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1 Einleitung

Biologische Systeme werden auf verschiedenen Ebenen, wie z.B. auf organismischer,
zelluldrer oder molekularer Ebene, durch rhythmische Aktivitdten beeinflusst und kontrolliert.
So wird das rhythmische Feuern von neuronalen Netzwerken, das selbstindige Schlagen des
Herzens, der Schlaf-Wach Rhythmus, die periodische Hormonsekretion, die Genexpression
oder die Proteinphosphorylierung durch Rhythmen generiert. Diese rhythmischen Aktivititen
besitzen ein sehr breites Frequenzspektrum, das von hundertstel Sekunden bis hin zu Jahren
reichen kann (Santoro & Tibbs 1999). Zellen haben die Fahigkeit nieder- oder hochfrequenten
Rhythmen zu bilden. Ein Beispiel fiir niederfrequente Rhythmen ist das Zusammenspiel
zwischen Transkription und Translation, hervorgerufen durch die “Clock” Gene. Es scheint
so, dass dieses Zusammenspiel dem priméren zirkadianen Schrittmacher dient (Hastings
1997). Hochfrequente Rhythmen werden von spezialisierten Zellen erzeugt und sind fiir eine
Vielzahl von Korperfunktionen verantwortlich. Aufgrund eines komplexen Zusammenspiels
verschiedener lonenkanéle (z.B. in Zellen des Herzens und in Neuronen) kommt es zu
endogener rhythmischer Aktivitit, welche fiir die jeweiligen Zellen oder Zellkomplexe

charakteristisch ist (Santoro & Tibbs 1999).

Ionenkanéle sind Transportproteine, die sich in der Plasmamembran der Zelle befinden und
der Interaktion zwischen extra- und intrazelluliren Raum dienen. Es sind selektive Poren fiir
den transmembranalen Transport von lonen. Die elektrochemische Potenzialdifferenz ist die
Triebkraft fiir den Transport und gibt Richtung und Menge des Transports vor. Ionenkanéle
werden  anhand  ihres  Aktivierungsmechanismus in  ligandengesteuerte  oder
spannungsabhingige lonenkanéle unterteilt. Durch extra- oder intrazelluldre Botenstoffe wird
der Aktivierungsmechanismus der ligandengesteuerten Kanile reguliert. Anderungen des
Membranpotentials fiihren zur Aktivierung der spannungsabhéingigen lonenkanile. Zusétzlich
konnen spannungsabhingige lonenkandle anhand ihrer Selektivitdt flir Ionen unterteilt
werden. Man unterscheidet Ionenkanile, die selektiv fiir Na*, K*, Ca®>" oder CI” sind, im
Vergleich zu den Kanélen, die nicht- oder gering selektiv gegeniiber diesen lonen sind

(Klinke & Silbernagl 2000).



1.1 Hyperpolarisationsstrome

Eine wichtige Rolle in der Kontrolle von rhythmisch elektrischer Aktivitit spielt vor allem
eine besondere Art von Ionenkanal. Bei diesem lonenkanal handelt es sich um einen durch
Hyperpolarisation aktivierbaren, nicht selektiven Kationen-Kanal, welcher durch Cs**
blockiert wird, wihrend er gegeniiber Ba*” unempfindlich bleibt (siche Kapitel 1.5). Die von
diesem Ionenkanal erzeugten Strome wurden erstmals in Zellen des Sinusknotens in den
spiaten 70er Jahren entdeckt (Brown et al. 1979). Ionenstrome mit &hnlichen zuvor
beschriebenen Eigenschaften wurden innerhalb des zentralen Nervensystems (ZNS) zuerst in
Photorezeptoren und anschlieend in einer groflen Breite im gesamten ZNS beschrieben
(Attwell & Wilson 1980, Halliwell & Adams 1982, Kubota et al. 1985). Die im Folgenden

aufgefiihrten Ionenstrome weisen dhnliche elektrophysiologische Merkmale auf:

o I, fiir ,,hyperpolarization® in Stabchenzellen der Retina (Attwell & Wilson 1980)
. I¢ fiir “funny” in Sinusknotenzellen (Brown & DiFrancesco 1980)

. I, fiir “queer” im Hippocampus (Halliwell & Adams 1982)

o IR fiir “anomalous rectifier” im sensorischen Cortex der Katze (Spain et al. 1987)

o Iig fiir “inward rectifier” in dem Nucleus raphe dorsalis (Williams et al. 1988)

Diese besonderen Ionenstrome wurden des Weiteren in vielen anderen Geweben gefunden,
welche rhythmische Aktivititen aufweisen, wie z.B. im Hypothalamus (Arroyo et al. 2006),
in der Adenohypophyse (Tian & Shipston 2000), im Nervus opticus (Eng et al. 1990), im
Nervus vagus (Dalle et al. 2001), in der hinteren sensiblen Spinalnervenwurzel (Wang et al.
1997), im Ganglion cervicale superius (Lamas 1998) und in peripheren Nervenfasern
(Takigawa et al. 1998). Des Weiteren in glatten Muskelzellen der Vena portae (Greenwood &
Prestwich 2002), des Ileums (Yanagida et al. 2000), des Stratum circulare und longitudinale,
des Myometriums von schwangeren Ratten (Okabe er al. 1999, Satoh 1995) und des

Musculus detrusor vesicae (Green et al. 1996).



1.2 Hyperpolarisations-aktivierter und zvklisch Nukleotid-gesteuerter Kationenkanal

Erst 20 Jahre nach Entdeckung des I (Ir, I5) -Stroms wurden mehrere Gene identifiziert und
kloniert, die Proteine kodieren, welche die I;-Strom produzierenden Kanile bilden. Die
Identifizierung der Gene erfolgte zeitgleich durch mehre Forschungsgruppen, so dass
anfianglich gleiche Gene unterschiedlich benannt wurden [brain cyclic nucleotide-gated
channel (BCNG)- Santoro et al. 1998; hyperpolarization-activated cation channel (HAC) -
Ludwig et al. 1998 und Strongylocentrotus purpuratus 7, (SpIH) - Gauss et al. 1998]. In der
Veroffentlichung von Clapham (1998) wurde der Name ,.hyperpolarization-activated and
cyclic nucleotide-gated channels; (HCN)“ (Hyperpolarisations-aktivierte und zyklisch
Nukleotid-gesteuerte Ionenkanéle) vorgeschlagen und seitdem generell verwendet (Tabelle

1.1).

Wihrend in den untersuchten Vertebraten jeweils vier verschiedene HCN-Gene identifiziert
wurden, fand man in Invertebraten (Seeigel, Seidenspinner und Fruchtfliege) jeweils nur ein
oder zwei Gene (Tabelle 1.1, Gauss & Seifert 2000, Galindo et al. 2005). Die vier
verschiedenen Isoformen werden bei den Séaugetieren als HCN1 bis HCN4 bezeichnet, wobei

ein Prifix die Spezies kennzeichnet (human; mouse, rat; rabbit).

Name Originaler Name Spezies
Maus/Maus/Mensch
HCN2 HACI/hHCN2/ mBCNG-1/ hBCNG-2 | Maus/Mensch/Maus/Mensch
HCN3 HAC3/mBCNG-4 Maus/Maus
HCN4 HAC4/hHCN4/mBCNG-3 Kaninchen/Mensch/Maus
spHCN1 SPIH Seeigel
spHCN2 spHCN2 Seeigel
HvHCN HvCNG Seidenspinner
DmHCN | DMIH Fruchtfliege

Tab. 1.1: Zusammenfassung der HCN-Gene in Vertebraten und Invertebraten



1.3 Aufbau des HCN-Kanals

Die HCN-Kanile gehdren zur Superfamilie der spannungsabhidngigen Kationen-Kanéle und
sind mit dem K'-Kanal vom Typ EAG-, Shaker-, HERG-, KATI- und mit dem CNG-Kanal
verwandt (Biel ez al. 1999, Gauss & Seifert 2000, Ludwig et al. 1998, Santoro & Tibbs 1999).
Aufgrund der aus der Aminosduresequenz hervorgegangenen Voraussage der
Sekundérstruktur (sieche Kapitel 6.3) geht man davon aus, dass das HCN-Kanalprotein
wahrscheinlich sechs transmembranire Helices (S1-S6), ein positiv geladenes S4 Segment
und eine Porenregion zwischen S5 und S6 mit intrazelluldr liegenden NH, und COOH-
Termini besitzt (Abbildung 1.1). Am C-Terminus der Aminosdurensequenz befindet sich eine
120 Aminosduren (AS) lange cNMP-Bindestelle, welche aus drei a-Helices (A-, B- und C-
Helix) und einer zwischen der A-Helix und der B-Helix liegenden anti-parallelen B-

Faltblattstruktur besteht (Weber & Steitz 1987, Shabb & Corbin 1992).
A [Porenregion

extrazellular

intrazellular

cNMP-Bindestelle

. - Abb. 1.1: A: Schematische Darstellung eines
4 » COOH HCN-Kanals. Zwischen S5 und der Porenregion
Pore befindet sich eine mutmaBliche Stickstoff
gebundene Glycosylierungsstelle (49 und an der
cNMP Bindestelle eine mutmalliche Protein-
kinase A (PKA) Phosphorylierungsstelle ().
B: Modell eines HCN-Kanals, der durch vier
Untereinheiten gebildet wird. Bilder
iibernommen von Kaupp & Seifert 2001.

extrazellular

intrazellular

Aus der Analogie zu den K'-Kanilen vom Shaker-Typ und CNG-Kanilen wird vermutet,
dass vier Untereinheiten einen Kanal bilden (Jan & Jan 1997, Biel et al. 1999, Kaupp &
Seifert 2001). Diese Theorie wird durch den Fund einer 52 AS langen Sequenz unterstiitzt.
Diese spezifische Region spielt eine groBe Rolle in der Bildung eines Tetramers durch
aminoterminale Interaktionen und Plasmamembranlokalisation, dhnlich der T1 Region im
Shaker-Kanal (Kobertz & Miller 1999, Proenza et al. 2002). Diese Sequenz befindet sich vor
der S1 Helix und zeigt in allen vier HCN-Isoformen eine hohe Sequenzidentitit (> 90%).
Bislang ist aber noch nicht erwiesen, ob sich die HCN-Kanile in vivo zu funktionellen

homooligomeren oder heterooligomeren Kandlen umformen konnen (siche Kapitel 4.3).



Eine Vielzahl von in vitro Untersuchungen haben gezeigt, dass HCN1-4 homooligomere
Kanile jeweils charakteristische elektrophysiologische Eigenschaften besitzen (siehe Kapitel
1.5). Es gibt bisher nur wenige Arbeiten in denen gezeigt wurde, dass HCN1 und HCN2
heterooligomere Kanéle bilden (Chen S ef al. 2001, Ulens & Tytgat 2001). Diese in Xenopus-
Oozyten exprimierten Kandle zeigen im Gegensatz zu den homooligomeren Kanilen
gemischte elektrophysiologische Eigenschaften. In Geschmackszellen der Papillae vallatae
der Zunge wurde des Weiteren gezeigt, dass HCN1- und HCN4-Kanéle co-exprimiert werden
(Stevens et al. 2001). Neue Ergebnisse weisen auf die Moglichkeit hin, dass diese
Schrittmacherkanéle eine B-Untereinheit (MIRP1 - MinK Related Peptidel) zusétzlich zu den
HCN Untereinheiten mit einbeziehen (Yu et al. 2001). Die Co-Expression von MIRP1 mit
HCNI oder HCN2 hat Verdnderungen in der Aktivierungs- / Deaktivierungskinetik gezeigt,
so dass die Gegenwart einer B-Untereinheit zur Kinetikvielfalt von HCN-Kanilen beitrigt

(ausfiihrlicher in Kapitel 4.3).

1.4 Homologien der HCN-Proteine

Die vier HCN-Isoformen sind eng miteinander verwandt und zeigen auf der ganzen
Aminosdurensequenz eine 60%ige Aminosduren-Identitidt. Im Bereich der transmembranen
Segmente S1 bis S6 und an der cNMP-Bindestelle findet man eine noch stirkere AS-
Sequenzhomologie (80-90%ige AS-Identitit). Hingegen zeigen die intrazellulédr liegenden N-
und C-terminalen Bereiche der vier Untereinheiten eine geringere AS-Sequenz-Identitét
untereinander. HCN2 weist eine 90,6%tige Homologie mit HCN4 auf (Biel et al. 1999,
Santoro & Tibbs 1999). Das HCN4-Gen einer Ratte zeigt eine 97%ige Ahnlichkeit mit dem
HCN4-Gen einer Maus und ist mit dem menschlichen HCN4-Gen identisch (Monteggia et al.
2000).



1.5 Elektrophysiologische Eigenschaften des HCN-Kanals

Der HCN-Kanal wird durch eine Hyperpolarisation der Plasmamembran aktiviert, im
Gegensatz zu den meisten lonenkanédlen, welche durch Depolarisation aktiviert werden.
Je nach Zellart 6ffnen sich die Kanile bei einem Membranpotential von -65 bis -95 mV

(Review Gauss & Seifert 2000).

Der HCN-Kanal ist ein nicht selektiver Kationen-Kanal. Er ist vor allem fiir K'-Ionen
aber auch fiir Na'-Ionen permeabel. Die relative Ionen-Permeabilitit Pn./Px des
Ionenkanals ist abhingig von der extrazelluliren K'-Konzentration und variiert
zwischen 0,2 und 0,4 (Review: Pape 1996, Gauss & Seifert 2000). Dieser Kanal ist aber
nicht fiir alle Kationen permeabel, so ist er z.B. fiir Li (PLi/Pna 0,06) undurchlissig.

Andererseits werden bivalente lonen und Anionen transportiert (Pape 1996).

Die Aktivierung dieses Kanals wird durch zyklische Nukleotide reguliert, welche an der
cNMP Bindestelle am C-terminalen Bereich binden. cAMP und ¢cGMP bewirken eine
Erhohung der Offenwahrscheinlichkeit. Gegeniiber cGMP zeigt cAMP eine 10-mal
hohere Affinitit zu der cNMP-Bindestelle (Ludwig et al. 1998, Biel ef al. 1999). HCNI1-
4 werden durch cAMP unterschiedlich modelliert. HCN1 wird nur wenig durch cAMP
reguliert und die Aktivierungskurve verschiebt sich nur um 2-5 mV zu positiveren
Potentialen (Santoro ef al. 1998, Wainger et al. 2001). HCN2 zeigt mit 12-15 mV
deutlich bessere Ergebnisse (Ludwig et al. 1999, Wainger et al. 2001). Fiir HCN4
werden fiir unterschiedliche Zellen verschiedene Werte verdffentlicht: 11 mV (Seifert et
al. 1999), 15 mV (Ludwig et al. 1999) und 23 mV (Ishii ef al. 1999). Fiir HCN3 wurden
iiber eine lange Zeit keine Werte verdffentlicht und es wurde sogar die Vermutung
geduflert, dass HCN3 keine funktionalen homomultimeren Kanéle bildet (Chen et al.
2001). Erst 2005 wurde von Mistrik und seinen Mitarbeitern gezeigt, dass HCN3 als

einziger die Aktivierungskurve um 5 mV zu negativen Potentialen verschiebt.

Die wvier verschiedenen HCN-Kandle weisen unterschiedliche Aktivierungs-
geschwindigkeiten auf. Fiir HCN1 variiert die Aktivierungszeitkonstante zwischen 100
und 300 ms (bei -130 bis -100 mV) mit einer halbmaximalen Offenwahrscheinlichkeit
(Vi) bei etwa -100 mV (Santoro et al. 1998). Fir HCN2 liegt die Zeitkonstante
zwischen 200 und 500 ms (bei -140 bis -100 mV) mit V;,, bei etwa -100 mV (Ludwig et
al. 1999). Die Aktivierungskonstanten fiir HCN3 (bei -140 mV 470 + 32 ms) fanden
sich in den Bereichen, die fiir HCN4 beobachtet wurden (Mistrik et al. 2005). HCN4

weist Zeitkonstanten von mehreren hundertstel Millisekunden auf (659 + 49 ms bei -140



mV) und 23 £ 9 s (bei -110 mV), > 20 s (bei -70 mV) und V,,, bei -75 mV (Ludwig et
al. 1999, Seifert et al. 1999, Ishii et al. 1999).

Eine charakteristische Eigenschaft des Schrittmacher-Kanals ist die Blockierung seines
Einwirtsstromes durch niedrige Konzentrationen von extrazelluldren Cs** (0,1-5 mM),
wihrend er gegeniiber Ba®" relativ unempfindlich bleibt. Ba®* ist ein Blocker fiir den
einwirtsrektifizierenden K'-Kanal und den hyperpolarisations-aktivierbaren CI™-Kanal
(DiFrancesco 1982, Santoro & Tibbs 1999). Diese Eigenschaften ermdglichen eine
Identifizierung der HCN-Kanile gegeniiber anderen Kandlen. Seit 1995 wird zur
sicheren Identifizierung des HCN-Kanals in elektrophysiologischen Versuchen
zusdtzlich eine bradykard wirkende Substanz, 4-(N-ethyl-N-phenylamino)-1,2-dimethyl-
6-(methylamino) pyrimidinium chloride (ZD7288), benutzt, welche den HCN-Kanal
spezifisch blockt (Harris & Constanti 1995).

Die Permeabilitit der Kationen wird durch extrazelluldre Cl™-lonen moduliert (Gauss &
Seifert 2000), aber bisher wurde die physiologische Wirkung auf den HCN-Kanal noch
nicht verstanden (Frace et al. 1992, Biel et al. 1999).

Versuche im ventrobasalen Thalamus haben gezeigt, dass der intrazellulire pH-Wert
einen direkten Einfluss auf den I;-Strom besitzt. So verschiebt ein intrazelluldr saures
Milieu (pH 6,7) die V}, um 2-3 mV zu negativeren Potentialen (Munsch & Pape 1999a)
und verlangsamt dadurch die Aktivierungsgeschwindigkeit. Acetacolamid, ein Carbo-
anhydrasehemmer, bewirkt einen Anstieg des intrazelluldiren pH-Wertes in Neuronen.
Durch die Wirkung auf den I;-Strom konnte in antiepiletischen Therapien verwendetes
Acetacolamid seinen Effekt auf die Erkrankung zeigen (Reiss & Oles 1996, Munsch &
Pape 1999b). Im Gegensatz dazu wurde verdffentlicht, dass extrazelluldre Protonen die
in den Papillae vallatae der Zunge co-exprimierten HCN1- und HCN4-Kanile aktivieren
und dadurch als zusétzliche Rezeptoren der sauren Geschmacksempfindung beitragen

(Stevens et al. 2001).

Eine Erhohung der Temperatur beschleunigt die Aktivierungszeitkonstante und
verschiebt die Aktivierungskurve zu positiveren Potentialen (12 mV/10°C, Yanagida et

al. 2000).



1.6 Modulatoren des HCN-Kanals

Neurotransmitter und Stoffwechselprodukte zeigen signifikante regulatorische Wirkungen auf
den HCN-Kanal. So werden die HCN-Kanile {iber B-adrenerge (Pape & McCormick 1989),
serotonerge (Bobker & Williams 1989, Pape & McCormick 1989) und histaminerge
Rezeptoren positiv beeinflusst (Kamondi & Reiner 1991, McCormick & Williamson 1991,
Brown et al. 2001). Der durch Liganden aktivierte Rezeptor verdndert das Gs-Protein und
steuert die Aktivierung der Adenylatcyclase. Letztendlich wird eine Erh6hung des cAMP und
dadurch eine positive Verlagerung der Aktivierungskurve (bis zu +10 mV) erreicht, wobei der
verantwortliche Serotoninrezeptor 1996 noch nicht spezifiziert wurde (Pape 1996). Heute
weill man aber, dass der 5-HT; Rezeptor in Zellen des Nucleus anteriodorsales thalami den
HCN-Kanal modulieren kann (Chapin & Andrade 2001). Der 5-HT4 Rezeptor zeigt hingegen
in Hippocampus CA1l Pyramidenzellen keinen Einfluss auf den HCN-Kanal (Chapin et al.
2002).

Andere Hormone und Neurotransmitter wie z.B. Acetylcholin erniedrigen den intrazelluldren
cAMP-Spiegel, dadurch wird die Frequenz und der Umfang, zu welchen Iy-Kandle nach
einem  Aktionspotential  gedffnet werden, gehemmt. Infolgedessen wird die
Feuerungsfrequenz der Schrittmacherpotentiale verringert (DiFrancesco et al. 1989).
Rezeptoren, welche eine negative Verbindung zur Adenylatcyclase haben und dadurch eine
Senkung des cAMP bewirken, sind die Adenosin;- (Pape 1992) und die p-Opioiden-
Rezeptoren (Svoboda & Lupica 1998). Sie fiihren iiber die Aktivierung der G-Proteine G, und

Gj zur Hemmung der Adenylatcyclase.

