteiligung der Rezeptortyrosinkinase sowie der
nachfolgenden PI3K'®. Die Stromamplitude und Oberfliachenexpression von TRPV 1 stiegen bereits
5 Minuten nach einer Inkubation mit IGF-1 und Insulin an. Die konstitutiv PKC-phosphoablative
TRPV1 Mutante (TRPV1 S502A/S800A) war hingegen Insulin-unempfindlich. Eine vermehrte
Translokation von TRPV1 aus dem Zytosol zur Zelloberfldche schien der raschen Stromzunahme
zugrunde zu liegen.

Camprubi-Robles et al. zeigten in Neuronen aus Spinalganglien der Ratte, dass IGF-1 innerhalb
weniger Minuten vesikulire TRPV1 Proteine via SNARE-abhingiger und Ca*'-vermittelter
Exozytose zur Oberflichenmembran rekrutiert''?,

Im Fall des Chlorid-Kanals CFTR (Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) wird das
anterograde trafficking IGF-1-abhingig iiber die kleine GTPase TC10 stimuliert'!!. Aktiviertes TC10
hemmt die Bindung von CFTR und dem Adaptermolekiil CFTR-associated ligand am Golgi,
wodurch der Kanal vermehrt zur Zelloberflache transportiert wird und die gemessenen Strome
zunehmen'!!,

In der vorliegenden Arbeit war eine rasche Anderung der maximalen Stromamplitude zu sehen, die
vergleichbar zu der Wirkung von IGF-1 auf TRPV1 verlief. Das untersuchte AKT-phosphoablative
bzw. -phosphomimetische HCN4 Konstrukt reagierte analog zu der PKC-phosphoablativen TRPV1
Mutante nicht bzw. nur sehr schwach auf IGF-1 (Abb. 24)°> 1% Diese Beobachtung weist auf eine
AKT-abhingige  Phosphorylierung des  N-Terminus in  der  IGF-1-vermittelten
Stromamplitudenzunahme hin.

Weitere Arbeiten haben bereits einen AKT-abédngigen Einfluss auf lonenkandle untersucht. Eine
AKT-Aktivierung fiihrt zu einer Zunahme der Stromdichte des hERG (human Ether-a-go-go Related
Gene) K*-Kanals in HEK293-Zellen'"®. Ebenso steigert die Koexpression von konstitutiv aktiver
AKT die Ionenkanalstrome von Kv1.3 und Kv1.5 und Kir2.1 in Xenopus Oozyten!'* 115, Auch in der
Regulation von Ca**-Kanalstromen an der Zelloberflidche scheint AKT eine Rolle zu spielen!!®!8,
In ventrikuldren Kardiomyozyten der Maus reguliert die Insulin/IGF-1-AKT Signalkaskade die
Oberfliachenhalbwertszeit des Calciumkanals Cayal durch Phosphorylierung der akzessorischen

Untereinheit Ca,B82, welche die lysosomale Degradation von Cayol hemmt''®,
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S14, S99, S102 und S139 sind im N-Terminus des HCN4 lokalisiert. Deletionsmutanten des N-
Terminus von HCN1 und HCN2 zeichnen sich durch eine deutlich reduzierte Oberflichenexpression,
Stromdichte oder eine gestorte Bildung funktioneller Heterotetramere aus''*'?!. Die Deletion des
ersten Abschnitts des N-Terminus des HCN4 (AS 1-119), der S14, S99 und S102 umfasst, verhindert
nahezu vollstindig die Expression des Kanals an der Zelloberfliche®. S14, S99 und S102 liegen in
zwei Regionen des HCN4 (AS 1-25 und AS 86-106), die innerhalb verschiedener Spezies konserviert
sind und funktionsrelevant sein konnten'??. Eine N-terminale Phosphorylierung konnte die
Oberflachenexpression des HCN4 regulieren.

Welche Mechanismen am trafficking des HCN4 beteiligt sind, ist noch nicht hinreichend geklart.
Bekannt ist, dass ein Teil der HCN4 Kanile Clathrin-abhingig endozytiert und Rab11- und Rmel-
abhiingig in das Endozytotische Recycling Compartiment (ERC) sortiert werden®. Dieser
subzelluldre Pool dient der homdostatischen Aufrechterhaltung der Oberfldchenpopulation und
ermoglicht eine kurzfristige Mobilisierung zusitzlicher Kandle an die Zelloberfliche durch
extrazelluldre Stimuli. Das Hormon Angiotensin II nutzt diesen Weg und rekrutiert vermutlich im
Zusammenspiel mit PKC und der in der Signaltransduktion nachfolgend gelegenen Phospholipase
D2 (PLD2), HCN4 Kanéle aus dem ERC zur Zelloberflédche.

Dariiberhinaus wurde gezeigt, dass in Sinusknotenzellen der Maus HCN4 Kanile {iber eine N-
Terminale caveolin-binding-domain mit Gerlistproteinen spezialisierter Membrandoménen
(Caveolae), Cav-1 und Cav-3, interagieren, die neben dem gating dessen Translokation zur
Zelloberfliche beeinflussen*®. Der IGF-1R ist mit Cav-1 in [ipid rafts muriner Fibroblasten
kolokalisiert'*, Eine Reduktion der Expression von Cav-1 mindert die Aktivierung des IGF-1R
durch IGF-1 und der nachfolgenden Signalkaskaden, auch von AKT, in HO9C2 Kardiomyoblasten der
Ratte'**. Spekulativ kénnte eine Kolokalisation von IGF-1R und HCN4 in einem Cav-abhingigen
Oberflaichenkompartiment das trafficking des Kanals beeinflussen.

Mithilfe gezielter Inhibitoren von trafficking Prozessen oder durch die Uberexpression subzelluldrer
Transporter konnte die Oberflachenhalbwertszeit des HCN4 wihrend oder nach einer akuten IGF-1
Behandlung néher untersucht werden. Erlenhardt ef al. analysierten in einem weiterfithrenden Schritt
eine Beteiligung der Clathrin-abhéngigen Endozytose und des Rab11-abhéngigen Recyclings an der
IGF-1vermittelten Zunahme des HCN4-Stroms. Die Ko-Expression von Dynamin bzw. Rab11 mit
dominant-negativer Mutation reduzierte die IGF-1vermittelte StromgréBenzunahme signifikant®.
Somit liefern Erlenhardt e al. im Anschluss an diese Arbeit interessante Hinweise auf eine
Steigerung des endosomalen Recyclings von HCN4 Kanalproteinen durch IGF-1°2.

Nach 30-miniitiger Inkubation mit IGF-1 stieg auch Imax der phosphomimetischen und
phosphoablativen HCN4 Konstrukte leicht an (Abb. 24)°2. Diese Zunahme fiel im Vergleich zum
WT deutlich geringer aus, deutet jedoch auf einen weiteren, AKT-unabhéngigen, Einfluss von IGF-
1 hin®2, Dieser konnte entweder auf einer lingeren Inkubationszeit beruhen. Oder auf einen
verzogerten Wirkungseintritt hinweisen, wie es beispielsweise fiir die Synthese neuer Kanalproteine
notwendig ist. Mdglicherweise beeinflusst IGF-1 den Ionenkanal auf mehreren Ebenen®?.

In Kardiomyozyten wird der IGF-1R-Komplex vermehrt in transversalen Tubuli des Sarkolemms

t125

exprimiert' . Derartige Einstiilpungen der Oberflichenmembran ermdglichen eine rdumliche Néhe

des membranstindigen Rezeptors zum Zellkern und verbinden extrazelluldre Stimuli mit nukleérer
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Genexpression, was zu einer ungewdhnlich schnell eingeleiteten Steigerung der Ca**-abhiingigen
Genexpression durch IGF-1, unabhingig von zytosolischen Signalkaskaden, fiihren konnte!?> 126,

Neben dem Faktor Zeit sollten in weiterfilhrenden Schritten unbedingt zellspezifische
Charakteristika verschiedener Expressionssysteme beriicksichtigt werden. Am Beispiel der
Kardiomyozyten konnte IGF-1 die Genexpression des HCN4 wider Erwarten in erstaunlich kurzer

Zeit stimulieren.