Mehrere Studien deuten darauf hin, dass cAMP die I-Kanile auch iiber die cAMP-abhingige

Proteinkinase A vermittelte Phosphorylierung stimuliert (Chang ef al. 1991, Abi-Gerges et al.
2000, Biel et al. 2002).

Stickstoffmonoxid (NO) stimuliert den I,-Kanal. Intrazelluldr 16sliche Guanylatcyclasen
werden durch Stickstoffmonoxid aktiviert und fithren zu einem Anstieg des zyklischen

Guanosinmonophosphates (cGMP) (Pape & Mager 1992, Erdemli & Crunelli 2000).



1.7 Funktionen des HCN-Kanals

In den Schrittmacherzellen des Herzens sind mindestens vier Arten von lonenkanilen (Ca®'-
Kanal vom T-Typ und L-Typ, K'-Kanal und HCN-Kanal) an der Generierung von
rhythmischer Aktivitit beteiligt. Durch das Offnen der T-Typ - und dann der L-Typ Ca®"-
Kanile, wird eine Depolarisation der Zelle verursacht. AnschlieBend wird die Zelle durch das
Offnen der K'-Kanile repolarisiert. Am Ende eines jeden Aktionspotentials nihert sich das
Membranpotential dem K'-Gleichgewichtspotential (-80 mV). Durch die Hyperpolarisation
der Membran werden die HCN-Kanile gedffnet und ein Na'-Einwirtsstrom setzt ein. Dies
fithrt zur langsamen Depolarisation der Plasmamembran, bis das Schwellenpotential fiir ein
neues Aktionspotential erreicht wird. Diese langsame Depolarisation dient als Schrittmacher
und sie bestimmt dadurch die Zeit, welche zwischen aufeinander folgenden
Aktionspotentialen verstreicht. Deshalb sind HCN-Kanéle verantwortlich fiir die Einleitung
von rhythmischer Aktivitit und an der Kontrolle der Frequenz beteiligt. Stimulierung der
Herzzellen durch B-adrenerge Agonisten fiihrt durch die Aktivierung einer Adenylzyklase zu
einer Erhohung des intrazelluliren cAMP. Dieses bindet iiber die cNMP-Bindestelle direkt an
den HCN-Kanal und fiihrt durch die Modellierung des Kanals zur Erh6hung seiner Aktivitét
(DiFrancesco & Tortora 1991). Dadurch wird die durch den HCN-Kanal erzeugte
Depolarisation beschleunigt, was zu einer Verkiirzung der Zeitintervalle zwischen den
Herzschldgen und dadurch wiederum zu einer Erhdhung der Herzfrequenz fiihrt (Gauss &

Seifert 2000).

Zusétzlich zum Herzen ist der I,-Strom beteiligt an der Generierung von rhythmischen
Aktivitidten im zentralen Nervensystem, so z.B. in Neuronen des thalamischen Relais und
Neuronen der Oliva inferior (McCormick & Pape 1990, Pape 1996, Liithi & McCormick
1998). In vielen Neuronen, die keine rhythmische Aktivitit besitzen, sind die HCN-Kanéle an
der Regulierung des Ruhemenbranpotentials beteiligt (Pape 1996, Lamas 1998) und stellen
unter anderen den Zellen einen  Mechanismus zur  Verfiigung, welcher
Hyperpolarisationsstrome limitieren kann (Solomon et al. 1993, Bayliss ef al. 1994, Ludwig
et al. 1998). So wirkt die Regulierung des Ruhemembranpotentials effektiv Polarisations-
schwankungen der Membran entgegen, die infolge storender Einfliisse, wie z.B.
Akkumulation von extrazelluldren K'-Ionen oder pH-Wert- und Temperatur-Abweichungen,
entstehen konnen (Edman et al. 1992, Pape 1996). Die Steuerung des Membranpotentials
spielt zusdtzlich eine wichtige Rolle in der Integration synaptischer Signale (Pape 1996,
Kaupp & Seifert 2001). So beeinflussen dendritische I-Strome die Leitungseigenschaften von

Dendriten und formen die Zeitintervalle von exzitatorischen postsynaptischen Potentialen



(EPSP, Magee 1999). In anderen Neuronen werden die Antworten auf Hyperpolarisation, die
beispielsweise durch inhibitorische postsynaptische Potentiale (IPSP) ausgelost werden,
kontrolliert (Pape 1996, Liithi & McCormick 1998). In Photorezeptoren wird die Dauer einer
Hyperpolarisation, welche durch einen Lichtreiz eingeleitet wird, verkiirzt (Attwell & Wilson
1980, Gauss & Seifert 2000). Man vermutet, dass prisynaptische I, Strome direkt an der
Kontrolle der synaptischen Transmission iiber die Serotinin induzierte Anderung der cAMP

Konzentration beteiligt ist (Beaumont & Zucker 2000).

Zusammenfassend werden den HCN-Kanilen die folgenden Funktionen zugeschrieben:

* Generierung rhythmischer Schrittmacheraktivitit
* Regulierung des Ruhemembranpotentials

* Einschrinkung der exzessiven Hyperpolarisation
*  Modulierung von IPSP und EPSP

* Beeinflussung des Entladungsmusters

* Synchronisation von neuronalen Aktivititen

* Kontrolle der synaptischen Transmission

1.8 Ziel dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung einer detaillierten Verteilungscharakteristik des
HCN4-Kanalproteins im Rattengehirn mittels Immunhistochemie. Zunidchst war die
Durchfiihrung einer Antikorper-Charakterisierung notwendig. Zu diesem Zweck wurde
zundchst die Spezifitdt verschiedener Antikorper fir HCN4 untersucht. Dazu dienten die
Epitop-Charakterisierung, die Aminosduresequenz-Homologiesuche, die Optimierung und
Validierung eines immunhistochemischen Protokolls und der Vergleich der
immunhistochemischen Versuche der einzelnen Antikdrper untereinander, sowohl in der

Ratte als auch in anderen Nagetieren (Maus, Hamster, Meerschweinchen).



2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Die nachfolgend aufgelisteten Chemikalien wurden bei den Firmen Fluka (Buchs, Schweiz),

SIGMA (Deisenhofen) und Merck (Darmstadt) erworben.

Firma Fluka: Firma Merck:
Acrolein Aluminiumchlorid
Ammonium-Nickelsulfat Chrom (III)- Kaliumsulfat- Dodecahydrat
DePex Dimethylsulfoxid (DMSO)
Isopentan Dinatriumhydrogenphophat-Dihydrat
Terpineol Gelatine
. . Glutardialdehyd

Firma SIGMA: Natrium-Acetat-Trihydrat
3,3’-Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB) Natriumazid
Glycin-Hydrochlorid Natriumcarbonat
Natrium-Borohydrid Natriumchlorid
Natrium-Cacodylate tri-Natriumcitrat Dihydrat
o-Phenylendiamin-Dihydrochlorid Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
Rinderserumalbumin (BSA) Natriumdodecylsulfat
Saponin Natriumhydrogencarbonat
Thimerosal Natriumlauge
TritonX 100 Paraformaldehyd
TRIZMA® PRE-SET CRYSTALS Pentobarbital
Tween 20 Picrinsdure
Wasserstoffperoxid Saccharose

Salzsdure

Xylol

Das Milchpulver (entfettet), ein normaler Kaffeweiller, wurde in einem Supermarkt gekauft.

2.1.2 Immunochemikalien

Die Firma Vector (Burlingame, USA) lieferte Normal Goat Serum (NGS), biotinylierte Anti-
Kaninchen IgG und biotinylierte Anti-Ratte IgG Antikorper (alle in Ziege immunisiert),
Avidin-Biotin-Komplex (ABC) und ABC-Elite-Complex. Von der Firma Chemicon (Harrow,
UK) wurde Chemiblocker bezogen.

2.1.3 Primirantikorper

Die mono- und polyklonalen Antikorper (AK) gegen die Region 1048 - 1083 des humanen
HCN4-Proteins wurden gemeinsam von Prof. Dr. Kaupp (Institut fiir Biologische
Informationsverarbeitung, Forschungszentrum Jiillich GmbH) und Frau Dr. Kremmer (Institut
fiir Molekulare Immunologie, Miinchen) hergestellt. Zur Herstellung der AK gegen das
hHCN4-Protein wurde ein 35 Aminosduren langes Peptid - von uns SHG-Peptid genannt -



synthetisiert (SHGSLLLPPASSPPPPQVPORRGTPPLTPGRLTQDL). Die nun
synthetisierten Peptide wurden iiber den 3-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimidester
(MBS) an Trégerproteine (Napfschnecken-Hédmocyanin, keyhole limpet hemocyanin, KLH)
gekoppelt. Vor der Immunisierung wurden die KLH gekoppelten Peptide durch
Chromatographie gereinigt. Zur Herstellung von AK wurden Ratten und Kaninchen mit dem
KLH-HCN4-Peptid immunisiert. Der weiteren Charakterisierung dienten zuletzt vier

monoklonale (Ratte) und vier polyklonale (Kaninchen) Antikorper (Tabelle 2.1).

Von der Firma Alomone (Jerusalem, Isracl) wurde ein durch Affinititschromatographie
gereinigter polyklonaler AK (APC-052) gekauft. Gegeniiber den vier monoklonalen und den
vier polyklonalen hergestellten AK, welche sich gegen den C-Terminus richten, ist der APC-
052 AK gegen den N-Terminus des HCN4-Proteins gerichtet. Die Charakterisierung dieses
AK erfolgte durch die Firma Alomone selbst. Dieser Antikorper war erst spiter kéduflich

erhiltlich und diente der Kontrolle.

Getestet mit

Name Immul}isiertes Ig AK WB an HEK Getes?et mit WB

des AK Tier Charakter gegen Zellen an Hirngewebe
PPc64K Kaninchen | Polyklonal | C-Terminus hHCN4 ND
PPc73K Kaninchen | Polyklonal | C-Terminus hHCN4 rRetina
PPc74K Kaninchen | Polyklonal | C-Terminus hHCN4 ND
PPc76K Kaninchen | Polyklonal | C-Terminus hHCN4 ND
SHG-1ES Ratte M, IgG 1 | C-Terminus hHCN4 rRetina, r/m Gehirn
SHG-1E7 Ratte M, IgG 1 | C-Terminus hHCN4 rRetina
SHG-2B12 Ratte M, IgG 1 | C-Terminus hHCN4 ND
SHG-4A8 Ratte M, IgG 1 | C-Terminus hHCN4 ND
APC-052 Kaninchen | Polyklonal | N-Terminus rGehirn

Tab. 2.1: Auflistung der immunhistochemisch (IHC) verwendeten Antikorper. Die Spezifitit der AK gegen den
C-Terminus des hHCN4-Proteins wurden an HEK 293 Zellen mit Hilfe des Western Blots (WB) getestet. An
Hirngewebe (Ratte-r, Maus-m) durchgefiihrten WB erfolgten mit den AK PPc73K, SHG-1ES und SHG-1E7. Mit
den AK PPc64K, PPc74K, PPc76K, SHG-2B12 und SHG-4A8 wurden WB nicht durchgefiihrt (ND).

Zur Darstellung des immunhistochemischen Expressionsmusters des HCN-Kanals im

Nagergehirn wurden fiir alle vier Untereinheiten 38 verschiedene HCN-AK getestet.

2.1.4 Sekundirantikorper

Von der Firma Jackson-Dianova (Hamburg) wurden Anti-Kaninchen IgG, Anti-Ratte IgG,
und Anti-Ratte IgA/IgG/IgM (alle in Ziege immunisiert) biotinylierte AK erworben. Die



Firma Vector (Burlingame, USA) lieferte biotinylierte Anti-Kaninchen IgG und biotinylierte
Anti-Ratte IgG (beide in Ziege immunisiert) AK.

Die verwendeten Sekundérantikérper richten sich gegen die Tierart, in welcher die
Primérantikdrper immunisiert wurden. Ziege-Anti-Kaninchen IgG gegen den polyklonalen

AK und Ziege-Anti-Ratte IgG/IgM gegen die in Ratte immunisierten monoklonalen AK.

2.1.5 Utensilien

Zur Anfertigung der Gehirnschnitte wurde sowohl ein Schlittenmikrotom mit Frigomobil (Hn
40) der Firma Reichert-Jung, als auch ein Vibratom (VT 1000S) der Firma Leica benutzt. Zur
Fixierung der Gehirne auf dem Objekttisch des Schlittenmikrotoms wurde Tissue Freezing
Medium von der Firma Jung (Nussloch) und fiir den Vibratomobjekttisch Plastic Bonding
Adhesive von der Firma Permabond (Englewood) verwendet. Die pH-Werte wurden mit
einem Messgerit der Firma Multical® gemessen. Objekttriger wurden von den Firmen
Engelbrecht und Star Frost (Adhésiv-Objekttriger), die Deckgldser von der Firma Menzel-
Glaser (Braunschweig) bezogen. Digitale Fotos sind mit dem Axioplan 2 Mikroskop der Fa.

Zeiss und einer Cool Snap Kamera der Fa. Roper Scientific (Ottobrun) gemacht worden.

2.1.6 Versuchstiere

Fiir die vorliegende Arbeit wurde das Gehirngewebe von vier verschiedenen Nagetierarten
untersucht (Ratten, Méause, Hamster und Meerschweinchen, Tabelle 2.2), wobei die drei letzt
genannten Nagetierarten der Antikdrpercharakterisierung dienten. Die Nagetiere wurden von
der Tierversuchsanlage (TVA) der Heinrich-Heine-Universitidt Diisseldorf und aus dem
Institut fiir Biologische Informationsverarbeitung, Forschungszentrum Jiilich GmbH bezogen.
Die Haltung der Nagetiere erfolgte unter Einhaltung der ethischen Richtlinien und der
Direktiven des europdischen Gemeinschaftsrates (86/609/ECC). In der TVA wurden die Tiere
in den dazu geeigneten Kaifigen, bei gleich bleibender Temperatur (22°C), 50%
Luftfeuchtigkeit und mit einem 12 Stunden Tag-/Nachtrhythmus gehalten. Den Tieren wurde

Futter von der Firma Altromin (Lage) und Wasser ad libitum angeboten.

Nagetier Anzahl ‘ Stamm Geschlecht  Gewicht (g) Alter
Ratte 50 Wistar mannlich 250-350 adult

Maus 15 Balb/c minnlich 26-32 adult
Hamster 10 AURA ménnlich 40-50 adult
Meerschweinchen 4 PGW minnlich 400-500 adult

Tab. 2.2: Uberblick iiber die verwendeten Nagetiere




2.2.1 Priaparation der Gehirne

Alle Tiere wurden vor der Perfusion mit Pentobarbital i. p. (50mg/kg KG Tier) in eine tiefe
Narkose versetzt. Nach Eroffnung des Bauch- und Thoraxraumes wurde durch den linken
Ventrikel eine stumpfe Kaniile in der Aorta ascendens mittels einer Klemme fixiert. Damit
keine Luftblasen in das GefdB3system gelangten, wurde die Perfusionsldsung bereits vor dem
Einfiithren der Kaniile in den linken Ventrikel gestartet. Um den Abfluss der perfundierten
Losung zu garantieren, wurde anschlieBend das rechte Herzohr angeschnitten. Um den
entsprechenden hydrostatischen Druck (100 - 115 mmHg) der perfundierten Tierart zu
erlangen, wurde die Hohe des Perfusionsbestecks zwischen 130 und 150 cm variiert. Das
BlutgefaBsystem wurde mittels der PBS Losung (siche unten) von Bluttzellen freigespiilt.
Direkt im Anschluss erfolgte die Fixierung des Gehirns mit verschiedenen
Fixierungslosungen (sieche Kapitel 2.2.2). Die Verfiarbungen der gering- bis
nichtpigmentierten Nase, Augen und Pfoten dienten zur Kontrolle der Erfassung des gesamten
BlutgefiaBBsystems. Alle Nagetiere wurden mit unterschiedlichen Mengen an PBS und

Fixierungslosung (30 Minuten) perfundiert (Tabelle 2.3).

Nach erfolgter Perfusion wurden die Nagetiere dekapitiert. Mittels eines Schnittes von
occipital nach frontal wurde die Kopthaut eingeschnitten und die Schéddeldecke freigelegt.

Von der Medulla spinalis bis zum Bulbus olfactorius erfolgten zwei laterale Schnitte, die zur

Freilegung des Gehirns fiihrten, ohne dieses zu beschidigen.

N Perfusionsgescl.lwindigkeit PBS (ml) Fixierungslosung
(ml/min) (ml)
Maus 2,5 10 70
Hamster 5 20 150
Ratte 15 60 450
Meerschweinchen 30 120 900

Tab. 2.3: Menge der verschieden Losungen fiir die unterschiedlichen Nagetieren.

PBS Lésung (phosphate-buffer-salin), pH-Wert 7,4:
e 0,01 M Na,HPO4/NaH,PO, Puffer
e 0,15M NaCl

Alle weiterhin verwendeten PBS Losungen entsprechen dieser Zusammensetzung.




2.2.2 Fixierungslosungen

Zur optimalen Erhaltung der Antigen-Struktur wurden unterschiedliche Fixierungsldsungen
fiir die verschiedenen AK benoétigt (siehe unten). Jede Fixierungslosung wurde am Tag der
Praparation hergestellt und nach der pH-Wert Einstellung filtriert. Nach der Fixierung der
Gehirne mittels der Perfusion wurden die Gehirne zumeist nachfixiert (sieche jeweiliges
Protokoll). Die freipriparierten Gehirne wurden in der entsprechenden Fixierungslosung iiber
Nacht (ii.N.) bei 4°C nachfixiert.

Die Perfusionsdauer der 1. Fixierungslosung wurde ohne Nachfixierung variiert (10, 20 und

30 min).

1. Mod. Zamboni Fixierungslosung nach 2. Mod. Zamboni Fixierungslosung nach

Somogyi & Takagi (1982): Gorecs:

e 40 g Paraformaldehyd (PFA) e 40 gPFA

e 500 ml Aqua dest. (70°C) e 500 ml Aqua dest. (70°C)

e 3 Tropfen 10 M NaOH e 3 Tropfen 10 M NaOH

e 150 ml Picrinséure e 150 ml Picrinséure

e 250ml 0,4 M PB, pH-Wert 7,4 e 6,6 g Cacodylsdure Natriumsalz

e Aqua dest. ergénzen bis 1000 ml e 7,2gNaCl

e pH messen und falls notwendig mit e Aqua dest. Erginzen bis 1000 ml
NaOH (10%) oder HCI (cc) auf pH- e pH-Wert messen und falls notwendig
Wert 7,4 einstellen. mit NaOH (10%) oder HCI (cc) auf

Nachfixierung mit Fixierungslosung Nr. 1. pH-Wert 7,4 einstellen.

Nachfixierung mit Fixierungslosung Nr. 2.

PB Lésung (phosphate buffer), pH-Wert 7,4:

e Losung A: 0,1 M Na,HPO,4x 2H,0
e Losung B: 0,1 M NaH,PO4 x H,O
e Durch Titrierung von Ldsung A und Lésung B wurde die Endlésung auf pH-Wert 7,4

eingestellt.




3. Fixierungslosung Nr.1 mit 0,05%
Glutardialdehyd:

40 g PFA

500 ml Aqua dest. (70°C)

3 Tropfen 10 M NaOH

150 ml gesittigte Picrinsdure

250 ml 0,4 M PB, pH-Wert 7.4

2,5 ml 25% Glutardialdehyd

Aqua dest. Ergénzen bis 1000 ml
pH-Wert messen und falls notwendig
mit NaOH (10%) oder HCl (cc) auf pH
7,4-Wert einstellen

Nachfixierung mit Fixierungslosung Nr. 1.

5. Acrolein Fixierungslosung (Geyer &
Feustel 1966)
51 ml Acroleine (95%)

150 ml gesittigte Picrinsdure

7,2 g Natriumchlorid

6,6 g Cacodylsdure Natriumsalz
Aqua dest. Ergénzen bis 1000 ml
pH-Wert messen und falls notwendig
mit NaOH (10%) oder HCI (cc) auf
pH-Wert 7,4 einstellen

Keine Nachfixierung.

4. Fixierungslosung Nr.1 mit 0,5%
Glutardialdehyd:

40 g PFA

500 ml Aqua dest. (70°C)

3 Tropfen 10 M NaOH

150 ml gesittigte Picrinséure

250 ml 0,4 M PB, pH-Wert 7.4

25 ml 25% Glutardialdehyd

Aqua dest. Ergénzen bis 1000 ml
pH-Wert messen und falls notwendig
mit NaOH (10%) oder HCl (cc) auf
pH-Wert 7,4 einstellen

Keine Nachfixierung.

6. Fixierung durch zwei Losungen mit
verschiedenen pH-Werten (Berod ef al.
1981)

Fixierungslosung A:

2 g PFA

50 ml 0,24 M Natriumacetat (70°C)

Nach Abkiihlung pH-Wert auf

pH 6,5 einstellen mit 10% Essigsdure
Fixierungslosung B:
18 g PFA
450 ml 0,16 M Natriumhydrogen-
carbonat (70°C)
Nach Abkiihlung pH-Wert auf 9,5

einstellen



2.2.3 Histologische Priparation

Zur Optimierung der Qualitdt der Schnitte wurden einige Gehirne in eine Eigelbmasse
eingebettet. Das Eigelb wurde mit Formalinddmpfen (35% Formalinldsung) tiber Nacht (bei

Raumtemperatur, RT) fixiert (Adoff 1981).

AnschlieBend wurden die einzeln durch Eigelbmasse geschiitzten Gehirne, sowie alle anderen
Gehirne entsprechend dem Protokoll zur Kryoprotektion behandelt. Hierfiir wurden die
Gehirne fiir jeweils einen Tag mit 10%, 20% bzw. 30% Saccharose mit 0,15 M NaCl in Aqua
dest. bei 4°C belassen.

Die Gehirne wurden in eine Matrix gelegt und mit einer
Rasierklinge im Bereich zwischen Bregma -3,5 und -5,5
coronal geschnitten (Abbildung 2.1). Die antero-posteriore
Position des Orientierungsschnittes wurde kontinuierlich
variiert, um nicht immer die gleiche Ebene zu treffen. Die

Orientierungsebene  fiir die  Sagittalschnitte war ein

Parasagittalschnitt 1,5 bis 3 mm lateral der Mittellinie. Fiir eine
horizontale Schnittebene wurden die Gehirne direkt auf der ~ Abb. 2.1: Rattengehirn in

Matrix mit Markierungsline in
ventralen Seite auf dem Objekttisch des Schneideapparates  Schnittebene.

fixiert.

Die liickenlosen Schnittserien erfolgten am Schlitten-Gefriermikrotom bei -16 bis -20°C mit
einem ungekiihlten Messer oder am Vibratom bei RT. In beiden Fillen betrug die
Schnittdicke der flottierenden Schnitte 70 um. Das fiir das Gefriermikrotom verwendete
Gewebe wurde in, auf -45 bis -50°C vorgekiihltem Isopentan fiir 5 min eingefroren. Das zu
schneidende Gewebe wurde mit Hilfe eines Klebers (Tissue Freezing Medium fiir das
Schlitten-Gefriermikrotom bzw. Plastic Bonding Adhesive fiir das Vibratom) auf dem
Objekttisch befestigt. Mit Hilfe eines Pinsels wurden die Schnitte in mit PBS gefiillten

Multiwell-Platten beférdert und dort bis zur weiteren Behandlung belassen.



2.3 Immunhistochemie

2.3.1 Immunhistochemisches Protokoll

Jeder der folgenden Schritte erfolgte auf einem Schiittler. Wenn nicht extra erwéhnt erfolgten

die einzelnen Schritte bei RT.

1.

Vorbehandlung der Schnitte

e 3 x 30 min mit PBS waschen.

e AnschlieBend 1i.N. in der Kiithlkammer bei 4°C aufbewahren.

Zur Lagerung der Schnitte (bei 4°C) konnen diese fiir diesen Behandlungsschritt mit 0,2%
NaNj; (Schutz vor Pilz- oder Bakterienbefall) behandelt werden.

Reduktion der freien Aldehydgruppen (Fiir Fixierungslosung Nr. 3, Nr. 4 und Nr. 5)

e 2 x 2 min in Aqua dest. Waschen.

Um das starke Schiumen im nachfolgenden Schritt zu reduzieren.

e 20 min in Aqua dest. mit 1% NaBH,4 inkubieren.

e 3 x 1 min in Aqua dest. waschen (um das starke Schiumen zu stoppen).
e 3 x 20 min in PBS waschen.

Blockierung der endogenen Peroxidase Aktivitiit

e 30 min in einer PBS Losung mit 1-2% H,0, inkubieren.

e 3 x 20 min in PBS waschen.

Wie bei Punkt 1 ist auch hier eine Lagerung wie oben beschrieben moglich.

Permeabilititserhohung

e Inkubation fiir 3 h bis i.N. (RT) mit 0,4% Tween 20 / mit 0,4% Tween 20 und 0,2%
Saponin / mit 0,4% Triton X 100 jeweils in PBS.

¢ 3 x 30 min in PBS waschen.
Blockierung von unspezifischen Proteinbindungen

e Inkubation fiur 30 min mit 10% NGS in PBS.

Als Alternative wurden zusdtzlich verschiedene Proteine (entfettetes Milchpulver, BSA
oder Chemiblocker zwischen 1 und 6%) verwendet, mit dem Ziel den Hintergrund weiter
zu reduzieren.

Inkubation mit dem Primérantikorper

o Inkubation fiir 72 h bei 4°C mit dem Primérantikorper (Verdiinnungen: 1:40 fiir SHG-
1ES, 1:1500 fiir APC-052 und 1:3000 fiir PPc73K) in 1% NGS mit 5% DMSO, 0,2%
Tween 20 und 0,1% NaN; in PB, pH 7.4.

Es wurden mind. 3 und max. 5 Verdiinnungen in Abhdngigkeit des jeweiligen Antikorpers

untersucht.



7. Inkubation mit dem Sekundirantikorper

e 4 x 30 min in PBS waschen.

e Inkubation ii.N. (4°C) mit dem Sekundirantikdrper Ziege-Anti-Ratte IgG/IgM fiir
monoklonale Primérantikérper und mit Ziege-Anti-Kaninchen IgG fiir polyklonale
Primérantikdrper in einer Verdiinnung von 1:500 in 1% NGS mit 5% DMSO, 0,2%
Tween 20 und 0,1% NaN3; in PB, pH-Wert 7,4.

8. Inkubation mit ABC Loésung

e 4 x 30 min in PBS waschen.
Parallel zu diesem Vorgang ABC Lésung ansetzen. Zuerst 20 ul Losung A zu 10 ml PBS
zugeben dann 20 ul Lésung B und 30 min verriihren.
e Inkubation ii.N. (4°C) in ABC Losung.

9. Entwicklung
e 4 x 30 min in PBS waschen.
e 1x30minin 0,05 M Tris Puffer, pH-Wert 7,2 waschen.
o Entwicklung der Schnitte mit DAB Losung fiir 30 bis 60 min unter kontinuierlicher

Kontrolle am Mikroskop.

Die Entwicklungslosung (20 mg DAB / 100 ml Tris Puffer) wurde erst eine halbe Stunde
vor der Verwendung zubereitet. Zum Starten der Entwicklungslosung wurde unmittelbar
vor der Entwicklung 500ul 0,3%ige H,O; der DAB Losung hinzugefiigt. Alternativ kénnen
Verstirkungsverfahren durch Anlagerung von Nickelammoniumsulfat (200mg/100ml) am
chromogenen DAB zur Verstirkung des Reaktionsproduktes angewendet werden (Adams
1981).
e Abstoppen der Reaktion durch 2 x waschen in Tris Puffer, pH-Wert 7,2.
e Aufbewahrung der Schnitte in PBS mit 0,2% NaNs.

10. Aufziehen der Schnitte
e Vor dem Aufziehen der Schnitte in 0,05 M Tris Puffer, pH-Wert 7,2 {iberfiihren.

e Aufziehen der Schnitte aus Chromalaungelatine auf Objekttrager.
e Trocknen der Schnitte fiir mind. 24 h.
11. Eindeckeln der Schnitte

e 3 xje 30 minin Xylol.
e FEindeckeln der Schnitte mit DePex.



2.3.2 Negativkontrolle

Um unspezifische Reaktionen des Sekundirantikorpers mit dem Gewebe zu identifizieren
wurden Negativkontrollen durchgefiihrt. Hierfiir wurde das immunhistochemische Protokoll
(2.3.1) angewendet, unter Auslassung der Inkubation mit dem Priméirantikorper. Blieben die
Gewebeschnitte ungefarbt, konnte eine unspezifische Reaktion des Sekundirantikorpers
ausgeschlossen und die spezifische immunhistochemische Reaktion des Primérantikorpers

bekriftigt werden.

2.3.3 Absorptionskontrolle

Die Sperzifitit des Primdrantikdrpers wurde des Weiteren durch Prdinkubation der
Primédrantikérper-Losung (1 ml) unter Zugabe von 10 pg des SHG-Peptides (ii.N., 4°C)
verifiziert. Eine spezifische Bindung des Primérantikorpers an dem SHG-Peptid wiirde alle
Primérantikdrper verbrauchen und unter Anwendung des immunhistochemischen Protokolls

keine positive immunhistochemische Reaktion aufweisen.

2.4. Antikorper-Charakterisierung

2.4.1 Epitop-Charakterisierung

Das Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Nachweisverfahren diente der weiteren
Spezifizierung der hergestellten AK. 14 AS lange Peptide (mit 10 AS Uberlappung, siche
unten) wurden aus dem SHG-Peptid unter Verwendung eines multiplen Peptid-Synthetisierers
(SYRO MultiSynTech GmbH, Witten) synthetisiert (Geysen et al. 1987). Die Reinheit der
Peptide wurde mit Hilfe eines Mass-Spektrometers [matrix-assisted laser
desorption/ionization time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS)] bestimmt
(Kaufmann et al. 1996).

SHGSLLLPPASSPPPPQVPQRRGTPPLTPGRLTQDL SHG-Peptid
SHGSLLLPPASSPP Peptid 1
LLLPPASSPPPPQV Peptid 2
PASSPPPPQVPQRR Peptid 3
PPPPQVPQRRGTPP Peptid 4
QVPQRRGTPPLTPG Peptid 5
QRRGTPPLTPGRLT Peptid 6

GTPPLTPGRLTQDL Peptid 7




ELISA Protokoll (Harlow & Lane 1988)

1.

Inkubation des Peptides mit 100 pl Peptidlosung/Loch (10 pg Peptid/ml Aqua dest.) und
Austrocknung 1i.N. (37°C).

2. 5 x waschen mit Aqua dest.

3. Inkubation fiir 30 min bei 37°C mit 100 pl Blockierungslésung/Loch (2% BSA in PBS)
zur Blockierung der freien Proteinbindungsstellen der Platte.

4. 5 x waschen mit 0,05% Tween 20 in PBS.

5. Inkubation fiir 30 min bei 37°C mit 100 ul Primérantikorper-Losung/Loch (0,2% BSA
und 0,05% Tween 20 in PBS).

6. 5 x waschen mit 0,05% Tween 20 in PBS.

7. Inkubation fiir 30 min bei 37°C mit 100 pl Sekunddrantikorper-Losung/Loch (0,2% BSA
und 0,05% Tween 20 in PBS, 1:5000 Jackson Anti-Ratte 1gG/IgM Peroxidase gekoppelt
fiir monoklonale AK und Anti-Kaninchen IgG Peroxidase gekoppelt fiir polyklonale AK).

8. 5 x waschen mit 0,05% Tween 20 in PBS.

9. Inkubation fiir 30 min bei RT mit 100 pl der OPD-Losung zur chromogenen Reaktion.

10. 50 pl der Stopplosung/Loch (2,5 M H,SOy).

11. Jede Platte wurde direkt im Anschluss mit dem Elisa-Photometer bei 492 nm und 620 nm
vermessen. Die Messung der optischen Dichte (OD) bei 620 nm diente als
Referenzwellenldnge. Endwert = OD bei 492 nm - OD bei 620 nm.

OPD-Losung

¢ 40 mg o-Phenylenediammin dihydrochlorid in Phosphat-Citrat Puffer, pH-Wert 5,1
e 40 },Ll 30% HzOz

Phosphat-Citrat Puffer:

e 24.3 ml Zitronensdure (19.2 g/ 1000ml)
e 25.7ml 0.2 M Phosphat (28.4 g Na, HPO,/1000 ml)




Jeder AK wurde mit dem SHG-Peptid in einer Verdiinnungsserie von 12 Verdiinnungen von
1:50 bis 1:102400 getestet. Um eine OD zwischen 1,6 und 2,0 fiir die Epitop-
Charakterisierung der sieben Peptide erreichen zu konnen, wurden die Primérantikorper in
verschiedenen Verdiinnungen verwendet (1:300, 1:900 und 1:2700). Fiir die monoklonalen
Antikorper wurden anschliefend neue Verdiinnungen angewendet, um die passende OD

erreichen zu konnen (Tabelle 2.4).

Name des AK Verwendete Verdiinnungen

PPc64K 1:2700
PPc73K 1:2700
PPc73K * 1:300
PPc74K 1:900
PPc76K 1:300
SHG-1ES5 1:200
SHG-1E7 1:200
SHG-2B12 1:600
SHG-4A8 1:400

Tab. 2.4: Endkonzentrationen der AK-Verdiinnungen fir eine OD
zwischen 1.6 und 2.0.A. g: * Dieser AK wurde mit Hilfe der
Affinitdtschromatographie gereinigt.

Kontrollverfahren

Um unspezifische Reaktionen zu identifizieren, wurden in Anlehnung an das ELISA-
Protokoll Negativkontrollen durchgefiihrt, wobei als Kontrollarten entweder die Inkubation
mit dem Peptid oder die Inkubation mit dem Primérantikdrper ausgelassen wurde (mind. 10
Locher/Kontrollart/Platte).

Zur Kontrolle der spezifischen Reaktion wurde jeweils ein vierfacher Parallelansatz pro
Peptid mit demselben Primérantikorper inkubiert und ausgewertet. Von dem errechneten
Mittelwert der optischen Dichte wurde der Mittelwert der jeweiligen Negativkontrolle
subtrahiert. Diese Werte wurden mit Hilfe des EXCEL Programms graphisch dargestellt.



2.4.2 Homologiesuche

Mit der Methode der Epitop-Charakterisierung wurde fiir den jeweiligen AK eine spezifische
Epitop-Region, ein 14-mer langes Peptid, aus dem 35-mer langen SHG-Peptid bestimmt.
Diese Verkleinerung der Epitop-Region macht man sich in der Homologiesuche zunutze,
denn durch eine verkiirzte AS-Sequenz erhoht sich die Anzahl der moglichen Homologe.
Wenn die Anzahl der Proteine mit homologen AS-Sequenz-Regionen niedrig ist, spricht das
fiir eine sehr hohe Spezifitit des AK gegeniiber dem HCN4-Protein und erniedrigt die Anzahl
der moglichen kreuzreagierenden Proteine.

Diese Software gleicht in zehn Protein-Datenbanken (Einschlieflich Swissprot, TrEMBL,
Ensembl und RefSeq) alle vertretenen Proteine mit der eingegebenen AS-Sequenz des zu
untersuchenden Proteins ab. Anschliefend erstellt das Programm eine Liste, beginnend mit
denjenigen Proteinen, die die hochste AS-Sequenz Homologie zu der angegebenen AS-
Sequenz aufweisen, zusammen [FASTA3-Programm Version 3.3t09 vom 18 Mai 2001 und
3.4t23 vom 18 Mirz 2004 (Pearson & Lipman 1988): www.expasy.org Similarity searches,
FASTA, European Molecular Biology Laboratory, European Bioinformatics Institute]. Auf
Grund der hochsten Anzahl an Sequenz-Homologien wurde das FASTA3-Programm im
Vergleich mit anderen Programmen verwendet (www.expasy.org, BLAST, WU/BLAST;
DeCypher, FDF und Scanps). Die Proteindatenbanken, die benutzt wurden, enthielten 921652
Proteinsequenzen (29.10.2002).

Folgende Parameter wurden in das FASTA3-Programm eingegeben:
Database: swiss-prot
Gap penalties: open: - 12, residue: -2
Scores: 100
Align: 100
KTUP: 2
Histogramm: No
Matrix: BLOSUMG62
Expectation upper: 50
Expectation lower: default
Sequence range: Start-End

Database range: Start-End

Molecule type: Protein







3.1.1 Epitop-Charakterisierung

Zur Herstellung der acht HCN4-Antikorper diente das SHG-Peptid als Antigen. Aus diesem
35-mer langen Peptid wurden 7 Peptide synthetisiert, mit je einer Linge von 14 AS und einer
Uberlappung von 10 AS (siehe Kapitel 2.4.1). Durch diese Unterteilung des SHG-Peptides
und der damit verbundenen AS-Sequenzverkleinerung konnte mit Hilfe des ELISA-
Nachweisverfahrens die jeweilige spezifische Epitop-Region der monoklonalen Antikdrper
(SHG-1ES5, SHG-1E7, SHG-2B12, SHG-4AS8) und des polyklonalen PPc73K AK untersucht
werden. Von den polyklonalen AK PPc64K, PPc73K, PPc74K und PPc76K erwies sich bei
den IHC-Versuchen zur Antikorper-Charakterisierung der PPc73K AK als bester polyklonaler
Antikdrper (Ergebnisse sind nicht dargestellt), so dass nur dieser der Epitop Charakterisierung

diente. Zusétzlich wurde dieser polyklonale AK weiter affinitdtschromatographisch gereinigt.

Die Epitop-Charakterisierung ergab, dass der SHG-1ES5 AK seine hochste Affinitéit gegeniiber
der Aminosdurensequenz LLLPPASSPPPPQV (Peptid Nr. 2) aufweist. Fiir den
monoklonalen SHG-1E7 AK zeigte die AS-Sequenz des Peptides Nr. 1 seine hdchste
Affinitdt. Die AK SHG-2B12 und SHG-4AS8 hatten ihre spezifischen Epitope an der AS-
Sequenz des Peptides Nr. 4 bzw. Peptid Nr. 5. (Diag. 3.1). Im Falle des PPc73K AK bestand
die hochste Affinitit gegeniiber Peptid Nr. 7 und 6 und einem Teilbereich des Peptides Nr. 5.

Das Kontrollverfahren durch Negativkontrollen zur Identifizierung von unspezifischen
Reaktionen fiel negativ aus [Diagramm 3.1, kein Peptid (@ P) - 10% OD; kein Peptid und
kein Erstantikorper (@ P, @ 1 AK) - 0% OD]. Als weitere Kontrolle wurde das ELISA-
Nachweisverfahren mit dem ganzen SHG-Peptid durchgefiihrt (OD 100%).

Peptid 1 m 2B12

1E7
OD 100% m 1E5
p 73 1:900 Diagramm 3.1: Diagramm zur
g}zgfgzpﬁd Darstellung der  Epitop-Charak-
Peptid 7 oP terisierung. m: monoklonal; p:

polyklonal; 1:900: Polyklonaler Ak
befand sich in einer Verdiinnung
von 1 zu 900; afp: affinitits-
purifiziert; SHG-Peptid: siche 2.4.1;
O P: ELISA-Verfahren wurde ohne
das Peptid durchgefiihrt; @ P, @ 1%
AK: ELISA-Verfahren wurde ohne
das Peptid durchgefiihrt und ohne
den Primérantikorper; OD: optische
Dichte.

Peptid 6 Peptid 3

Peptid 5 Peptid 4



3.1.2 Homologiesuche

Die Homologiesuche ergab fiir das 35-mer lange SHG-Peptid 100 Homologe. Hiervon wiesen
nur vier Homologe einen E-Wert kleiner als 0,001 auf. Die restlichen Proteine hatten einen E-
Wert groBler als 2,8. Der E-Wert (Erwartungswert/ Expectation value) beschreibt die
statistische Signifikanz fiir den gefundenen Treffer bei Datenbanksuchen. Je niedriger der
jeweilige E-Wert ist, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass es sich nicht um einen
zufilligen Treffer handelt. Demnach deuten hohe Werte an, dass das Alignment
wahrscheinlich nur ein Zufallstreffer ist und die beiden angepassten Sequenzen nichts
miteinander zu tun haben. Man kann also davon ausgehen, dass die ersten vier Proteine der
hundert gefundenen Homologen eine tatsdchliche, biologische Verwandtschaft zu dem
eingegebenen Peptid besitzen. Uberpriift man die Herkunft dieser ersten vier Homologen, so
findet man heraus, dass es sich dabei um die AS-Sequenzen der HCN-Kanalproteine von
Maus, Ratte, Mensch und Kaninchen handelt. Von den hundert Homologen werden hier nur

zehn ausschnittsweise aufgefiihrt (Ergebnisfenster 3.1 und 3.2).