4.2.4 Beteiligung eines AKT-abhangigen Signalwegs an der IGF-1-vermittelten Regulation
von |HCN

Der beteiligte Signalweg ist fiir das Verstdndnis der kurzfristigen Steigerung von Iyax durch IGF-1
von entscheidender Bedeutung. IGF-1 besitzt aufgrund einer hohen Ubereinstimmung seiner
Aminosiuresequenz mit Insulin sowie der Ubereinstimmung der Sequenzen von IGF-1R und IR die
Fihigkeit zur wechselseitigen Aktivierung der jeweiligen Rezeptoren (IGF-1R oder IR)”. Xenopus
Oozyten exprimieren endogen IGF-1R und IR'?1?°_ In Oozyten und anderen Zellsystemen sind im
Vergleich zu Insulin deutlich geringere Stoffmengen von IGF-1 hinreichend, um eine biologische

129-B1 " Diese wird in Oozyten aufgrund einer deutlich héheren

Wirkung hervorzurufen'®:
Ligandenaffinitdt von IGF-1 zu IGF-1R und einer hoheren Expression von IGF-1R als von IR am
ehesten iiber den IGF-1R vermittelt’® 128,

Die mittlere effektive Konzentration ECsy, bei der die Phosphorylierung eines Substrates des
Oozyten Rezeptors stimuliert wird, liegt bei 0,5-1 nM IGF-1'%". 10 Minuten nach einer Inkubation
mit 10 nM IGF-1 ist eine Stimulation endogener IGF-1R in Oozyten im Sinne einer

132 Die in dieser Arbeit eingesetzte Stoffmenge (50 nM

Rezeptorautophosphorylierung nachweisbar
IGF-1) sollte zu einer ausreichenden Aktivierung endogen vorhandener IGF-1R fiihren. Eine
Inhibition der Rezeptortyrosinkinase der Insulin Rezeptor Familie, beispielsweise mit Tyrphostin
A47 konnte {iberpriifen, ob diese an der Zunahme von Iy, beteiligt sind!%®. Um eine gezielte IGF-
1R-Aktivierung nachzuweisen, konnte dieser mit Picropodophyllin selektiv blockiert oder seine

Transkription durch antisense Oligonukleotide gehemmt werden'3.

Die Dynamik und GroBe der raschen Stromamplitudenzunahme weisen auf eine Anderung der
Oberflichenexpression hin®2. Das Ausbleiben des Effekts auf Imax der AKT-phosphomimetischen
Mutante liefert ecinen ersten Hinweis, dass ein AKT-abhdngiger Signalweg an der
Stromamplitudenzunahme durch IGF-1 beteiligt sein konnte (Abb. 23).

Imax des phosphoablativen Konstrukts lag vor einer Stimulation mit IGF-1 unter Imax des WT (Abb.
24)”. Nach einer Behandlung mit IGF-1 stieg Imax des WT deutlich an und erreichte das bereits unter
nicht stimulierten Bedingungen vergleichsweise hohe  Stromamplitudenniveau  des
phosphomimetischen Kanals (Abb. 24)”2. Méglicherweise liegt in Oozyten eine AKT-abhiingige
Modulation des HCN4 bereits unter basalen Bedingungen vor. Mit zunehmender N-Terminaler
Phosphorylierung wiirde demnach die Stromamplitude des HCN4 zunehmen. Eine Abnahme einer
AKT-vermittelten Phosphorylierung wiirde umgekehrt zu einer Abnahme von Imax filhren, womit ein
bidirektionaler Effekt vorliegen wiirde, wie es beim Einfluss von PKC auf I} hippokampaler CA1

Neuronen der Fall ist'”. Wichtig ist zu betonen, dass die gezeigten Daten zu Iyi,x von WT, S14-99-
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102-139A und S14-99-102-139D aus unterschiedlichen Experimenten stammen. Da das
Expressionsniveau durch externe Einfliisse zwischen mehreren Experimenten variieren kann, ist der
obige Vergleich der absoluten Stromamplituden nur bedingt aussagekriftig und sollte nochmals

analysiert werden.

Zur Untersuchung der weiteren Sigalkaskade sind weitere Schritte notwendig. Da S14 AKT1- und
AKT2-abhingig und S99, S102 und S139 ausschlieBlich AKT2-abhéngig phosphoryliert wurden,
konnte eine Unterscheidung der beiden AKT-Isoformen perspektivisch von Relevanz sein’. Nicht
alle vier Serinreste miissen an der Modulation durch IGF-1 beteiligt sein®”. Eine Untersuchung von
Imax der Einzel- bzw. der Doppelmutante (HCN4 S14A/D, HCN4 S99-102A/D, HCN4 S139A/D)
konnte dariiber Aufschluss geben.