Alignment | DE:ID Source Length  |dentity% | Ungapped (Overlap |E0
1 SWHCN4 MOUSE  |Potassium/sodium hyperpolarizatio 1186 [100.000 |100.000 36 2.1e-12
2 SWVWHCHA RAT Potassium/sodium hyperpolarization-  |1198  [100.000 |100.000 36 2.1e-12
3 SWHCN4 HUMAM  |Potassium/sodium hyperpolarizatio 1203 [100.000 |100.000 36 2.1e-12
4 SYWHCNA RABIT Paotassium/sodium hyperpolarizatio 1175 [79.487 (86111 39 3.6e-08
) SWACSAZ ACEXY | Cellulose synthase 2 [Includes: 1896 |54.545 |54.545 22 28
53 SWAWWASL MOUSE | Meural Wiskott-Aldrich syndrome p a0 84167 |54.167 24 42
7 SYWANASL RAT Neural Wiskott-Aldrich syndrome pro 501 84167 |54.167 24 42
8 SWANASL BOYIN Neural Wiskott-Aldrich syndrome p 205 |54.167  |54.167 24 42
9 SWWASF1 HELAM Anther-specific protein SF18 prec 161 45833 |45.833 24 a1
10 SW.BD11 ARATH  |LOB domain protein 11. 229 |57.895  |57.895 14 5.4

Ergebnisfenster 3.1: Ergebnisse der Homologiesuche fiir die AS-Sequenz des SHG-Peptides.

Das zweite Ergebnisfenster soll die sehr hohe AS-Sequenzidentitét der ersten vier Homologen
zum SHG-Peptid verdeutlichen. Vor allem soll es aber zeigen, dass ab dem fiinften Protein
die Ubereinstimmung nur noch gering war und weiter abnahm. Damit ist eine spezifische
Bindung einer der verwendeten AK mit einem E-Wert von 2.8 oder grofer sehr

unwahrscheinlich, so dass Kreuzreaktionen nahezu ausgeschlossen werden konnen.

uery 1:36 SHGSLLLPPASSPPPPOYPORRGTPPLTPGRLTOQDL

1 5V:HCH4 HOUSE 1:36 1003:1122 SHGSLLILPPASSPPPPOYPORRGTPPLTPGRLTQDL
2 SW-HCH4 EAT 1:36 1016:1135 SHGSLLLPPASSPPPPOYPORRGTPPLTPGRLTOQDL
3 SW.HCH4 HUMAN 1:3& 1018:1137 SHGSLLLPPASSPPPPOYPORRGTPPLTPGRLTOQDL
4 SW:HCH4 EABIT 1:36 999:1118 SHGSLLLPPASSPPPPpaPORRATPPLAPGRISODL
5 SW:ACSAZ? ACEXY 1:36 7LG:BYS GATPYEPPPYHAPPPPSLPOQPPGTLPTPPOIAPASA
& SW.WAST HOUSE 136 260:379 GPPFFPPPPHSSGFPFPPPARGRGAPPPPPSRAFPTAA
7 SW.WAST EAT 1:36 260379 GPPPPPPPPHSSGPPPPPARGRGAPPPPPSRAPTALA
8 SW:WAST BOVIN 1:36 263382 GPPPPPPPPHSSGPPPPPARGRGAPPPPPSRAPTAA
9 SW:ASF1 HELAN 1:36 37:1E56 FCYFDCDPOKNPGPPPGAPGTPGTPPAPPGEGEGDA
10 SW:.LEBD11 ARATH 1: 36 1:120 TTPYHSPSPTSSPPPPPSPOOPPOPPYYLSPCAACK
consensuss100%
consensuss90% oL s=...s=P. . .= ._ .. =, ... ...
consensus-80% 0oL Ps.=s .PPPP. . P.. .= .PP.=__......
consensuss70% PPsssPPPP _sP. . . =sPP . sss. .. .5,

Ergebnisfenster 3.2: Zeigt die Ubereinstimmung der AS-Sequenz der gefundenen Homologen.



Die Epitop-Charakterisierung hat fiir die Primdrantikérper die jeweils spezifische Epitop-
Region bestimmt. Diese Verkleinerung der AS-Sequenz machte man sich zusédtzlich in der
Homologiesuche zunutze, denn mit einer verkiirzten AS-Sequenz erhoht sich theoretisch die
Anzahl der moglichen Homologen. Wiirde auch hier die Anzahl der Proteine mit homologen
AS-Sequenz-Regionen weiterhin niedrig bleiben, deutet dies auf eine sehr hohe Spezifitit des
AK gegeniiber des HCN4-Proteins und erniedrigt die damit verbundene Anzahl der
theoretisch-moglichen kreuzreagierenden Proteine. So wurden mit den im Kapitel 2.4.1
gezeigten Peptiden weitere Homologiesuchen durchgefiihrt. Exemplarisch werden im Anhang
(siche Kapitel 6.4) die Ergebnisse der Homologiesuche fiir das Peptid Nr. 2 gezeigt. Das
Alignment fiir die 14-mer lange AS-Sequenz, der Epitop-Region des SHG-1ES5 Antikorpers,
ergab 16 Homologen. Die ersten vier Homologen sind dieselben wie diejenigen der
Homologiesuche mit dem SHG-Peptid. Der kleinere E-Wert ist dadurch zu erkliren, dass eine
viel kiirzere Sequenz verwendet wurde und somit die Wahrscheinlichkeit grofer ist, dass nur
die Sequenzen {ibereinstimmen, es sich aber um keine tatsdchlichen Homologen handelt. Die
Homologiesuche lieferte fiir die anderen sechs Peptide sehr dhnliche Ergebnisse (Daten sind

nicht dargestellt).

3.1.3 Vergleich der immunhistochemischen Darstellung

Die Epitop-Charakterisierung zeigte, dass sowohl die monoklonalen als auch die polyklonalen
AK spezifisch an den verschiedenen Epitopen des SHG-Peptides binden. Zusétzlich zeigte die
Homologiesuche, dass diese AK spezifisch fiir HCN4 sind. So stellte sich anschlieBend die
Frage, ob die verschiedenen Primirantikdrper unterschiedliche immunhistochemische
Ergebnisse erbringen wiirden. IHC-Versuche wurden anhand des im Kapitel 2.3.1
aufgefiihrten Protokolls mit den monoklonalen (SHG-1ES, SHG-1E7, SHG-2B12, SHG-4AS8)
und den polyklonalen (PPc64K, PPc73K, PPc74K, PPc76K) Primédrantikdrpern durchgefiihrt.
Wihrend der experimentellen Erprobung der von Prof. Dr. Kaupp und Frau Dr. Kremmer
gemeinsam hergestellten AK erschien von der Firma Alomone ein kéuflicher AK gegen
HCN4 (APC-052). Um weitere Vergleichsmoglichkeiten zu erhalten, wurde der polyklonale
APC-052 AK in die Antikorper-Charakterisierung aufgenommen.



Exemplarisch werden anhand des Ncl. oculomotorius (III) die immunhistologischen
Ergebnisse des monoklonalen AK SHG-1ES, des polyklonalen AK PPc73K und APC-052
gezeigt. Wie in den Abbildungen 3.1 A (SHG-1ES5), B (PPc73K) und C (APC-052) zu sehen
ist, zeigten alle drei AK positive immunhistochemische Reaktionen (IR). Mit diesen AK
wurden HCN4-positive Motoneuronen, mit dhnlicher Form und GréB3e, geférbt (siehe Insets
A-C). Der SHG-1E5 AK zeigte dabei die stirkste und der PPc73K AK die schwéchste
Immunreaktion. Erkenntnisse aus allen Versuchsreihen, die hier nicht dargestellt werden,
filhrten zu der Entscheidung, die Lokalisation des HCN4-Kanals im Rattengehirn mit Hilfe
des SHG-1E5 AK durchzufiihren.

Im manchen Bereichen war der Hintergrund erhoht, es kam zu Kreuzreaktionen mit Gefal3en.
Die Benutzung von in der Ratte hergestelltem Primérantikdrper und Sekundérantikdrper
gegen Ratten IgG, erforderte die zusitzliche Uberpriifung der Spezifitit des SHG-1E5 AK
anhand von [IHC-Versuchen an verschiedenen Nagetieren (Maus, Hamster und
Meerschweinchen). Des Weiteren wurden die IHC-Versuche an den oben genannten
Nagetierarten auch mit dem Antikorper APC-052 durchgefiihrt. Bei vergleichbaren
Ergebnissen sollte dies die Spezifitit des SHG-1E5S AK weiter validieren. Exemplarisch
werden vier Regionen gezeigt: Ncl. reticularis thalami (Abb. 3.1 D-G), das Corpus
geniculatum laterale (H-K), die Ncll. lemnisci lateralis (L-P) und der Oliva superior Komplex
(Q-S). In den Bereichen, wo der SHG-1E5 AK in der Ratte eine positive Immunreaktion
zeigte, fand man auch in den anderen Nagetieren und auch mit dem AK APC-052 zum
groBBten Teil dhnliche Ergebnisse. Der Hintergrund war in den verschiedenen Nagetieren
unterschiedlich stark ausgeprédgt. So war dieser in der Maus am stérksten und in Hamster und
Meerschweinchen am schwichsten. Zusitzlich war zu beobachten, dass mit dem AK APC-
052 im Meerschweinchen die immunpositiven (IP) Dendriten iiber eine deutlich ldngere
Ausdehnung als mit dem AK SHG-1ES verfolgt werden konnten (Inset S). In manchen
Bereichen wurde sogar ein weit verzweigtes IP-Dendritengeflecht iiber einer Linge von 100-
200 pm gefunden (Daten sind nicht dargestellt). Es wurden zudem keine Unterschiede
gefunden in den Bereichen, die fiir den SHG-1E5 AK in der Ratte immunnegativ waren

(Daten sind nicht dargestellt).

Abb. 3. 1: A-S : Photomikroskopische Aufnahmen aus Frontalhirnschnitten.

A-C:  Ncl. Oculomotorius, Versuchstier: Ratte (Ra). AK: A>SHG-1E5; B2>PPc73K; C>APC-052.

D-G: Ncl. reticularis thalami. AK: D, E->SHG-1E5; F, G=> APC-052, Versuchstier: D>Ra; E,
F>Meerschweinchen (Mee); G>Hamster (Ha).

H-K: Corpus geniculatum laterale, AK: SHG-1ES5. Versuchstier: H->Ra; I>Maus (Ma); J>Ha, K->Mee.

L-P:  Ncll. lemnisci laterales. AK: L-O>SHG-1E5; P> APC-052. Versuchstier: L>Ra; M>Ma; N->Ha; O,
P->Mee.

Q-S:  Oliva superior Komplex. AK: Q, R>SHG-1ES5; S>APC-052. Versuchstier: Q>Ra; R, S, P>Mee.

Balken entspricht in den Abb. A-I, K, M-S: 100 pm; in J: 50 pm; in L: 25 pm und in allen Inset’s 20 um
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3.1.4 Negativkontrollen und Absorptionskontrollen

Zur  Qualitdtssicherung des  immunhisto- A
chemischen  Protokolls wurden  Negativ- -
kontrollen und Absorptionskontrollen durch-

gefiihrt. Damit wurde zusitzlich die Spezifitit

des Primédrantikorpers belegt.

Fir die Negativkontrollen wurde das IHC-

Protokoll unter Auslassung der Inkubation mit
dem  Primdrantikdrper  angewendet.  Die
Praparate zeigten keine positive immunhisto-

chemische Reaktion (Abbildung 3.2 A). | : SR

Durch die Bildung der SHG-Peptid-Primér-  App. 32 A-C: Photomiskroskopische Aufnahme

des Cortex einer Ratte im Frontalschnitt. A:
Negativkontrolle, B: Absorptionskontrolle, C:
Immunpositiver Cortex unter Anwendung des
regelrechten IHC-Protokolls.

antikorper-Komplexe zeigten die Absorptions-
kontrollen im weiteren IHC-Versuch keine

positive IHC-Reaktion (Abbildung 3.2 B).

Im folgenden Kapitel wird die spezifische Verteilungscharakteristik des HCN4-Kanals auf der
zelluldren Ebene exemplarisch anhand von detaillierten Darstellungen und lichtmikros-
kopischen Aufnahmen einiger Gehirnregionen beschrieben. Die immunhistochemischen
Versuche wurden mittels des im Kapitel 2.3.1 gezeigten Protokolls durchgefiihrt. Der in
Zusammenarbeit von Prof. Dr. Kaupp (Institut fiir Biologische Informationsverarbeitung,
Forschungszentrum Jilich GmbH) und Frau Dr. Kremmer (Institut fiir Molekulare
Immunologie, Miinchen) hergestellte monoklonale SHG-1ES AK diente als Primédrantikorper.
Die digitalen Fotografien wurden mit dem Axioplan 2 Mikroskop der Fa. Zeiss und einer
Cool Snap Kamera der Fa. Roper Scientific (Ottobrun) erzielt. Hinsichtlich des Zuschneidens,
der Optimierung der Helligkeit und des Kontrastes wurden die Aufnahmen mit dem Adobe
PhotoShop 7.0 weiter bearbeitet. Im Kapitel 3.3 folgt anschlieBend eine tabellarische
Zusammenfassung iiber die Intensitit der IR des HCN4-Kanalproteins in den Regionen des
Rattengehirns. Die Intensitit der Immunreaktion fiir HCN4 wurde mit ,,stark intensiv* (4),
Hintensiv* (3), ,,moderat® (2), ,,schwach* (1) und ,.keine Immunreaktion* (0) ausgewertet. Die
verwendeten Abkiirzungen fiir die Gehirnregionen entsprechen grofBtenteils denjenigen
Abkiirzungen aus dem Atlas "The rat brain in stereotaxic coordinates” (Paxinos & Watson

1998).
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3.2.1 Isocortex

Die Oberfliache des Telencephalons wird von einer grauen, nervenzellreichen Rinde bedeckt,
dem Cortex cerebralis. Im Isocortex werden auf Grund der Art ihrer Nervenzellen und ihrer
Anordnung sechs Schichten (Laminae) unterschieden. - Lamina molecularis (Lamina 1;
nervenzellarm, aber faserreich), - Lamina granularis externa (Lamina 2; nervenzellreich,
Kornerzellen), - Lamina pyramidalis externa (Lamina 3; kleinere und mittlere
Pyramidenzellen), - Lamina granularis interna (Lamina 4, sehr nervenzellreich), - Lamina
pyramidalis interna (Lamina 5; groe Pyramidenzellen), - Lamina multiformis (Lamina 6,
vielgestaltige Nervenzellen).

Im Vergleich zu seinem Zellreichtum wurden im Isocortex nur wenige HCN4 IP-Neuronen
gefunden, wobei diese in den Laminae 1-6 ein unterschiedliches Expressionsmuster zeigten
(Abbildung 3.3 A). Die dullere Kornerschicht und die dullere Pyramidenzellschicht (Lamina 2
und 3) waren, bezogen auf die Schichten des Isocortex, am stirksten ausgepriagt. Deutlich
weniger wies die innere Kornerschicht und die polymorphe Zellschicht (Lamina 4 und 6) IP-
Neuronen auf. Die Expressionsstirke der inneren Pyramidenzellschicht (Lamina 5) lag
dazwischen. Die immunpositiven Neuronen hatten ein rundes bis ovales Soma. Dabei wurden
die Plasmamembranen stark und das Cytoplasma nur schwach bis gar nicht angeférbt. Die IP-

Neuronen hatten einen Durchmesser von ca. 15 um. Bei den Pyramidenzellen, sowohl der

duferen als auch inneren Schicht, konnte der proximale Anteil der Primérdendriten {iber einer

Liange bis zu 25 pm beobachtet werden (Abbildung 3.3 B und C).

$\
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Abb. 3.3: A, B und C: Photomikroskopische Aufnahmen aus Frontalhirnschnitten. Versuchstier: Ratte;
Verwendeter AK: SHG-1ES5. A: Isocortex. B: AusschnittsvergroBBerung aus der Lamina pyramidalis externa. C:
AusschnittsvergroBBerung mit einem IP-Neuron aus der Lamina pyramidalis interna. cc: Corpus callosum, CPu:
Ncl. Caudatus - Putamen.#: HCN4 IP-Neuronen, > IP-Dendriten. Balken entspricht in der Abb. 3.3 A: 100 pm,
B und C: 20 um.



3.2.2 Hippocampus

Dorsal vom Corpus callosum und nach ventral vom Corpus amygdaloideum wird der
Hippocampus retrocommisuralis begrenzt. Dieser wird in Subiculum, Cornu ammonis (CA)
und Fascia/Gyrus dentatus (DG) unterteilt. Aufgrund unterschiedlicher Zellgrofen,
Farbintensititen und Packungsdichten der Nervenzellen werden cytoarchitektonisch
verschiedene Sektoren (CA1, CA2 und CA3) innerhalb des CA unterschieden.

Sowohl im CA als auch im DG des Hippocampus retrocommisuralis wurden auf HCN4
positive IR gefunden. Die stirkste Intensitdt der IHC-Reaktion fiir HCN4-Kanalproteine
innerhalb des Hippocampus (Hc) war im Stratum pyramidale des CA und im Stratum
granulosum des DG zu sehen (Abbildung 3.4 A). Bei stirkerer Vergroflerung des Stratum
pyramidale wurden IP-Pyramidenzellen in allen drei Sektoren des CA sichtbar (Abbildung 3.4
C fiir CA1 und 3.4 B fiir CA3). Mit Ausnahme des Zellkerns féarbten sich das Cytoplasma, die
Plasmamembran und die Dendriten gleichméBig positiv. Die Pyramidenzellen hatten in CAl
einen Durchmesser von 12 um und in CA3 einen Durchmesser von 15 pm. Pyramidenzellen
besitzen apikale (reichen in das Stratum moleculare hinein, ca. 300-450 um lang) und basale
Dendriten (verbleiben im Stratum pyramidale, wo sie einen dichten Plexus bilden). HCN4-IR
war an den apikalen Dendriten bis in einer Lidnge von 160 pm (Abbildung 3.4 B mit
schwarzen, spitzen Pfeilen markiert) und an den basalen Dendriten bis in einer Lange von 40
pum (mit weillen, spitzen Pfeilen markiert) zu beobachten. Zusétzlich fand man IP-
Kornerzellen im Stratum granulosum des DG. Deutlich weniger wurden HCN4 [P-Neuronen
im Stratum plexiforme und gelegentlich IP-Neuronen im Stratum oriens und Stratum
radiatum beobachtet. Links unten ist in der Abbildung 3.4 A zusitzlich die positive

Immunreaktion des Ncl. habenulae medialis zu sehen.

Skizze 3.1: Schematische Darstellung des Hc.
Skizze wurde aus Paxinos 1995 iibernommen.

Abb. 3.4: Photomikroskopische Aufnahmen aus
Frontalhirnschnitten. Versuchstier: Ratte;
Verwendeter AK: SHG-1ES5. A: Ubersichts-
aufnahme des Hc. B: AusschnittsvergroBerung
des Stratum (Str.) pyramidale des CA3. C:
AusschnittsvergroBerung des Str. pyramidale
des CAl. D: Aufnahme des Ncl. reticularis
thalami. Cx: Cortex, cc: Corpus callosum, Or:
Str. oriens, Py: Str. pyramidale, Rad: Str.
radiatum, LMol: Str. lacunosum moleculare,
PoDG: Str. plexiforme des Gyrus dentatus,
GrDG: Str. granulosum des Gyrus dentatus, DG:
Gyrus dentatus, IBI: Innere Oberfliche des DG,
OBI: AuBere Oberfliche des DG, MHb: Ncl.
habenulae medialis, LP: Ncl. parabrachialis
lateralis, DLG: Ncl. geniculatum laterale dorsale, D3V: Dorsaler Anteil des 3ten Ventrikel. %: HCN4 IP-
Neuronen,>: IP-Dendriten. Balken entspricht in der Abb. 3.4 A: 500 um, B und C: 20 um, und D: 25 pm.
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3.2.3 Thalamus

Ncl. reticularis

Der Ncl. reticularis thalami (Rt) ist in die ,,Gitterschicht* des Thalamus zwischen Lamina
medullaris externa und Capsula interna eingebettet und erstreckt sich iiber die gesamte

rostrokaudale Ausdehnung des Thalamus.

Der Rt zeigte eine deutliche IR auf den HCN4-Antikorper. Kleine Neuronen (Durchmesser
ca. 10 bis 15 um) mit spindelférmigen Perikaryen waren zu finden. Bei diesen IP-Neuronen
reagierte die Plasmamembran mit dem Cytoplasma positiv, unter Aussparung des Nucleus.
Gelegentlich konnte der proximale Anteil der Primirdendriten in einer Lénge von ca. 15 um

verfolgt werden. Die Verteilung von IP-Neuronen folgte einem laminaren Muster, begrenzt

von der weillen Substanz, welche keine IP-Zellen enthielt.




3.2.4 Metathalamus

Corpus geniculatum laterale

Das Corpus geniculatum laterale (CGL) befindet sich im dorsolateralen Bereich des

posterioren Thalamus.

Der HCN4-AK zeigte in allen Unterbereichen des Corpus geniculatum laterale eine moderate
bis intensive IR. Diese Immunreaktion war im Ncl. geniculatum laterale dorsale (DLG) etwas
stairker als im Ncl. geniculatum laterale ventrale (VLG) und im Intergeniculatum-Fliigel
(IGL). Das Verteilungsmuster des HCN4-Kanalproteins war hingegen in allen drei
Unterbereichen des CGL gleichmiBig (Abbildung 3.5 A). Die Verteilung von
immunpositiven Neuronen folgte einem lamindren Muster, begrenzt von der weillen Substanz,
welche keine IP-Zellen enthielt. Mit dem SHG-1E5 AK wurden Neuronen mit runden bis
ovalen Perikaryon und einem Durchmesser von 15 - 20 um gefarbt (Exemplarisch sind einige
Perikarya in der Ausschnittsvergroferung mit dicken Pfeilen in der Abbildung 3.5 B
markiert). Primdrdendriten und das Cytoplasma der IP-Neuronen lieen sich nicht darstellen,
hingegen reagierte das Neuropil positiv auf den HCN4-AK (Ausschnittsvergrolerung mit
diinnem Pfeil in der Abbildung 3.5 B markiert).

Corpus geniculatum mediale

Das Corpus geniculatum mediale (CGM) befindet sich im anterioren, lateralen Bereich des
Mittelhirnes. Dieser Kern wird in drei Unterbereiche differenziert: Nucleus ventralis (MGV),
Ncl. dorsalis (MGD) und Ncl. medialis (MGM). Der MGV wird noch weiter in eine lateralen
(LV) und einem ovoiden Nucleus (OV) unterteilt.

Im CGM lieB sich nur eine geringe Anzahl von IP-Neuronen finden. Gegeniiber den IP-
Neuronen des CGL, waren die HCN4 positiven multipolaren Neuronen des CGM mit einem
Durchmesser von ca. 25 bis 30 um grofler. Die Plasmamembran der Neuronen reagierte
positiv, wobei diese im Vergleich zum CGL stirker angefirbt wurde. In der
AusschnittsvergroBerung (Abbildung 3.5 D) ist zu sehen, dass die IR der Plasmamembran
ungleichmdBig verteilt war. Der unspezifische Background und die Anfirbung von kleinen
Gefilen sind dadurch zu erkldren, dass wir einen in Ratte hergestellten monoklonalen
Primédrantikdrper benutzten. So kam es durch den gegen Ratten IgG gerichteten
Sekundérantikorper zu unspezifischen Kreuzreaktionen des Zweitantikorpers mit dem

verwendeten Tiergewebe.
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A

Abb. 3.5: Photomikroskopische Aufnahmen aus Rattenhirnfrontalschnitten. Immunhistochemische Reaktion
durch den SHG-1E5 AK. A: Ubersichtsaufnahme des CGL. B: AusschnittsvergroBerung aus dem DLG. C:
Ubersichtsaufnahme des CGM. D: AusschnittsvergroBerung des CGM aus demselben Frontalschnitt, Aufnahme
nur in einer anderen Ebene aufgenommen. DLG: Ncl. geniculatum laterale dorsale, VLG: Ncl. geniculatum
laterale ventrale, IGL: Intergeniculatum Fliigel, ar: Radiatio acustica, VB: Ncl. ventrobasalis thalami.#»: HCN4
IP-Neuronen, > : Neuropil,#: Gefdle. Balken entspricht in der Abb. 3.5 A, C: 100 um, B: 50 um und D: 20 um.



3.2.5 Hypothalamus

Ncl. praeopticus medialis

Der Ncl. praeopticus medialis (MPO) gehort zu den Kerngebieten der medialen Zone des
Hypothalamus. Er verlduft parallel zur Wand des dritten Ventrikels (3V) und wird in folgende
drei Unterbereiche unterteilt: einem lateralen Teil (MPOL) mit spirlich verteilten Zellen,
einem medialen Teil mit dichten Zellpopulationen (MPOM) und einem zentralen
Unterbereich, kompakt mit sehr dicht aneinander liegenden Zellen (MPOC), welcher im
MPOM eingebettet ist.

Im Ncl. pracopticus medialis befanden sich IP-Neuronen (Durchmesser ca. 15 um), die eine
deutliche IR mit dem monoklonalen SHG-1E5 Antikorper zeigten. HCN4-positive
punktihnliche Verdichtungen fiillten das Perikaryon mit Ausnahme des Nucleus auf. Nur
gelegentlich wurden immunpositive primére Dendriten in einer Lénge von ca. 20 pum
beobachtet. Bei hoherer VergroBerung wurde sichtbar, dass diese punktihnlichen
Verdichtungen vor allem in der Plasmamembran und nur wenige im Cytoplasma zu finden
waren. Die lockere, spirliche Verteilung der Neuronen in der Abbildung 3.6 A deutet auf den

lateralen Unterbereich (MPOL) des Ncl. preaopticus medialis.

Ncl. supraopticus

Der Ncl. supraopticus gehort zu den Kerngebieten des Hypothalamus und befindet sich dort
im ventralen, anterioren Bereich, anliegend an das Chiasma opticum und dem Tractus opticus.
Der Tractus opticus trennt einen kleineren Bereich, den retrochiasmatischen Teil (SOR), vom

Hauptpol (SO).

Die Mehrheit der Neuronen des Ncl. supraopticus zeigte eine stark intensiv positive Reaktion
auf den HCN4-AK (Abbildung 3.6 C). Hierbei handelte es sich hdchstwahrscheinlich um
magnocelluldre, neurosekretorische Zellen, welche immunpositiv reagierten. Diese Neuronen
hatten ein rundes bis ovales Soma mit einem Durchmesser von ca. 10 bis 15 pm. Der

proximale Anteil der primdren Dendriten lie3 sich nicht immunpositiv darstellen.



3. Ergebnisse 37

Ncl. paraventricularis

Der Ncl. paraventricularis liegt beidseitig parallel der Ventrikelwand des dritten Ventrikels an

und gehort zu den hypothalamischen Kerngebieten.

Im Ncl. paraventricularis zeigte sich ebenfalls eine starke IR der Perikarya. Das Perikaryon
wurde, mit Ausnahme des Nucleus, mit HCN4-positiven punktidhnlichen Verdichtungen
ausgefiillt. Ahnlich wie in den IP-Neuronen des MPO wies die Plasmamembran deutlich mehr
punktdhnliche Verdichtungen auf als das Cytoplasma. Die multipolaren Neuronen hatten ein
Soma mit einem Durchmesser von ca. 15 pm. Zusitzlich zur IP-Zellmembran liefen sich
gelegentlich primdre Dendriten in einer Lange von 20 pm verfolgen. Bei dem unten in der
Abbildung 3.6 B gezeigten Ausschnitt handelte es sich um Neuronen des anterioren

parvocelluldren Bereiches.

v —

Abb. 3.6: Photomikroskopische Aufnahmen aus Frontalhirnschnitten. Versuchstier: Ratte; Verwendeter AK:
SHG-1ES. A: Lateraler Anteil des Ncl. pracopticus medialis, MPOL. B: Ncl. paraventricularis, anteriorer
parvocellulirer Bereich (PaAP) C: Ubersichtsaufnahme des Ncl. supraopticus (SO). OX: Chiasma opticum. -+ :
HCN4 IP-Neuronen,~> : Proximaler Anteil von Primdrdendriten. Balken entspricht in der Abb. 3.6 A: 25 um, B
und C: 50 pm.



3.2.6 Tegmentum mesencephali

Ncl. ruber

Der Ncl. ruber hat seinen Namen auf Grund der rotlichen Féarbung (hoher Gehalt der
Perikarya an kolloidalem Eisen) und seiner groen rundlichen dichten Struktur im frischen
humanen Hirngewebe. Er befindet sich bilateral inmitten des Tegmentums des Mittelhirns
und wird in einen Pars parvocellularis und einen Pars magnocellularis unterteilt. Im
Gegensatz zum Ncl. ruber des Menschen ist bei den meisten anderen Sdugetieren der Pars

parvocellularis eher unterentwickelt.

Die IHC-Darstellung des HCN4-Proteins zeigte im Ncl. ruber eine positive Reaktion. Die IP-
Neuronen des Ncl. ruber hatten ein multipolares, spindelférmiges Soma mit einer Gréf3e von
ca. 40 pm. Wie in der AusschnittsvergroBBerung unten zu sehen (Abbildung 3.7 B) wiesen die
[P-Neuronen eine intensive Immunoreaktivitit der Zellmembran mit einer ungleichméBigen
Verteilung der IR innerhalb der Plasmamembran auf. Das Cytoplasma reagierte nur schwach
immunhistochemisch. Gelegentlich lieBen sich proximale Anteile von den Dendriten mit

dhnlichen Muster darstellen (Abbildung 3.7 A).

Ncll. lemnisci lateralis

Die Ncll. lemnisci lateralis (LL) sind paarig angelegte Kerne, welche sich im anterioren
Bereich des Pons befinden, ventral des Colliculus inferior. Sie werden in einem ventralen

(VLL), einen intermedidren (ILL) und einen dorsalen (DLL) Unterbereich unterteilt.

Die LL zeigten eine deutliche IR auf den HCN4-Antikorper. GroBtenteils handelte es sich um
mittelgroe Neuronen (Durchmesser ca. 20 pm) mit einem runden bis ovalen Perikaryon. Bei
diesen immunpositiven Neuronen reagierte nur die Oberfliche der Plasmamembran positiv,
unter Aussparung des Cytoplasma und des Nucleus. Die Verteilung von IP-Neuronen folgte
einem lamindren Muster, begrenzt von der weilen Substanz, welche keine immunpositiven
Zellen enthielt. Neben diesen Neuronen wurden sehr wenige HCN4-positive bipolare
Neuronen gefunden. Bei diesen bipolaren Neuronen (Durchmesser ca. 10 bis 15 um) zeigte
das Cytoplasma, mit Ausnahme des Zellkerns, eine ausgepragtere Immunreaktion (siche ® in
der Abbildung 3.7 C). Primére Dendriten mit Verzweigungen konnten iiber einer Linge von

30 um verfolgt werden. Zusétzlich ist eine positive Reaktion des Neuropils im LL zu finden.
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Abb. 3.7: Photomikroskopische Aufnahmen aus Frontalhirnschnitten. Versuchstier: Ratte; Verwendeter AK:
SHG-1ES5. A: Ubersichtsaufnahme des Ncl. ruber (R). B: AusschnittsvergroBerung vom Ncl. ruber aus
demselben Frontalschnitt, Aufnahme nur in einer anderen Ebene aufgenommen. C: Ventraler Bereich der Ncll.
lemnisci lateralis (VLL). III: Ncl. oculomotorius. # HCN4 IP-Neuronen,> Proximaler Anteil von Dendriten,

®: Positive bipolare Neuronen. Balken entspricht in der Abb. 3.7 A: 100 um, B: 20 pm und C: 50 pm.



3.2.7 Tectum mesencephali

Colliculus superior (craniales)

Der Colliculus superior ist im Mittelhirndach (Tectum mesencephali) zu finden. Der Kern
weist eine horizontale Schichtengliederung aus abwechselnd grauer und weiler Substanz auf.
Von ventral nach kaudal ergeben sich die folgenden Schichten: - Stratum zonale (ZO), -
Stratum griseum superficiale (SuG), - Stratum opticum (Op), - Stratum griseum medium
(intermedium, InG), - Stratum medullare medium (album intermedium, InWh), - Stratum

griseum profundum (DpQG), - Stratum medullare (album) profundum (DpWh).

Mit Hilfe der Immunhistochemie, unter Verwendung des SHG-1E5 AK, lieB3 sich eine geringe
Anzahl von immunpositiven HCN4 Neuronen im Stratum griseum profundum darstellen
(Abbildung 3.8 A). In allen anderen Schichten des Colliculus superior waren fiir HCN4 keine
positiven Neuronen zu finden. Das Perikaryon dieser positiven Neuronen hatte eine runde bis
leicht ovoide Form mit einer durchschnittliche GroBe von ca. 15 bis 20 um. Hierbei handelte

es sich um multipolare Neuronen.

Colliculus inferior

Der Colliculus inferior befindet sich im dorsalen Anteil des Mittelhirnes. Dieser Kern wird in
drei Bereiche unterteilt: einen zentralen (CIC), einen dufleren, corticalen (ECIC) und einen

dorsal, corticalen (DCIC) Bereich.

Betrachtet man die Verteilung der HCN4-positiven Neuronen im Colliculus inferior, so fiel
keine spezifische Verteilungscharakteristik auf. Im Gegensatz zum Colliculus superior waren
die positiven Neuronen im ganzen Colliculus inferior gleichméBig verteilt. Allein durch ein
IHC-Verfahren lie3 sich weder fiir CIC noch fiir DCIC oder ECIC eine Schichtung darstellen.
Somit lieB sich eine auf den HCN4-Kanal verbundene tonotopische Organisation nicht
feststellen. Hierfiir sind noch weitere Untersuchungen erforderlich. HCN4-positive Neuronen
haben ein spindelférmiges Perikaryon mit einem Durchmesser von ca. 15-20 pm (Inset
Abbildung 3.8 B). Bei hoherer Vergroflerung war zu beobachten, dass die der

Plasmamembran zugehdrige IR eine ungleichméBige Verteilung besal.



3.2.8 Andere Hirnstammregionen

Oliva superior et Ncl. corporis trapezoidei

Der Oliva superior Komplex (SOC) besteht aus einer Gruppe von Kernen, welche sich in der
ventralen Region der caudalen Pons befinden. Hierzu gehoren Oliva superior medialis
(MSO), Ncl. paraolivarius superius (SPO), Oliva superior lateralis (LSO), Ncl. corporis

trapezoidei (Tz) und der Ncl. periolivarius ventralis (VPO).

In den meisten Kerngruppen des SOC (MSO, SPO, LSO und VPO) wurde fiir HCN4 eine
intensive IR gefunden. Sowohl die Perikarya als auch das Neuropil zeigten sich immunpositiv
fiir den SHG-1E5 AK. Im Tz wurde eine stirkere Antwort beziiglich der Exprimierung des
HCN4-Kanalproteins sichtbar als in den iibrigen Kerngruppen des SOC. Auch hier findet sich
eine positive Immunreaktion der Perikarya und des Neuropils. Wie im Inset der Abbildung
3.8 C zu sehen ist, wurden im LSO spindelférmige IP-Neuronen (Durchmesser ca. 20 pum)

gefunden.
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3.2.9. Viszeromotorische Kerne

Ncl. dorsalis n. vagi (X)

Der Ncl. dorsalis n. vagi (X) ist ein paariges Kerngebiet, welches sich im dorso - caudalen

Bereich der Medulla oblongata, unterhalb des vierten Ventrikels, befindet.

Im Ncl. dorsalis n. vagi fand man eine sehr schwache Immunreaktion des HCN4-AK
(Abbildung 3.9 A). Erst bei einer hohen Vergroferung stellten sich schwach die Perikarya
von wenigen Neuronen dar. Diese positiven Neuronen hatten ein rundes Soma mit einen
Durchmesser von ca. 15 - 20 um. Positive Dendriten waren nicht zu finden. In dieser Ebene

waren kleinere Gefélle zu finden, welche auf den HCN4-AK positiv reagierten.

3.2.10 Somatomotorische Kerne

Ncl. n. oculomotorius (I11)

Der Ncl. n. oculomotorius (III) ist ein paarig angelegtes Kerngebiet, das sich im Mittelhirn

ventral vom Aquaeductus mesencephali befindet.

Die Motoneuronen des Ncl. III zeigten eine sehr starke HCN4-Immunreaktion. Uberall in
diesem Kerngebiet reagierten die Perikarya der Motoneuronen positiv und waren gleichméBig
verteilt. Punktdhnliche Verdichtungen wurden bei stirkerer Vergroerung sowohl an der
Plasmamembran als auch im Cytoplasma beobachtet (Abbildung 3.9 C). Lediglich der
Zellkern wurde ausgespart. Die Motoneuronen hatten ein rundes Soma mit einem
Durchmesser von ca. 20 um. Gelegentlich konnte man bei einigen Neuronen den proximalen

Anteil der Dendriten verfolgen (Abbildung 3.9 B).



3. Ergebnisse 43

Abb. 3.9: Photomikroskopische Aufnahmen aus Frontalhirnschnitten. Versuchstier: Ratte; Verwendeter AK:
SHG-1ES5. A: Ubersichtsaufnahme des Ncl. dorsalis X. Inset A: AusschnittsvergroBerung. B: Ubersichts-
aufnahme des Ncl. III. C: AusschnittsvergroBerung des Ncl III. R: Ncl. ruber, Aq: Aquaeductus, PAG:
Substantia grisea centralis mesencephali. #: HCN4 IP-Neuronen, > : Punktihnliche Versammlungen, - :
Proximaler Anteil von Dendriten. Balken entspricht in der Abb. 3.9. A, B: 100 pm, C und Inset A: 20 pm.



Ncl. motorius n. trigemini

Der Ncl. motorius n. trigemini (Mo5) ist im cranialen Bereich des Pons zu finden. Der Mo5
wird in einem grofBeren, dorsolateralen (DL) und einen kleineren, ventromedialen im unteren
2/3 gelegenen Bereich (VM) unterteilt (Skizze 3.2 b). Die Skizzen 3.2 a und c zeigen die
myotopische Organisation des Mo5. Die Muskeln fiir den Kieferschluss (M. masseter [M;:
superficiellen Anteil, M,: anterioren, tiefer Anteil], M. pterygoideus medialis [Py], M.
temporalis [T]) werden von Motoneuronen des DL innerviert. Die Muskeln, welche die
Offnung des Kiefers ermoglichen (M. digastricus [AD], M. mylohyoideus [MY]) werden von
Motoneuronen des VM innerviert. Zu den Muskeln, die den Kiefer 6ffnen, gehort der M.
pterygoideus lateralis [P;]. Seine Motoneuronen befinden sich aber im DL, zusammen mit den

Motoneuronen fur den Kieferschluss.

Die Motoneuronen des Mo5 zeigten eine starke positive Reaktion auf den HCN4-AK.
Betrachtet man das Verteilungsmuster HCN4 IP-Neuronen des Mo3, so fiel auf, dass sowohl
im DL als auch im VM keine spezifische Verteilungscharakteristik beziiglich der vorhin
erwihnten myotopischen Organisation des Kernes festzustellen war (Abbildung 3.10 A).
Diese IP-Motoneuronen waren im DL und im VM gleichmiBig verteilt. Die positiven
Neuronen waren multipolar, wiesen mehr als drei primdre Dendriten auf, hatten ein
elliptisches Soma und einen Durchmesser von ca. 10 - 15um. Zusitzlich zum Perikaryon der
Motoneuronen, welches sich deutlich positiv darstellen lie, waren auch die proximalen

Anteile der Dendriten positiv.

Ncl. n. abducentis (VI)

Der Ncl. n. abducentis (VI) gehort zu den caudalen Kerngebieten des Pons. Es ist ein paariges
Kerngebiet, welches durch den Fasciculus longitudinalis medialis von einander getrennt wird

und ventral des I'V. Ventrikels (4V) verlautt.

Eine deutliche immunologische Antwort bezliglich des SHG-1E5 AK war in den
Motoneuronen des Ncl. VI zu finden. Diese waren gleichméfBig im gesamten Kerngebiet
verteilt. Die IP-Motoneuronen wiesen ein spindelformiges Soma mit einem Durchmesser von
ca. 20 um auf. Punktdhnliche Verdichtungen waren bei stirkerer VergroBerung in der
Zellmembran, im Cytoplasma (mit Ausnahme des Zellkerns) und in den proximalen Anteilen
der Primérdendriten zu sehen. Fast bei jedem IP-Motoneuron waren mindestens zwei
Primédrdendriten sichtbar (Abbildung 3.10 B). Der proximale Anteil dieser Dendriten war in

einer Lange bis zu 40 um zu verfolgen.
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Skizze 3.2: Schematische Darstellung des Ncl. Motorius n. trigemini. Die Skizzen a und c geben die
myotopische Organisation des Kernes dar. Die Skizze b zeigt die Unterteilung des Mo5 in DL und VM. Skizze
wurde aus Paxinos 1995 iibernommen.