Dass IGF-1 nach 30 Minuten zu einer geringen Zunahme von Imax der phosphoablativen und
phosphomimetischen Mutante fiihrte, deutet auf einen weiteren Mechanismus, der unabhéngig einer
AKT-vermittelten Phosphorylierung der untersuchten Serinreste abliuft (Abb. 24)%.

Hinweise auf das Vorliegen eines G-Protein-gekoppelten Wirkmechanismus von IGF-1R und IR
neben der klassischen Rezeptortyrosinkinaseaktivitdt und die Mdglichkeit der Bildung sogenannter
Rezeptorhybride unterstreichen die Komplexitdt des IGF-1/Insulin-Systems™. Es ist davon
auszugehen, dass die biologische Wirkung von IGF-1 auf HCN Kanidle von der
Rezeptorzusammensetzung, vom Expressionsniveau der jeweiligen Rezeptoren und moglicherweise
auch von mehreren Signalkaskaden abhingt®.

Lu et al. beobachteten in HEK293-Zellen durch Inhibition von PI3K und AKT eine Abnahme des
HCN2 Stroms und eine Verschiebung der Aktivierungskurve zu negativeren Potenzialen!®. Das
Fehlen des Effekts auf HCN2 S861A ldsst annehmen, dass eine C-terminale Phosphorylierung den
PI3K/AKT-abhéngigen Einfluss vermittelt. Eine AKT-Inhibition reproduzierte die Wirkung einer
PI3K-Inhibition auf It in Sinuskontenzelle der Ratte, die vorwiegend HCN1 und HCN4 exprimieren,
nicht. Hieraus lésst sich per se eine Wirkung von AKT auf HCN4 nicht ausschlielen. Die in dieser
Arbeit gezeigte IGF-1-AKT-abhédngige Stromamplitudenzunahme des HCN4 konnte durchaus mit
der PI3K-AKT-abhidngigen Zunahme des HCN2 Stroms im Einklang stehen. Im Kontext dieser
Arbeit stellen sich demnach die Fragen, ob zum einen eine Inhibition von PI3K und AKT den hier
gezeigten IGF-1-vermittelten Effekt auf den HCN4 Strom blockiert und zum anderen, ob IGF-1 als
Aktivator von PI3K und AKT zu einer Zunahme des Stroms und einer Anderung des gating von
HCN2 bzw. I fiihrt.

Welche Rolle die von Lu et al. beschriebene AKT-Phosphorylierungsstelle S1184 im C-Terminus
des HCN4 spielt und ob diese das gating beeinflusst, muss noch untersucht werden'®. Da PIPs,
second messenger von PI3K und Aktivator von AKT, den Effekt einer PI3K-Inhibition auf den
HCN2 Strom aufhob, wire eine Untersuchung der Rolle des Phosphoinositids in der Wirkung von
IGF-1 auf den HCN4 wichtig!%,

Eine aktuelle Arbeit zeigte in einem PDK 1 knockout Modell eine Suppression der Gesamtexpression
von HCN2 und HCN4 in atrialen Kardiolyozyten neonataler Méuse via PDK1-AKT-Signalweg'**.
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Eine Insulin Behandlung iiber einen Zeitrahmen von wenigen Minuten bis etwa 40 Minuten
supprimierte den Strom des KCNQI/KCNEI Kanals'®. Eine langfristige Behandlung iiber 24
Stunden hingegen erhohte den Strom des Ionenkanals'®’.

Ob die IGF-1-AKT-Signalkaskade kurzfristig zu einer Hochregulation von HCN4 an der
Zelloberflache fiihrt, wie die Ergebnisse dieser Arbeit vermuten lassen, und langfristig die
Proteinexpression herunterreguliert, wie es umgekehrt bei dem Einfluss von Insulin auf den

KCNQI1/KCNE1 Strom der Fall ist, bedarf weiterer Analysen.

4.2.5 Ausblick und pathophysiologische Bedeutung

Im Rahmen dieser Dissertation wurde eine Zunahme der maximalen Amplitude des HCN4 Stroms
kurz nach dem Beginn einer Behandlung der Oozyte mit IGF-1 beobachtet®”. Eine derartige Zunahme
von I in Sinusknotenzellen konnte zu einer Verkiirzung der diastolischen Depolarisation und einer
Steigerung der Herzfrequenz fiihren. Einige Hinweise deuten auf eine positiv chronotrope Wirkung
der GH-IGF-1-Achse hin'*!*°, Ein schwerer Wachstumshormonmangel wurde hingegen mit einer
signifikant reduzierten chronotropen Reserve assoziiert'*’. Einen ersten Anhalt fiir eine
Beeinflussung der diastolischen Depolarisation durch IGF-1 zeigten Erlenhardt et al. ankniipfend an
diese Arbeit. In einem ex vivo Préparat fithrte IGF-1 zu einer Steigerung der spontanen

Aktionspotenzialrate von Sinusknotenzellen®?.

Eine Erh6hung von If und der HCN Expression im Vorhof und Ventrikel spielt bei verschiedenen
Formen der Herzinsuffizienz eine Rolle!*!"'**, Die kardiale Re-Expression des Schrittmacherkanals
und die Zunahme der Amplitude von If wird mit dem vermehrten Auftreten von Arrhythmien in
Verbindung gebracht'®*, Kardiomyozyten aus Tiermodellen mit Akromegalie oder GH-Uberschuss
bzw. nach einer GH/IGF-1-Behandlung besitzen ebenfalls verédnderte lonenkanalstrome, die zu der

Entstehung von Arrhythmien beitragen kénnten!'*

. Dartiber hinaus fiihrt eine iiberméafige Sekretion
von Wachstumshormonen (GH, IGF-1) im Rahmen einer Akromegalie-Erkrankung langfristig zu
der Entwicklung einer Herzinsuffizienz'®. Betroffene PatientInnen leiden teilweise unter einem
erhohten Risiko fiir Arrhythmien!#> %6, Einige Studien zeigen zudem eine Abnahme der basalen
Herzfrequenz durch eine chirurgische und/oder pharmakologische Therapie der Akromegalie'“S.

Uber die cAMP-vermittelte Modulation von I¢nutzt das autonome Nervensystem einen duferst
schnell wirksamen Weg zur Regulation der Herzfrequenz®®. Noch ist unklar, ob zwischen einer
akuten IGF-1-Gabe und einer raschen Zunahme der Herzfrequenz in vivo oder einer langfristigen
Aktivierung eines PI3K- oder AKT-abhingigen Signalweges und einer Anpassung der basalen
Herzfrequenz ein Zusammenhang besteht>®. Die IGF-1/AKT-Signalkaskade konnte einen cAMP-
unabhédngigen Weg der Herzfrequenzmodulation durch Ir darstellen und im Rahmen von

pathologischen Verdnderungen eine Rolle spielen.

Da Signalkaskaden auch eine wichtige Rolle in der Onkologie spielen, ist das Verstdndnis der
Wirkungen zielgerichteter Therapien auf lonenkanalstrome wichtig. Eine Inhibition von PI3K wird
mit einem hoheren Risiko fiir  Arrhythmien verbunden'¥’. Der Einsatz des
Rezeptortyrosinkinaseinhibitors Crizotinib in der Therapie des fortgeschrittenen nicht-kleinzelligen
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Lungenkarzinoms fiihrt zu einer Reduktion der Herzfrequenz von Patientlnnen, zu einer raschen
Abnahme der Stromdichte von Ir in murinen Sinusknotenzellen in vitro sowie zu einer Hemmung
der HCN4 Kanalaktivierung in HEK293-Zellen'** ¥ Sobald der Inhibitor entfernt wird, steigt I
innerhalb weniger Sekunden wieder an'®,

Im Hinblick auf Nebenwirkungen, beispielsweise ausgeprigte Sinusbradykardien, und die
Entscheidung, ob und welche PatientInnen von den neuen therapeutischen Ansitzen mit Eingriffen

in Signalkaskaden profitieren, kann ein Einfluss des IGF-1/AKT Signalweges auf [t relevant sein.