Abb. 3.10: Photomikroskopische Aufnahmen aus Frontalhirnschnitten. Versuchstier: Ratte; Verwendeter AK:
SHG-1E5. A: Aufnahme des Mo5. B: Ubersichtsaufnahme des Ncl. VI. 4V: Vierter Ventrikel.# HCN4 IP-
Neuronen,>: Proximaler Anteil von Dendriten. Balken entspricht in der Abb. 3.10 A und B: 100 pm.

Ncl. n. facialis (VII)

Der Ncl. n. facialis (VII) befindet sich im cranioventralen Anteil der Medulla oblongata.
Durch die weile Substanz wird der Ncl. n. facialis in mehrere Untereinheiten unterteilt:
Laterale, dorsolaterale, intermediale und mediale Untereinheiten, welche aber keine

cytoarchitektonischen Unterschiede zeigen.

Eine starke positive IR war auch im Ncl. VII zu finden. Die HCN4 IP-Motoneuronen waren
gleichméBig in allen Untereinheiten des Ncl. VII zu finden, so dass keine Unterschiede in der
topograpischen Organisation der HCN4-Kanile beziiglich der Innervation einzelner Muskeln
zu finden waren (Abbildung 3.11 A). Diese IP-Motoneuronen waren multipolar und hatten ein

ovales bis rundes Soma. Mit einem Durchmesser von ca. 20 - 25 pm waren sie etwas grofler



als diejenigen Motoneuronen des Ncl. VI. Punktidhnliche Verdichtungen waren an der
Zellmembran, unter Aussparung des Zellkerns im Cytoplasma und an den Primérdendriten zu
finden. Uber einer Linge von bis zu 40 um konnte man den proximalen Anteil der Dendriten
bei der Mehrzahl der Motoneuronen erkennen. Dadurch, dass nur der proximale Anteil der
Primardendriten und nur sehr wenige sekundédre Dendriten IP reagierten, zeigte hingegen das

Neuropil eine sehr schwache HCN4-IR auf (siehe Sternchen in der Abbildung 3.11 B).

Ncl. ambiguus

Der Ncl. ambiguus ist ein kleines Kerngebiet der Medulla oblongata, das sich von caudal des

inferioren Pol des Ncl. facialis zum Obex ausbreitet.

Auch der Ncl. ambiguus zeigte eine starke positive IR auf den HCN4-AK. IP-Motoneuronen
waren gleichméBig im ganzen Kerngebiet verteilt (Abbildung 3.11 C). Diese multipolaren
Neuronen wiesen ein spindelférmiges Soma mit einem Durchmesser von ca. 20 - 25 um auf.
Der proximale Anteil der Dendriten liel3 sich in einer Lange von bis 60 um positiv darstellen.
Bei stirkerer VergroBerung lieBen sich punktdhnliche Verdichtungen wie bei den

Motoneuronen des Ncl. VII beobachten (Abbildung 3.11 D).

Ncl. n. hypoglossi (XII)

Der Ncl. n. hypoglossi befindet sich im Boden des unteren Winkels der Rautengrube und

reicht kaudal bis in die ventrale Wand des Zentralkanals.

Mit dem immunhistochemischen Verfahren lieen sich im Ncl. XII positive Motoneuronen
fiir den HCN4-AK nachweisen. Diese Zellen lielen sich in allen Bereichen des Kernes in
einem gleichméBigen Verteilungsmuster nachweisen und zeigten keine Unterschiede
beziiglich der myotopischen Organisation. Im rechten Bereich der Abbildung 3.11 E ist zu
sehen, dass Motoneuronen sowohl der longitudinalen, als auch der horizontalen und
vertikalen Muskeln der Zungenbinnenmuskulatur HCN4-IP sind (Vergleich mit der mittleren
Abbildung der Skizze 3.3 b). Das Soma der Motoneuronen wies eine runde bis
spindelformige Form auf, mit einem Durchmesser von ca. 20 - 25 um, &dhnlich der

Motoneuronen der anderen bisher beschriebenen somatomotorischen Kerne.
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Abb. 3.11: Photomikroskopische Aufnahmen aus Frontalhirnschnitten. Versuchstier: Ratte; Verwendeter AK:
SHG-1E5. A: Ubersichtsaufnahme des Ncl. n. facialis. B: Sehr starke VergroBerung eines einzelnen
Motoneurons des Ncl. VII aus einen andern Hirnschnitt, aber in etwa aus der gleichen Ebene. C:
Ubersichtsaufnahme des Ncl. ambiguus. D: Sehr starke VergroBerung eines einzelnen Motoneurons des Ncl.
ambiguus aus einem anderen Hirnschnitt, aber in etwa aus der gleichen Ebene. E: Aufnahme des Ncl. n.
hypoglossi. Sp5O: Ncl. spinalis n. trigemini, CC: Canalis centralis,®: HCN4 IP-Neuronen,—>: proximaler Anteil
der Dendriten. Balken entspricht in der Abb. 3.11 A, C, E: 100 um, B, D: 20 pm.

Skizze 3.3: a: Efferenzen des Ncl. hypoglossi im Sagitalschnitt. d: dorsal, v: ventral, 12: Ncl. n. hypoglossi, 12n:
Nervus hypoglossus, 7: Ncl. n. facialis, SCG: Ganglion cervicale superius, AC: Ansa cervicalis, STY: M.
styloglossus, HY: M. hyoglossus, GH: M. geniohyoideus, GG: M. genioglossus.

b: Myotopische Organisation des Ncl. n. hypoglossi von rostral (erste obere) nach caudal (untere). e:
Motoneuronen fiir STY und HY, A: GG, m: GH, o: longitudinale Muskeln der intrinsichen Muskulatur, A:
horizontale und verticale Muskeln der Zungenbinnenmuskulatur. Skizze wurde aus Paxinos 1995 iibernommen.



3.2.11 Somatosensible Kerne

Ncl. sensorii n. trigemini

Der Ncl. sensorii n. trigemini principalis (Pr5) bildet zusammen mit dem Ncl. sensorii n.
trigemini mesencephalicus (Me5) und dem Ncl. sensorii n. trigemini spinalis (Sp5) die Ncll.
sensorii n. trigemini. Sie sind die sensiblen Kerne des N. trigeminus (V). Insgesamt erstrecken
sie sich vom Mittelhirn bis zum cervicalen Anteil des Riickenmarkes. Der Pr5 befindet sich
im unteren, lateralen Teil der Pons. Skizze 3.4 gibt Aufschluss iiber die somatotopische
Organisation des Ncl. sensorii n. trigemini principalis beziiglich der drei Aste des N.

trigeminus.

Im Pr5 wurden HCN4 positive Neuronen gefunden. Beziiglich der somatotopischen
Organisation des Pr5 waren nicht in allen Bereichen immunpositive Neuronen zu finden.
Neuronen, welche HCN4-Kanalproteine enthielten, stellten sich nur in den Bereichen des Vi
und Vj dar und zeigten dort eine deutliche IR. Im Bereich des V| wurden hingegen keine IP-
Neuronen gefunden. Die Abbildung 3.12 A stammt aus einem sehr kranialen Bereich des
Kernes Pr5. Der Ncl. sensorii n. trigemini spinalis zeigte im Gegensatz zum Ncl. sensorii n.
trigemini principalis beziiglich der somatotopischen Organisation keine Unterschiede im
Verteilungsmuster. Dort wurden HCN4 IP-Neuronen in allen drei Bereichen (Vy, Vi und Vi)
gefunden. In der Abbildung 3.11 A (Ncl. VII) sind zusétzlich positive Neuronen des Sp5 im
Vi zu sehen. Sowohl im Pr5 als auch im Sp5 hatten die Neuronen ein rundes Soma mit einem
Durchmesser von ca. 20 - 25 um. Der proximale Anteil der Dendriten lie3 sich hier ebenfalls
darstellen. Die Neuronen des Me5 zeigten auch eine positive Reaktion auf den HCN4-AK.
Die Neuronen hatten ein rundes und groles Soma (Durchmesser > 30 pm). Die proximalen

Anteile der Dendriten lieen sich nicht darstellen. (Daten sind nicht dargestellt)

Ncll. vestibulares

Die Ncll. vestibulares durchziehen fast die gesamte Medulla oblongata. Zu diesen Kernen
gehoren ein oberes (SuVe - Ncl. Bechterew), ein laterales (LVe - Ncl. Deiter), ein mediales
(MVe - Ncl. Schwalbe) und ein caudales/spinales (SpVe - Ncl. Roller) Kerngebiet. Der MVe
wird cytoarchitektonisch in einen kleinen kranialen Teil (Ncl. vestibulares mediales
parvocellulares - MvePC), einen kaudalen Anteil (MveC) und einen magnozelluldren Bereich
(MveMC) unterteilt. Zusitzlich werden zu den Ncll. vestibulares kleine Zellgruppen assoziiert

(F, X, L, Y und Z).
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HCN4 IP-Neuronen lassen sich in den Ncll. vestibulares nur innerhalb des Ncl. vestibulares
mediales parvozellulares (MVePC) darstellen. Hier handelt es sich um Neuronen, welche sich
in der Ndhe des Ncl. praepositus hypoglossi befinden. Die anderen Neuronen des MvePC
waren negativ fiir die HCN4 Immunoreaktivitit. Auch in den anderen Bereichen der Ncll.
vestibulares (SuVe, LVe, MVe, SpVe, MveC, MveMC) wurden keine IP-Neuronen gefunden.
Die HCN4 IP-Neuronen hatten ein ovales Soma mit einem Durchmesser von ca. 20 - 30 um.
Nur die Zellmembran reagierte positiv auf den HCN4-AK, nicht hingegen das Cytoplasma.
Zahlreiche immunpositive Dendriten waren zu sehen und sie konnten durch die IHC-Reaktion

iiber einer Lange von bis 50 um verfolgt werden (Abbildung 3.12 C).
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Skizze 3.4: Schematische Darstellung der Cytoarchitektonik des Ncl. sensorii n. trigemini principalis beziiglich
der drei sensorichen Aste des N. Trigeminus. Skizze wurde aus Paxinos 1995 iibernommen.

Abb. 3.12: Photomikroskopische Aufnahmen aus Frontalhirnschnitten. Versuchstier: Ratte; Verwendeter AK:
SHG-1ES5. A: Aufnahme des Pr5. B: Ubersichtsaufnahme des Ncl. vestibulares mediales parvocellulares
(MVePC) und des Ncl. praepositus hypoglossi (Pr). C: Detaillaufnahme des MVePC aus einem anderen
Hirnschnitt, aber in etwa der gleichen Ebene. 4V: Vierter Ventrikel# HCN4 IP-Neuronen,->: proximaler Anteil
der Dendriten. Balken entspricht in der Abb. 3.12 A, B und C: 100 pm.



3.2.12 Formatio reticularis medialis

Ncl. reticularis gigantocellularis

Der Ncl. reticularis gigantocellularis gehort der Formatio reticularis medialis an und erstreckt
sich vom Ncl. praepositus hypoglossi und Ncl. n. hypoglossi als strahlenformiger Keil nach

ventral.

Eine Reihe riesiger multipolarer Neurone mit einem Durchmesser von ca. 40 - 50 um zeigten
im Ncl. reticularis gigantocellularis eine schwach positive Reaktion fiir den monoklonalen
SHG-1ES Antikorper. Bei hoherer Vergroferung (Abbildung 3.13) wurde sichtbar, dass die
der Plasmamembran zugehorige IR eine ungleichmifBige Verteilung besall. Das Cytoplasma
wies eine noch schwichere immunhistochemische Reaktion auf. Ein dhnliches Muster konnte

auch in den IP-Dendriten dieser Neuronen beobachtet werden.

e ; : Abb. 3.13: Photomikroskopische GroBaufnahme von HCN4
5 il » ; positiven Riesenzellen im Ncl. reticularis gigantocellularis.
%3 . Frontalschnitt einer Ratte. Verwendeter AK: SHG-1ES5-»: IP-

—— Rlesegzellen des Ncl. reticularis gigantocellularis. Balken
; entspricht 50 pm.

Ncl. praepositus hypoglossi

Der Ncl. praepositus hypoglossi erstreckt sich vom Knie des N. facialis bis zum oberen Pol

des Ncl. n. hypoglossi, am Boden des vierten Ventrikels.

Im Ncl. praepositus hypoglossi waren eine Vielzahl von Neuronen zu finden, welche auf das
HCN4-AK deutlich positiv reagierten (Foto siehe Ncll. vestibulares, Abbildung 3.12 B). Die
[P-Neuronen waren gleichméBig im ganzen Kern verteilt. Diese multipolaren, positiven
Neuronen hatten ein eher rundes Perikaryon mit einem Durchmesser von ca. 15 - 20 pm.
Sowohl an der Zellmembran des Perikaryons, dem Cytoplasma, mit Ausnahme des Zellkerns,
und als auch an den proximalen Anteilen der Primidrdendriten wurden punktdhnliche

Verdichtungen sichtbar.
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3.2.13 Medulla spinalis

Die unten gezeigte Skizze gibt einen Aufschluss iiber die Verteilung der Laminae in der
grauen Substanz des gesamten Riickenmarks in Hohe C1 und ermoglicht damit einen besseren

Vergleich mit den photomikroskopischen Aufnahmen.

Mit dem HCN4-AK lie3 sich im Cornu ventrale eine starke positive Reaktion von Neuronen
darstellen. Voraussichtlich handelte es sich hierbei um Motoneuronen der Lamina IX. Diese
IP-Motoneuronen waren multipolar mit spindelformigem Soma. Sie wiesen einen
Durchmesser von 15 - 20 um auf. Zusitzlich zur Zellmembran, dem Cytoplasma unter
Aussparung des Zellkerns lieBen sich auch die proximalen Anteile der Primardendriten der

Motoneuronen in einer Lange bis zu 40 um (Abbildung 3.14 A) positiv darstellen.

Im Cornu laterale wurden HCN4 positive Neuronen gefunden, welche unterschiedliche
Formen und GroBen hatten (siche Abbildung 3.14 B). Im Gegensatz zum Cornu ventrale
wurde hier ein sehr dichtes Geflecht aus Dendriten ohne ihre zugehdrigen Perikarya deutlich

sichtbar. Die Dendriten waren zum Teil iiber einer Lange von bis zu 150 pm zu verfolgen.
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Skizze 3.5: Schematische Darstellung des
Riickenmarkes in Hohe des ersten Halswirbels
(C1). 1-10: Laminae I-X, LatC: Ncl. lateralis
cervicalis, LSp: Ncl. lateralis spinalis, py:
Tractus pyramidalis, CeCv: Ncl. centralis
cervicalis, IMM: Ncl. intermediomedialis.
Skizze wurde aus Paxinos & Watson 1998
iibernommen.

Abb. 3.14: Photomikroskopische Aufnahmen
aus Riickenmarksschnitten. Versuchstier: Ratte;
Verwendeter AK: SHG-1ES. A: Ubersichts-
aufnahme des Cornu ventrale in Hohe C1. B:
Aufnahme des Cornu laterale. »: HCN4 IP-
Neuronen;>»: IP-Dendriten. Balken entspricht in
der Abb. 3.14 A: 100 pm und 3.17 B: 50 um.




Septum und basales Vorderhirn

Nell. Septi

Isocortex Septum laterale 2
Septum mediale 2
Cortex™ Diagonales Band von Broca |
Lamina 1 0 Bed ncl. stria terminalis 1
Lamina 2 2 Nel. basalis Meynert |
Lamina 3 2 Taenia tecta 0
Lamina 4 1
Lamina 5 1-2 Basalganglien
Lamina 6 1 Necl. Caudatus - Putamen 1-2
Corpus callosum 0 Globus pallidus 1-2
Pallidum ventrale 2
Archipallium Nel. accumbens 0-1
Claustrum 0
Archicortex
Hippocampus Corpus amygdaloideum
CAl Necl. amygdalae centralis 2
Stratum oriens 0-1 Nel. amygdalae ventralis 2
Stratum pyramidale 2 Nel. amygdalae basolateralis 2
Str. rad.-lac.-mol. 0-1 Nel. amygdalae medialis 2
CA2 Ncl. amygdalae basomedialis anterior 2
Stratum oriens 0-1
Stratum pyramidale 2
Str. rad.-lac.-mol. 0-1
CA3 Thalamus
Stratum oriens 0-1
Stratum pyramidale 2 Necll. anteriores 2-3
Stratum lucidum 0 Necll. intralaminares et medianis 1-2
Str. rad.-lac.-mol. l Necl. reticularis 3
Gyrus dentatus Nel. paraventricularis 0-1
Stratum granulosum 2 Necll. ventrobasales 23
Stratum plexiforme 2
Hilus 1 Metathalamus
Subiculum 0
Corpus geniculatum laterale (Principal relay n.) 2-3
Periarchicortex Corpus geniculatum mediale 2
Cortex cingularis 1-2
Palaeocortex Epithalamus
Bulbus olfactorius 0-1 Necl. habenulae  medialis 3
Str. glomerulosum lateralis 1
Str. mitrale
Str. granulosum mternum Subthalamus
Tuberculum olfactorium 2
Insula Calleja 1-2 Zona incerta 2-3
Cortex piriformis 2-3 Necl. subincertalis 2

Ncl. subthalamicus




Hypothalamus

Medulla oblongata und Pons

Necl. praeopticus medialis 4 Area tegmentalis pontis
Necl. praeopticus magnocellularis 2 Necl. tegmentalis dorsalis 1
Necl. suprachiasmaticus 4 Ncl. tegmentalis posterodorsalis 1
Ncl. supraopticus 4 Ncl. tegmentalis dorsalis lateralis 1-2
Necl. paraventricularis 4 Ncl. tegmentalis ventralis (Gudden) 1-2
Necl. ventromedialis 0 Nel. tegmentalis microcellularis 0
Necl. arcuatus 2 Ncl. Barrington |
Necl. periventricularis hypothalami 1
Corpus mamillare 2 Andere Hirnstammregionen
Necl. posterior hypothalami | Ncl. pontis 3
Locus coerulues 0
Oliva superior 3
Ncl. corporis trapezoidei 3-4
Mesencephalon Ncl. supragenualis 0
Necl. parabrachialis 0
Tegmentum mesencephali Oliva inferior 2-3
Necl. tractus opticus 0
Necl. parabigeminalis 0 Visceromotorische Kerne
Necl. n. oculomotorii 4 Nell. accessorii n. oculomotorii (Edinger - Westphal) 1
Nell. accessorii n. oculomotorii (Edinger-Westphal) 4 Necll. salivatorii 1-2
Necl. n. trochlearis 4 Necl. dorsalis n. vagi (X) 1
Necl. ruber 3
Substantia nigra Viscerosensible Kerne
Pars reticularis 2-3 Ncl. tractus solitarii |
Pars compactacta 2-3
Nell. Tegmenti Somatomotorische Kerne
Necl. Interstitialis (Cajal) 2 Ncl. n. oculomotorius (IIT) 4
Ncl. Darkschewitz 2 Ncl. n. trochlearis (IV) 4
Necl. dorsalis tegmenti 1-2 Necl. motorius n. trigemini (V) 4
Necl. ventralis tegmenti 1-2 Ncl. n. abducentis (VI) 4
Area tegmentalis ventralis 0 Ncl. n. facialis (VII) 4
Area praetectalis anterior 2 Necl. accessorius n. facialis 4
Necl. mterpeduncularis 2 Ncl. ambiguus 4
Substantia grisea centralis mesencephali 1-2 Necl. n. hypoglossi (N XII) 4
Tiefe mesencephalische Kerne 1 Necl. n. accessorii 4
Ncl. subbrachialis 1-2
Necll. lemnisci lateralis 3-4
Tectum mesencephali
Collicullus superior (cranialis)
Stratum griseum superficiale 0
Stratum opticum 0
Str griseum intermedium 0
Str griseum profundum 1-2
Str album profundum (medullare) 0
Colliculus inferior (caudalis) 1-2
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4.1 Antikorper-Charakterisierung

Mittels der Epitop-Charakterisierung wurde der Beweis erbracht, dass sowohl alle
monoklonalen als auch der polyklonale AK (PPc73K) spezifisch an ihren jeweiligen Epitop-
Regionen des SHG-Peptides binden. Weiterhin ergab die Homologiesuche, dass die AS-
Sequenz des SHG-Peptides eine 100%ige AS-Sequenzidentitit zu der AS-Sequenz des
m(Maus)HCN4-, r(Ratte)HCN4- und h(Mensch)HCN4-Proteins aufweist. Dies entspricht den
von Monteggia und seinen Mitarbeitern (2000) verdffentlichten Daten, dass das rHCN4-Gen
mit dem hHCN4-Gen identisch ist und mit dem des Kaninchens eine 97%ige
Ubereinstimmung aufweist. Bei den anderen Homologen zeigte sich hingegen eine sehr
niedrige Ubereinstimmung in der AS-Sequenz. Die meisten dieser Proteine stammten nicht
aus Nagetieren. Weitere Proteine wie z.B. WASL MOUSE (Neural Wiskott-Aldrich
syndrome protein), WASIP_ MOUSE (Wiskott-Aldrich syndrome protein interacting protein),
VASP_MOUSE (Vasodilator-stimulated phosphoprotein) etc. kommen nicht im Gehirn von
Nagetieren vor, sondern in Muskeln oder anderen Geweben. Dies fiihrte zu der Annahme,
dass die theoretische Wahrscheinlichkeit von Kreuzreaktionen der Primérantikérper mit

anderen Proteinen im zentralen Nervensystem der Ratte sehr gering ist.