Weiterfithrende in vitro und in vivo Studien zu den Wirkungen des in dieser Arbeit untersuchten
Signalweges auf den HCN4 Kanal und Ir sind notwendig. Das genaue Verstindnis der beteiligten
Mechanismen konnte langfristig die Entwicklung und den Einsatz selektiver Modulatoren der HCN
Kanalaktivitat ermdglichen. Patientlnnen, die aufgrund einer gesteigerten HCN4 Expression unter
Arrhythmien leiden, konnten davon profitieren. Gleichzeitig wiirde die pharmakologische
Wiederherstellung von Ir bei Féllen des SSS, die auf einer loss-of-function Mutation des HCN4
Kanals beruhen, perspektivisch eine nicht-invasive Therapie zur Behandlung genetischer

Sinusknotendysfunktionen darstellen.
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4.3 Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels Sequenzierung eine genetische Variante des kardialen
Schrittmacherkanals bei einer Patientin mit symptomatischer Sinusknotendysfunktion identifiziert.
Diese Missense-Mutation fiihrt im translatierten HCN4 Protein zu einem Aminosédureaustausch von
Valin zu Isoleucin an Position 759. V7591 befindet sich im C-Terminus direkt hinter der CNDB,
zwei Bereiche, die sowohl fiir das gating als auch den Transport des Kanals zur Zelloberfliche
relevant sind'®#. In CHO-Zellen war die Oberflichenexpression der genetischen Variante bei nicht
signifikant veridnderter Gesamtexpression reduziert. Diese Beobachtung konnte anschliefend in
nativen Zellen nicht reproduziert werden, sodass moglicherweise CHO-Zellspezifische
Mechanismen den subzelluldren Transport der Mutante beeinflussen. Da V7591 bereits mit Fillen
der malignen Epilepsie in Verbindung gebracht wurde, erfolgte zudem eine Untersuchung der
Interaktion der Variante mit dem neuronalen Bindungspartner PEXSR/Trip8b®*°. Diese zeigte, dass
die PEX5R/Trip8b Isoform la-4 die Oberflichenexpression sowohl des Wild-Typs als auch von
V7591 erhohte. Elektrophysiologische Analysen von Erlenhardt et al. ergdnzten die zellbiologischen
Untersuchungen und bestétigten, dass die spannungsabhéingige Kanalaktivierung, ihre cAMP-
abhingige Modulation und die Interaktion mit PEXS5R/Trip8b durch V7591 ebenfalls
unbeeintrichtigt blieb®*. Die Ergebnisse dieser Arbeit und von Erlenhardt et al. liefern somit keine
Hinweise fiir eine Beeintrdchtigung der HCN4 Funktion durch den Aminoséreaustausch V7591. Die
Klinik der Indexpatientin scheint vielmehr multifaktorieller Genese zu sein. Die vorliegenden
Erkenntnisse unterstreichen die Notwendigkeit einer vorsichtigen Beurteilung molekulargenetischer
Varianten in der Kardiologie.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Einfluss einer AKT-abhingigen Phosphorylierung von vier
Serinresten S14, S99, S120 und S139 im N-Terminus des HCN4 auf die Spannungsabhéngigkeit des

Kanals untersucht’

. Mithilfe der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme an Xenopus Oozyten konnte
zwischen konstitutiv phosphomimetischen und phosphoablativen Kanalzustdnden kein Unterschied
in der spannungsabhingigen Kanalaktivierung und der Aktivierungskinetik gezeigt werden®?. IGF-
1, ein wichtiger Aktivator der Proteinkinase AKT, beeinflusste die Kanalaktivierung ebenfalls
nicht’?. Der Wachstumsfaktor fiihrte jedoch zu einer deutlichen Zunahme der Stromamplitude bei
maximal hyperpolarisierenden Potenzialen (Imax)’”. Der Anstieg von Imax war bereits mehrere
Minuten nach dem Beginn einer IGF-1-Behandlung zu beobachten und blieb bei der
phosphomimetischen HCN4 Mutante aus®>. Auch nach 30 Minuten zeigten die AKT-abhingig
phosphomimetischen bzw. phosphoablativen HCN4 Konstrukte eine deutlich geringere Zunahme
von Iyax durch IGF-1%2, Der Wachstumsfaktor scheint AK T-vermittelt die HCN4 Stromamplitude zu
beeinflussen. Die Dynamik dieser Zunahme deutet dabei auf einen posttranslationalen Effekt hin®2.
Ungeklart bleibt, ob es sich um eine direkte oder indirekte Phosphorylierung durch Kinasen jenseits
von AKT handelt und ob alle vier untersuchten Serinreste an dem beobachteten Effekt beteiligt
sind®?. Da das IGF-1/Insulin-System auf verschiedene Weise lonenkanile moduliert, sind weitere
Untersuchungen zur Identifizierung des zugrundeliegenden Mechanismus und des beteiligten
Signalwegs notwendig. Der IGF-1/AKT-Signalweg konnte einen weiteren Modulator von Irund der