Western Blot-Analysen ergaben, dass alle getesteten Primérantikorper ein Protein mit einem
Molekulargewicht von 132 kDa detektieren, welches dem errechneten Molekulargewicht von
humanem HCN4 (129 kDa) ungeféhr entspricht. Dieser geringe Unterschied ldsst sich durch
das vermehrte Vorliegen einiger bestimmter Aminosduren erkldren. Zusitzlich konnte anhand
von Western Blot-Analysen gezeigt werden, dass mit diesen Primérantikorpern eine zweite
schwerere AS-Kette (160 kDa) detektierbar ist. Das Verschwinden der 160 kDa Bande und
die Verstirkung der ersten Bande (132 kDa) nach Deglykosylierung bestétigten den Verdacht,
dass es sich hierbei um eine glykosylierte Form des HCN4-Proteins handelt, und zwar um
eine posttranslationale Modifikation des Proteins durch Anheftung von Kohlenhydraten
(Scholten 2001, Miiller et al. 2003). Versuche an mHCN2 zeigten, dass durch die gezielte
Mutation des Asparagins 380 (potenzielle Glykosylierungsstelle) zu Glutamin, mHCN2 nicht
mehr zu der Plasmamembran transportiert werden konnte. Transfizierte HEK Zellen mit dem
Mutanten mHCN2 konnten keine funktionellen Kandle mehr ausbilden und keinen HCN-
Strom erzeugen. Kam es aber zum Transport des mHNC2 zur Plasmamembran, hatten die
Kohlenhydratketten keinen Einfluss mehr auf die Stromeigenschaften der Zelle, womit
gezeigt wurde, dass die Glykosylierung eine wichtige Funktion fiir den Membrantransport der

HCN-Kanile besitzt (Much et al. 2003). Des Weiteren wurde eine Signalverstiarkung bei den



Western Blots an Membranproteinen aus selektiven Gehirnregionen gegeniiber den Western
Blot-Analysen an Membranproteinen aus dem gesamten Gehirn von Miusen und Ratten
sichtbar (Scholten 2001). Die Ergebnisse dieser Arbeit als auch die Ergebnisse anderer
Forschungsgruppen zeigten unabhingig von den eingesetzten Methoden (Immunhistochemie,
In situ Hybridisierung oder Elektrophysiologie), dass HCN4-Kanile nicht im gesamten
Gehirn gleichmiBig verteilt vorkommen (Monteggia et al. 2000, Moosmang et al. 1999,
Santoro et al. 2000, Notomi & Shigemoto 2004). Diese ungleichmiBige Verteilung innerhalb
des Gehirnes erkldrt die Signalverstirkung von Western Blot-Analysen aus selektiv
ausgewdihlten Gehirnregionen, in welchen HCN4-Kanile zu finden sind, gegeniiber den WB

aus dem gesamten Gehirn.

Die immunhistochemischen Versuche mit den verschiedenen Primérantikdrpern zeigten, dass
der monoklonale SHG-1E5 AK die besten immunhistologischen Ergebnisse erzielt. Der
Vergleich der Immunreaktion vom Antikdrper SHG-1ES in der Ratte mit der Immunreaktion
in anderen Nagetierarten und der Vergleich mit der Immunreaktion des PPc73K AK und den
kéduflich erhéltlichen APC-052 AK lieferten in den gleichen Gehirnregionen positive respektiv

negative Ergebnisse.

Eine mogliche Erklarung fiir den niedrigeren Background in dem untersuchten Gehirngewebe
von Hamstern und Meerschweinchen ist, dass der Sekundir-AK, welcher sich gegen das IgG
des immunisierten Tieres richtet, zu weniger unspezifischen Kreuzreaktionen fiihrt. Dendriten
konnten in manchen Regionen mit dem polyklonalen AK APC-052 IR iiber eine deutliche
langere Distanz als mit dem SHG-1E5 Antikorper beobachtet werden. Dies konnte damit im
Zusammenhang stehen, dass der APC-052 AK im Gegensatz zum SHG-1E5 Antikérper am
N-Terminus des HCN4-Proteins bindet.

Werden die Ergebnisse aus dem ersten Teil dieser Arbeit, der Antikorper-Charakterisierung,
zusammengefasst, so zeigen diese die Spezifitit des monoklonalen SHG-1E5 Antikorper

gegen das HCN4-Kanalprotein auf.



4.2 Lokalisationsanalyse des HCN4-Kanalproteins im zentralen Nervensystem der Ratte

Erst durch die Klonierung der HCN Gene im Jahr 1998 ist es moglich geworden, einen
genaueren FEinblick iiber die Verteilung der HCN-Kandle zu gewinnen. Verschiedene
Methoden wie Western Blot, Northern Blot (NB), /n situ Hybridisierung (ISH),
Immunhistochemie, sind dadurch ermoglicht worden und geben Auskunft {iber das
Verteilungsmuster von DNA, RNA oder Proteinen wieder. Diese verschiedenen Methoden
weisen unterschiedliche Zielsetzungen auf und haben ihre jeweiligen Vor- und Nachteile. Die
Immunhistochemie gibt eine genaue Verteilung von Proteinen auf zelluldrer und subzellulérer
Ebene wieder. Nachteil sind mdgliche Kreuzreaktionen, welche die Ergebnisse verfilschen
konnten. Der Western Blot gibt Aufschluss dariiber, ob sich das gesuchte Protein in dem
untersuchten Gewebe befindet oder nicht. Dieses Verfahren ist spezifisch, es gibt aber keine
Auskunft, in welchen Zellen und an welchem Ort innerhalb der Zelle sich das Protein befindet
(keine zelluldre und subzelluldre Lokalisation). Mit der Methode der /n situ Hybridisierung ist
es moglich, Transkripte (mRNA) direkt auf einem Gewebeschnitt zu detektieren. Ein Nachteil
der In situ Hybridisierung gegeniiber der Immunhistochemie ist, dass sich die Transkripte im
Cytoplasma der Zellen befinden, wihrend Proteine an verschiedenen subzelluliren Orten
lokalisiert sein konnen. Weiterhin konnen sich die Transkriptionsraten von Translationsraten
unterscheiden, welche unterschiedliche Expressionsraten von mRNA und Proteinen erkliren.
Zusitzlich gibt es noch eine grofle Anzahl an elektrophysiologischen Versuchen, welche zur
Lokalisationsanalyse der HCN-Kanile hilfreich hinzugezogen werden kdnnen. Diese zeigen
das Vorkommen von Ip-Stromen in den untersuchten Zellen bestimmter Regionen auf und
konnen z.T. die Zelltypen spezifizieren, in denen HCN-Kanéle vorkommen oder nicht. Des
Weiteren konnen sie einen Einblick in die subzellulire Verteilung (Soma, proximaler -,
distaler Dendrit oder im Axon) der I[;-Strome wiedergeben. Eine Spezifizierung, um welchen
der HCN-Kanile es sich handelt oder handeln konnte, wurde groBtenteils nicht gemacht bzw.
eine  Schlussfolgerung kann daraus nicht gezogen werden. Entweder wurden
elektrophysiologische Eigenschaften, welche eine Einteilung zulassen, nicht gemessen bzw.
nicht ver6ffentlicht oder die Werte lagen zwischen denen der einzelnen homooligomeren
HCN-Kanile. Mogliche Erklarungen, warum Werte nativer I,-Strome zwischen den Werten
von in vitro gemessenen Iy-Stromen liegen werden im Kapitel 4.3 ausfiihrlich erklart. Der
Grund, dass bis dahin nur unvollstindige Angaben liber die Lokalisation der HCN-Kanile,
sogar mit z. T. widerspriichlichen Ergebnissen aus WB, NB, ISH und elektrophysiologischen
Untersuchungen vorlagen, erforderte eine detaillierte Aussage iiber die Lokalisation der

verschiedenen HCN-Proteine im zentralen Nervensystem (ZNS). Zur Aufkldarung der genauen



Lokalisation wurden die IHC-Versuche durchgefiihrt. Des Weiteren sollte der Vergleich
unserer Ergebnisse mit den Daten aus anderen Studien, welche entweder mit anderen AK oder
durch andere Methoden erzielt worden sind, einen genaueren Einblick {tber das

Lokalisationsmuster der HCN4-Untereinheit geben (siche Anhang Kapitel 6.1).

In dieser Arbeit ist mit Hilfe des charakterisierten SHG-1ES5 Antikorpers die Lokalisation des
HCN4-Kanalproteins im Rattengehirn und erstmals auch im Riickenmark untersucht worden.
Sie zeigt, dass HCN4 insgesamt ein weit verbreitetes Verteilungsmuster im Gehirn von
Nagetieren aufweist. In der Literatur wird zum Teil davon berichtet, dass HCN4 ein
auffallend begrenztes Verteilungsmuster im Gehirn aufweist (Moosmang et al. 1999, Santoro
et al. 2000, Monteggia et al. 2000, Chen S et al. 2001). Zusétzlich richtet sich das Augenmerk
vieler Forschungsgruppen vor allem auf das Telencephalon und Diencephalon, davon
insbesondere Cortex, Hippocampus, Thalamus und Epithalamus, denn in diesen Bereichen
werden den HCN-Kanilen wichtige Funktionen zugeschrieben (siche Einleitung 1.7). Diese
Arbeit weist darauf hin, dass HCN4-Kanalproteine zusidtzlich in Bereichen des
Hypothalamus, Mesencephalon, Medulla oblongata, Pons, Cerebellum und Medulla spinalis
ein sehr ausgeprigtes Vorkommen haben. Obwohl dieses in den Ergebnissen nicht fiir alle
untersuchten Nagetierarten ausfiihrlich gezeigt werden konnte, wurde in Mausen, Hamstern
und Meerschweinchen ein sehr dhnliches bis gleiches Verteilungsmuster wie in Ratten

gefunden.

In einigen Regionen, wie z.B. Ncl. praeopticus medialis, Ncl. paraventricularis, Ncl. n.
oculomotorius (IIT), Ncl. n. abducentis (VI), Ncl. n. facialis (VII), Ncl. ambiguus oder Ncl.
praepositus hypoglossi, sind an den Perikaryen der HCN4-positiven Neuronen I[P
punktihnliche Verdichtungen deutlich sichtbar. Bisher ist es aber noch unklar, ob diese
Verdichtungen nur an der Oberfliche der Plasmamembran oder auch im Cytoplasma zu
finden sind. Wiirden sich diese in der Plasmamembran bzw. an deren Oberfldche befinden, so
konnte es sich um gruppierte Rezeptorkomplexe handeln. Falls diese Verdichtungen im
Cytoplasma lokalisiert sind, konnte es sich einerseits um Transportvesikel handeln, welche
nicht bzw. noch nicht funktionierende Rezeptorproteine befordern. Andererseits konnte es
sich um multivesikuldre Korperchen handeln, die Rezeptorproteine metabolisieren.
Lichtmikroskopische Untersuchungen sind nicht ausreichend, um dariiber genaue Aussagen
machen zu konnen. Deswegen wire es sinnvoll, elektronenmikroskopische Untersuchungen

an HCN4-positiven Neuronen der zuvor genannten Regionen durchzufiihren.



Verschiedene Forschungsgruppen haben mittels elektrophysiologischer Versuche gezeigt,
dass Iy-Kanéle in einer hoheren Dichte in apikalen distalen Dendriten (zum Teil mehr als
sechs Mal so viel) als in den Somata von Neuronen vorkommen. Diese Aussagen beruhen auf
Erforschungen an Pyramidenzellen des Cortex und Hippocampus (CAl) (Magee 1998,
Tsubokawa et al. 1999, Stuart & Spruston 1998). Es wurden leider keine Angaben gemacht,
um welche HCN-Kanile es sich handeln konnte bzw. eine Schlussfolgerung konnte aus den
verdffentlichten Ergebnissen nicht gezogen werden. HCN4-IR konnte im Cortex in den
distalen Dendriten nicht aufgezeigt werden. Hingegen wurde fiir HCN1 eine sehr ausgeprigte
immunopositive Reaktion in den distalen Dendriten von Pyramidenzellen des Cortex sichtbar
(noch nicht verdffentlichte Daten unserer Forschungsgruppe, Santoro & Tibbs 1999, Lorincz
et al. 2002). Pyramidenzellen des Hippocampus (CA1-CA3) zeigten fiir HCN4-IP Reaktionen
in Dendriten in einer Lénge bis zu 160 pm. Dagegen wurden die I;-Strdme in einer
Entfernung von ca. 300 pm gemessen, also fast doppelt so weit entfernt als die HNC4-IP
Proteine (Magee 1998, Tsubokawa et al. 1999). Zusammenfassende Aussagen wie z.B. von
Kitayama und Mitarbeitern (2003) konnen félschlicherweise zu verstehen geben, dass alle
HCN-Kanile in einer hoheren Dichte in den apikalen Dendriten als in den Somata aller
Neuronen vorkommen. Diese Aussage sollte generell genauer untersucht werden, vor allem in
Bezug auf die einzelnen Untereinheiten. Denn bisher wurde nur fir HCN1 und HCN2 in
bestimmten Bereichen (z.B. Cortex) ein bevorzugtes Vorkommen in distalen Dendriten
nachgewiesen. Diese Arbeit zeigt, dass HCN4 IP-Reaktionen vor allem im Soma und

proximalen Dendriten zu finden sind.

Weiterhin féllt im Truncus cerebri auf, dass HCN4-Kandle in allen Kerngebieten der
somatomotorischen Kerne ein sehr hohes Vorkommen aufweisen. Die verschiedenen
somatosensiblen Kerne weisen eine unterschiedliche Intensitit der IR auf, welche aber
insgesamt schwicher ist als die des somatomotorischen Systems. In den viszeromotorischen
und viszerosensiblen Kernen zeigte sich hingegen ein schwaches Vorkommen. Ferner findet
man in den somatomotorischen und den somatosensiblen Kernen weitere Unterschiede.
Generell weisen somatomotorische Kerne beziiglich ihrer Innervationsgebiete eine
myotopische Organisation innerhalb ihrer Kerngebiete auf, wobei es aber keine
cytoarchitektonischen Unterschiede gibt. Beispiele des Ncl. n. facialis und Ncl. n. hypoglossi
sollen dies verdeutlichen. Die topographische Organisation des Ncl. n. facialis spiegelt
sowohl die Ursprungszellen fiir die spezifischen Aste des N. facialis (Semba & Egger 1986)
als auch die Darstellung der einzelnen Gesichtsmuskeln wider (Friauf & Herbert 1985). Diese

Unterschiede beruhen auf der Tatsache, dass beim N. facialis sowohl ein einzelner Muskel



durch multiple Innervationen verschiedener Nervendste als auch die Innervation von
verschiedenen Muskeln durch einen einzigen Nervenast versorgt werden (Watson et al
1982). So innervieren die Motoneurone der lateralen Untereinheit den nasalen Bereich, die
der intermedidren Untereinheit den perioralen und orbitalen Bereich und die der medialen
Untereinheit das Ohr und den Hals. Der Ncl. n. hypoglossi besteht in der dorsoventralen
Ebene aus mehreren lings gerichteten, aufeinander geschichteten Zell-Saulen (Uemurasumi et
al. 1988), welche beziiglich der intrinsischen und extrinsischen Muskulatur eine myotopische
Aufteilung zeigen. Bezogen auf die HCN4-Kanalproteine wurden in den somatomotorischen
Kernen keine myotopischen Unterschiede in der Verteilung gefunden. Die besonders
intensive IR der Motoneurone, einschlieflich die des Riickenmarkes, deutet auf einen
besonderen Einfluss des HCN4-Kanals auf die Funktion einzelner Motoneurone oder des
gesamten motorischen Systems hin. Welchen genauen Einfluss sie haben, gilt es ndher zu
erforschen. Es gilt zusétzlich herauszufinden, warum vorherrschend mRNA von HCN1 und
HCN2 Untereinheiten und hingegen nur wenig HCN4 mRNA in Motoneuronen zu finden
sind (Monteggia et al. 2000, Santoro et al. 2000, Sioris et al. 2002). Des Weiteren wire es
aufschlussreich herauszufinden, warum HCN4-IP punktéhnliche Verdichtungen vor allem in
Motoneuronen zu finden sind und ob es aufgrund dieser Verdichtungen der HCN4-

Kanalproteine zu funktionellen Konsequenzen in den Motoneuronen kommt.

Dahingegen findet man in den somatosensiblen Kernen, Ncl. sensorii n. trigemini principalis
(Pr5) und Ncl. vestibularis, nicht in allen Unterbereichen IP-Neurone. Die Rezeptoren fiir das
sensorische trigeminale System befinden sich in der Gesichtshaut, der Mucosa von Mund und
Nase, und im subcutanen Gewebe wie Bindegewebe, Muskeln und Sehnen des Gesichtes.
Zusitzlich erhalten Zdhne, Zunge, Conjunctiva, Cornea und die Vibrissen eine sensorische
trigeminale Innervation. Abhdngig von ihrer Lokalisation werden die Rezeptoren von einem
der drei Aste des N. trigeminus (V| - N. ophthalmicus, Vy - N. maxillaris, Vi - N.
mandibularis) innerviert. Die Skizze 3.4 gibt einen Uberblick iiber die somatotope
Organisation des Ncl. sensorii n. trigemini principalis beziiglich der drei Aste des N.
trigeminus. Im Pr5 im Bereich des N. ophthalmicus wurden keine HCN4-IP Zellen gefunden.
Der Pr5 Kern enthélt eine hohe Dichte an mittleren und kleinen Neuronen, davon beinhalten
viele Parvalbumin (Bennett-Clarke et al. 1992) oder GABA (Haring et al. 1990). Zusitzlich
gibt es wenige grofle Neuronen, welche vor allem dorsal gelegen sind. Davon zeigen einige
eine Immunoreaktivitit mit Calbindin (Bennett-Clartke et al  1992). Diese
cytoarchitektonischen Unterschiede machen es notwendig weitere Untersuchungen

durchzufiihren, um genau herauszufinden, welche von diesen Zellen HCN4-IP sind und



welche Aufgaben die HCN-Kanéle dort haben. Wichtig ist es zu kldren, warum in V; keine
[P-Neurone zu finden sind. Auch im Ncl. vestibularis wurden z.B. nur in der Pars medialis IP-
Neurone gefunden, hingegen wurden in der Pars lateralis, spinalis und superioris keine
HCN4-Kanalproteine gefunden. Eine HCN4 mRNA Expression in dieser Region wurde
sowohl von Santoro und Mitarbeitern (2000) als auch von Monteggia und Mitarbeitern (2000)
mit unterschiedlichen Expressionsraten angegeben (siche Kapitel 6.1). Abweichungen koénnen
durch die verschiedenen Protokolle erklart werden. AuBerdem konnten die Unterschiede
durch die subjektive Bewertung der Intensitét in den verschiedenen publizierten Arbeiten, wie
auch in der vorliegenden Arbeit, auftreten. Notomi und Shigemoto (2004) haben in allen
Unterbereichen des Ncl. vestibularis HCN4-Kanalproteine gefunden. Insgesamt konnen fiir
alle Regionen unterschiedliche Ergebnisse dadurch entstehen, dass verschiedene Methoden
durchgefiihrt wurden. So kann es sein, dass eine Zelle unterschiedliche Transkriptions-
(mRNA) und Translationsraten (Proteine) besitzt. Des Weiteren wurden unterschiedliche
Antikorper verwendet. So benutzen Notomi und Shigemoto (2004) einen in Meerschweichen
hergestellten polyklonalen Antikdrper gegen den C-Terminus von rHCN4 (1114-1198).
Dadurch, dass der Antikoper gegen eine andere AS-Sequenz gerichtet ist als der von uns
verwendete AK (1048 - 1083 des hHCN4-Proteins), konnte dies eine Abweichungen in der
Antikorperbindungswirksamkeit darstellen und somit unterschiedliche Ergebnisse liefern.