Herzfrequenz darstellen.
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Anhang

6 Anhang

ApalLI,Pcil Asel

NdeI, SnaBI, CspCI
NheI,BmtI,Afel,PaeR7I,+7
BspHI NotI
Eco53kI
SacI,Fsel
MIuI

PFIFL
Tth1111
BsrDI AccI,+1
+1 BbvCI
Pf1FI FspAI
+1
+1 KpnI
ClaI . Scal
+1 HCN4 V7591 in pEGFP-N1
Sfil 8350 bp bt
SexAl
Sspl Ajul
BspHI Ajul
DraIll
Alol BssHII
Psil
BsmI,Af1II,SspI
Mfel,BsmI,Hpal,+1 AhdI
NotI,Xbal,BsaBI
BsrGI
Acc65I,KpnI,BamHI, Agel
Accl
Sall BamHT
BsmBI, BmgBI
ApalLI,Pcil AseI,Ndel, SnaBI,CspCI
NheI,BmtI
Afel
BspHI PaeR7I,T1iI, XhoI, +3
NotI
Fsel
M1ul
BstBI
RsrII
Pf1FI
Tth111I
BsrDI AccI,+1
+2 BbvCI
FspAL
+1 . Scal
+2 HCN4 in pEGFP-N1
sfil 8508 bp beir
SexAI
Sspl
BspHI Ajul
Ajul
Dralll
AloI BssHII
Psil
Af1II,Sspl
PsilI,Bsml

MfelI,BsmI,Hpal
BsrGI,NotI,Xbal,+1
AccI,Agel
Sall
EcoRI

Xbal

BsmBI
BmgBI
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Anhang

ApalLI,Pcil Asel

NdeI, SnaBI, CspCI
NhelI,BmtI,Afel,PaeR7I,+7
BspHI NotI
Eco53kI
Sacl,Fsel

MluI
BstBI
RsrII
Pf1FI
Tth111I
BsrDI BmgBI
+1 AccI
Pf1FI <7 +2
> FspAI
+1 :‘% +2
Clal . . Scal
i HCN4-HAex V7591 in pEGFP-N1 3
Sfil 8398 bp 8
j7
§ Pcil
SexAl 0
Sspl g
BspHI T Ajul
Ajul
DraIll
PsiI,Alol BssHII
Sspl
BsmI,Af1II
Mfel,BsmI,Hpal,+1 AhdI
BsrGI,NotI, Xbal,+1
KpnI,BamHI, Agel
Acc651
Accl
Sall BamHI
BsmBI,BmgBI
ApalLI,Pcil AseI,Ndel, SnaBI,CspCI
NheI,BmtI,Afel
PaeR7I,T1iI,XhoI,Eco53kI,+4
BspHI NotI,Eco53kI
Sacl,Fsel
MLul
BstBI
RsrII
Pf1FI
Tth111I
BsrDI +2
+2 Srfl
VA BbvCI
S FspAI
ﬁ +2
+1 . = Scal
2 HCN4-HAex in pEGFP-N1 “
Sfil 8514 b >
P 5 Pcil
SexAl ]
r%a
Sspl e
BspHI £y Ajul
Ajul
DraIll
Alol
Psil BssHII
Af1II,Sspl
PsiI,BsmI
Mfel,BsmI,Hpal AhdI
BsrGI,NotI, Xbal,+1

AccI,Acc65I,KpnI, +2
Sall
EcoRI
Xbal

BamHI
BsmBI,BmgBI
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Anhang

NdeI,Pvul XmnI,Eco53kI, SacI,Acc65I,KpnI,BamHI, Apol, +5
Fsel
BciVvI BtgZI
Sspl M1lul
XmnI D T7¢280)

AclI ) uni(14) HincII

Apol

Scal

PvuI
BsrDI

PFIFI
Tth1111

AclI
Accl
BpmI SrfI,+1
BsrDI BglIL,+1
AhdI Acc651
KpnI
Scal
HCN4 in pGem-He Pcil
6742 bp
Ajul
Ajul
BciVl BgllI
BpmI
Pcil
Bsgl
BssHII

BmtI
Nhel
SphI
SbfI
BstEII
XbaI,HindIII
Ncol,PasI,PasI,BmgBI AvrII
BamHI

Alel
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