Zusitzlich bewertet Notomi und Shigemoto (2004) die Intensitét der IR im Neuropil.

Neuhoff und ihre Mitarbeiter (2002) haben in Calbindin-positiven und Calbindin-negativen
dopaminergen Neuronen der Substantia nigra und Area tegmentalis ventralis unterschiedliche
I-Strom-Eigenschaften gemessen. Eine mogliche Ursache dafiir konnte eine unterschiedliche
Verteilung der vier HCN-Untereinheiten in den verschiedenen Zellen sein. Die Funktion von
Calbindin in dopaminergen Neuronen ist bisher noch unbekannt, so scheinen aber Calbindin-
positive dopaminerge Neurone gegeniiber ihrer Degeneration bei der Parkinsonschen

Erkrankung weniger gefdahrdet zu sein.

Um eine genaue Zuordnung und Klassifikation der HCN4-IP Neuronen anfertigen zu konnen
ist eine Einteilung allein basierend auf dem immunhistochemischen Reaktionsmuster mit
Form, GroBe und dendritischer Verdstelung sehr schwer bis unmdglich. Der Vergleich mit
deskriptiven Veroffentlichungen ist aber hilfreich, um dies eingrenzen zu kdonnen.
Elektrophysiologische Untersuchungen, in denen Ip-Strome nachgewiesen wurden, lassen
meistens leider keine genaue Zuordnung der einzelnen HCN-Untereinheiten zu. Werden diese
Daten mit dem Verteilungsmuster des HCN4-Kanalproteins (bzw. den anderen HCN-

Untereinheiten) kombiniert, so lassen sich weitere Schlussfolgerungen z. B. iiber mogliche



Funktionen des HCN4-Kanals in den verschiedenen Zellen, Kerngebieten oder Systemen

aufstellen.

Anbei folgen einige solcher Beispiele:

Im Ncl. geniculatum laterale dorsale (DLG) wurden zwei Typen von Neuronen beschrieben.
Erstens: Die Klasse A-Neurone mit runden bis ovalen Perikarya (@ 15-25 pum) und einer
multipolaren dendritischen Verédstelung mit drei bis acht Hauptisten mit jeweils zwei oder
drei Nebendendriten. Zweitens: Die kleineren Klasse B-Neurone (Golgi Typ II) mit einem ei-
oder spindelformigen Zellkorper (@ 10 um), welche sich meist im lateralen Bereich des DLGs
befinden (Gabott ef al. 1988, Webster & Rowe 1984). Die Form und Grofle der HCN4-IP

Neuronen lassen die Vermutung zu, dass es sich um die Klasse A-Neurone handelt.

Bei der Mehrheit der Neuronen des Ncl. supraopticus handelt es sich um magnocellulére,
neurosekretorische Zellen, welche entweder Vasopressin oder Oxytocin produzieren.
Zusitzlich befindet sich im Ncl. supraopticus eine sehr kleine Population von Interneuronen.
Beide Bereiche, SO und SOR, haben Efferenzen zur Neurohypophyse (Hypothalamo-
Neurohypophysdres System). Dieses Hypothalamo-Neurohypophyséres System dient der
Antwort auf eine Vielzahl von Stimuli, wie die Laktation, Nausea, Dilatation des Magens,
Storungen im Wasserhaushalt und dem Blutdruck. Aufgrund der Vielzahl an IP-Neuronen des
Ncl. supraopticus liegt die Vermutung nahe, dass es sich bei den positiven Neuronen um
hochstwahrscheinlich magnocellulére, neurosekretorische Zellen handelt und dass der HCN4-

Kanal einen moglichen Einfluss auf die zuvor beschriebenen Funktionen haben konnte.

Der Ncl. paraventricularis hypothalami hat eine wichtige Rolle bei der Regulierung des
Blutdrucks und der Korperfliissigkeitshomoostase. Er wird morphologisch in einen
parvocelluldren und einem magnocelluldren Teil unterteilt. Wie im Ncl. supraopticus sind die
magnocelluldren Neurone verantwortlich fiir die Hypophysenhinterlappen-Sekretion von
Vasopressin oder Oxytocin. Wéhrend in Typ I[-Neuronen kein I;-Strom gemessen wurde,
wiesen 59% von Typ II-Neuronen I,-Stréme mit langsamen kinetischen Eigenschaften auf,

wie sie bei HCN2-, HCN3- oder HCN4-Kanile zu finden sind (Egli ez al. 2002).

Die Neurone des Ncl. ruber wurden von Reid und seinen Mitarbeitern (1975a, 1975b) anhand
ihrer GroBe unterteilt: in Riesenzellen (mit einem Durchmesser der Soma >40 um), grof3e (0@
26 - 40 pm), mittlere (@ 20 - 25 um) und kleine Zellen (@ <20 um). Bezogen auf diese rein
deskriptive Einteilung der Neuronenpopulationen des Ncl. ruber konnte es sich bei den
HCN4-IP Neuronen um die grolen Neuronen (@ 26 - 40 um) handeln. Neuere Unterteilungen

der Zellpopulationen wurden z.B. anhand der Nisselkdrperchen mit Aufteilung in drei



Gruppen durchgefiihrt: grob- bzw. feinkdrnigen Nisselkdrperchen oder achromatischen
Neuronen (Strominger et al. 1987). Andererseits wurden zwei unterschiedliche
Neuronenarten anhand der Zellkernposition und des Zellplasma-Zellkern-Verhéltnisses
unterschieden: parvocellulire Neuronen - relativ kleine, ovale, mit exzentrisch liegendem
Nucleus und einem groflen Zellplasma-Zellkern-Verhiltnis und magnocellulare Neuronen -
grofe, abgerundete mit einem zentral liegenden Zellkern und einem kleinen Zellplasma-
Zellkern-Verhiltnis (Tucker et al. 1989). Diese Unterteilungen lassen ohne weitere

Erforschungen keine Zuordnung mehr fiir HCN4-IP Neuronen zu.

Die HCN4-positiven Neurone im Ncl. dorsalis n. vagi hatten innerhalb des Kerns eine
dhnliche Verteilung wie die von Travagli und Gillis (1994) beschriebenen I;-positiven
Neuronen, gelegen in rostral-caudaler Richtung rostral zum Obex und in medio-lateraler

Richtung medial.

Sowohl die Daten aus dieser Arbeit als auch Daten anderer Forschungsgruppen zeigten, dass
die mRNA- und Protein Expression von HCN4 und den anderen HCN-Untereinheiten im Ncl.
n. hypoglossi zu finden sind (Santoro et al. 2000, Monteggia et al. 2000, Notomi &
Shigemoto 2004). Da altersabhédngige Unterschiede der elektrophysiologischen Eigenschaften
von I;-Stréomen in den Motoneuronen des Ncl. XII aufgezeigt worden sind (Bayliss et al.
1994), sollten mdgliche Anderungen in der Verteilung der einzelnen HCN-Untereinheiten
wihrend der Entwicklung untersucht werden. Des Weiteren bleibt die Frage offen, welche
Funktion der I;-Strom im Ncl. n. hypoglossi besitzt, da die Schlussfolgerung gezogen wurde,
dass der I,-Strom zur Erzeugung des respiratorischen Rhythmus nicht beitragt (Mironov et al.

2000).

Richtet man seinen Blick nicht nur auf die Lokalisation der HCN4-Kanile in der zelluldren
Ebene, sondern auf die Systeme, so fillt auf, dass HCN4 im motorischen System sehr stark
vertreten ist (siehe oben). Dariiber hinaus wurden HCN4-Kanalproteine in allen Kerngebieten
des akustischen System gefunden, zu welchem die Ncll. cochlearis, die Oliva superior, der
Necl. corporis trapezoidei, die Ncll. lemnisci lateralis, der Colliculus inferior, das Corpus

geniculatum mediale und der akustische Cortex gehoren.

Durch elektrophysiologische Versuche am Corpus geniculatum mediale wurden I;-Strome in
Neuronen des MGV gemessen. Es wird angenommen, dass I, zustindig fiir die Umwandlung
von akustischen Input-Signalen auf dem Weg vom Colliculus inferior zum akustischen Cortex
ist (Tennigkeit et al. 1999) bzw. verantwortlich fiir die Kodierung akustischer Signale durch

verschiedene Sequenzen von Aktionspotentialen (Tennigkeit et al. 1996) ist.



Im dorsalen Unterbereich der Ncll. lemnisci lateralis (DLL) werden von Bajo und seinen
Mitarbeitern (1993) vier Typen von Neuronen beschrieben. Typ-I-Neurone sind groB,
multipolar, haben reichlich Cytoplasma und weisen nach Nissl-Farbung eine dunkel geféarbte
Nissel-Substanz auf. Typ-II-Neurone sind grof3e, bipolare Zellen mit dunkel gefarbter Nissel-
Substanz. Typ-III-Neurone sind mittelgroll und haben ein rundes bis ovales Soma. Typ-IV-
Neurone sind klein und haben kaum Cytoplasma. Ein Grofteil der HCN4-IP Neuronen im
DLL sind vermutlich Typ-IlI-Neuronen, wihrend die wenigen bipolaren HCN4-positiven
Neuronen hochstwahrscheinlich zu der Klasse der Typ-II-Neuronen gehoren. Es wird
vermutet, dass der DLL eine wichtige Rolle in der binauralen Verarbeitung und in der
Lokalisation von Gerduschen spielt (Aitkin ez al. 1970, Brugge et al. 1970, Fu et al. 1997), so
dass auch hier die Vermutung nahe liegt, dass HCN4 einen moglichen Einfluss auf diese

Funktionen hat.

Aufgrund der Form und der GroBe konnte es sich bei den IP-Neuronen der Oliva superior
lateralis (LSO) um die von Adam und seinen Mitarbeitern (1999) beschriebenen ,,Chopper*
Neurone handeln. Die ,,Chopper Neurone sind grofe, spindelférmige Neurone mit einer
bipolaren dendritischen Aufteilung/Verteilung, welche sich senkrecht zur Kriimmung des
LSO orientiert. In diesen Neuronen wurde ein I;-Strom gemessen. Der superiore Oliva-
Komplex (SOC) verarbeitet binaurale Informationen, welche wichtig fiir die Lokalisation von
Gerduschen sind (Banks et al. 1993), wobei die Neurone des MSO sensitiv fiir Signale mit
niedriger Frequenz und die Neuronen des LSO sensitiv fiir akustische Signale mit hoher

Frequenz sind.



4.3 Co-Lokalisation der HCN-Kaniile

Bei der Identifikation und Klonierung des HCN-Gens wurden in Sdugetieren vier
verschiedene Isoformen entdeckt (siehe Kapitel 1.2). Unter heterologer Expression wurden
homooligomere Kanéle mit unterschiedlichen elektrophysiologischen Eigenschaften gebildet.
Dabei zeigten diese einzelnen Kanile unterschiedliche Aktivierungsgeschwindigkeiten und
unterschiedliche Modulationen durch cAMP (siehe Kapitel 1.6). Eine grole Anzahl an Patch-
Clamp Untersuchungen zeigten in den verschiedenen Regionen des Gehirnes und anderen
Geweben native [;-Strdme mit unterschiedlichen Eigenschaften auf. Es sollte jedoch
festgehalten werden, dass die Aktivierungszeitkonstanten durch experimentelle Parameter,
wie Membranpotential, ionisches Milieu, Impulsdauer, cAMP Konzentration, pH-Wert oder
Temperatur stark beeinflusst werden (siche Kapitel 1.5). Diese intrinsische Sensitivitit konnte
einerseits die Variabilitit an Aktivierungszeitkonstanten der verschiedenen Forschungs-
laboratorien erklidren. Da die Strome in der Vergangenheit unter signifikant verschiedenen
Konditionen erforscht worden sind, ist es sehr schwierig einen genauen Vergleich zwischen

den geklonten und den nativen Kanélen durchzufiihren.

Zum Teil sind elektrophysiologische Unterschiede weiterhin damit zu erkldren, dass die
HCN1-4 Isoformen ein unterschiedliches Verteilungsmuster zeigen, wie RT-PCR, In situ
Hybridisierung, Western Blots und immunologische Lokalisation gezeigt haben (Santoro et
al. 2000, Moosmang et al. 1999, Monteggia et al. 2000, Notomi & Shigemoto 2004, Koch et
al. 2004, Franz et al. 2000 und die HCN1-4 Daten unserer Forschungsgruppe). So wurden bei
WB-Analysen in der Rattenretina alle vier HCN-Isoformen detektiert. Die anschlieBenden
immunologischen Untersuchungen zeigten auf zelluldrer Ebene, dass die verschiedenen
HCNI1-4 Kanile in unterschiedlichen Zelltypen vorkommen. Die jeweiligen nativen I;-Strome
zeigten mit denen in HEK 293 Zellen entsprechende homooligomer exprimierten Kanile
keine signifikanten Unterschiede. Nur in Typ 5 bipolaren Zellen kam es zu einer
Uberlagerung von HCN4 und HCNI1. Diese bildeten dort unabhiingig von einander
homooligomere Kanalpopulationen (80% HCNI und 20% HCN4), denn der HCN-Strom
dieser Zellen konnte durch die Bildung der algebraischen Summe reproduziert werden. Diese
ganzen Beobachtungen legten den Verdacht nahe, dass keine heterooligomeren Kanile in der

Retina von Ratten und Méusen existieren (Miiller et al. 2003).



Einzelzell-RT-mPCR zeigten, dass die mRNA von HCN2-4 zusammen in dopaminergen
SNR-, thalamocorticalen Relay Neuronen, neocorticalen Schicht V- und hippocampalen CA1
Pyramidenzellen vorkommen. Die mRNA von HCN1 kommt hingegen nur in neocorticalen
Schicht V- und hippocampalen CAl-Pyramidenzellen vor. Durch den Vergleich der
elektrophysiologischen Daten dieser Zellen untereinander konnte die Schlussfolgerung
gezogen werden, dass es eine Korrelation zwischen HCN1 mRNA und einem Phénotyp mit
schnellerer Aktivierungsgeschwindigkeit und die Abwesenheit vom HCN1-Signal mit einem

Phénotyp mit langsamerer Aktivierungsgeschwindigkeit gibt (Franz et al 2000).

Andererseits zeigte sich in anderen Regionen keine Ubereinstimmung beziiglich der
elektrophysiologischen  Eigenschaften von gemessenen nativen I;-Stromen und
rekombinanten Kanélen (Santoro et al. 2000, Moroni et al. 2001). Aus der Analogie zu den
K'-Kanilen vom Shaker-typ und CNG-Kanilen wird vermutet, dass vier Untereinheiten einen
Kanal bilden (Biel e al. 1999, Kaupp & Seifert 2001). Weiterhin gilt fiir die K'-Kandle, dass
aus verschiedenen Untereinheiten heterooligomere Kanile gebildet werden kénnen (Yellen
2002). So liegt die Vermutung nahe, dass auch die HCN-Kanédle zum Teil heterooligomer
vorkommen. Die Bildung heterooligomerer Kanile durch die verschiedenen HCN-Isoformen
konnte eine weitere Erklarung fiir die Variabilitit der Eigenschaften von nativen I,-Stromen
sein. So wurde durch die Co-Expression von HCN1 und HCN2 in Xenopus-Oozyten gezeigt,
dass heterooligomere HCN-Kanile in vitro gebildet werden konnen. Diese neuen,
heterooligomeren HCN-Kanéle generierten einen I;-Strom mit neuen kinetischen und
ionischen Eigenschaften, welche mathematisch nicht zu erkldren waren. So befanden sich die
neuen Aktivierungsgeschwindigkeiten zwischen denen der HCNI und HCN2
homooligomeren Kanéle (Chen S. ef al. 2001). Sehr dhnliche, aber nicht gleiche Ergebnisse
lieferte die Expression von Tandem-Heterodimeren von HCN1-HCN2 in Xenopus-Oozyten
(Ulens & Tytgat 2001). Durch die kiinstliche, vorgegebene Verkniipfung der COOH- und
NH,-Termini verschiedener Untereinheiten wurden die Tandem-Dimere zur Co-
Assemblierung forciert und Kanédle mit geédnderten Eigenschaften erzeugt. Andererseits kann
die eigenstindige Co-Expression von verschiedenen Untereinheiten die Stochiometrie jedoch
nicht erzwingen, folglich konnen multiple Populationen von Kanédlen entstehen. In einer
weiteren Studie wurden drei verschiedene I,-Strome aus HEK 293 Zellen verglichen mit
nativen Ip-Strémen aus dem Sinusknoten, welcher HCN1 und HCN4 co-exprimiert. Die HEK
293 Zellen wurden entweder mit einzelnen HCN4+HCN1 Untereinheiten co-transfiziert oder
mit verkniipften HCN4-HCN1 (4-1)- oder HCN1-HCN4 (1-4)-Tandems transfiziert. Die

Aktivierungsgeschwindigkeit des ,,4-1 Tandem“-Kanals war signifikant hoher als diejenige



vom co-transfizierten HCN1+HCN4-Kanal, jedoch immer noch geringer als diejenige von
nativen I-Kanilen aus dem Sinusknoten. Andererseits dhnelte die Modulation durch cAMP
des co-transfizierten ,,HCN1+HCN4“-Kanals und ,,1-4 Tandem®“-Kanals dem nativen I-
Kanal mehr als die des ,,4-1 Tandem®“-Kanals. Ingesamt befanden sich diese kinetischen
Eigenschaften zwischen den ermittelten Eigenschaften von homomeren HCN1-und HCN4-
Kanilen (Altomare et al. 2003). Des Weiteren wurde gezeigt, dass mit Ausnahme von
HCN2/HCN3 dimerische Kombinationen von HCN-Kanal-Isoformen in der Plasmamembran

von HEK 293 Zellen zu finden sind (Much et al. 2003).

Die HCN-Kanédle konnten andererseits zu ihrer Bildung zusitzlich andere Untereinheiten
miteinbeziehen. Die Co-Expression von MIRP1 (MinK Related Peptidel) mit HCN1 oder
HCN2 zeigten Verdnderungen in der Aktivierungs- / Deaktivierungskinetik, so dass die
Gegenwart dieser B-Untereinheit zur Kinetikvielfalt von HCN-Kanélen beitrdgt (Yu et al
2001). Die Co-Expression von MIRP1 sowohl mit HCN4 als auch mit HCN4-HCN1-Tandem
zeigten hingegen keine substantiellen Effekte auf die kinetischen Eigenschaften der Kanéle
(Altomare ef al. 2003). Des Weiteren zeigte auch die Co-Expression von MIRP1 (=KCNE2)
mit HCN4 in Xenopus-Oozyten und in chinesischen Hamstereizellen eine Erhohung der
Stromamplitude, eine Verlangsamung der Aktivierungsgeschwindigkeit. Diese verlagerte die
Spannung fiir die halb-maximale Offenwahrscheinlichkeit (V) zur negativeren Spannung.
Auch hier unterschied sich Vy; .t von heteromeren HCN4/KCNE2-Stromen immer noch von
nativen I,-Stromen (Decher et al. 2003). Fiir diese beobachteten Unterschiede gibt es bisher
noch keine Erkldrungen. Es konnte sein, dass die Co-Expression von anderen, noch
unbekannten Untereinheiten oder Proteinen eine weitere Rolle spielt. So tragen Verbénde aus
Geriistproteinen zu Verteilung, Transport und Anhdufung von lonenkanilen bei, ebenso wie
die Kopplung von Ionenkanilen zu intrazellularen Signalkaskaden (Garner ef al. 2000, Sheng

& Sala 2001, Kimura et al. 2004)

Des Weiteren konnen Neuromodulatoren die HCN-Kanalaktivitidt durch cAMP- oder cGMP
Signalwege modellieren. So konnte z.B. wie die von Miiller und seinen Mitarbeitern (2003)
gezeigte Colokalisation von Dopamin-D1-Rezeptor mit HCN4 in manchen, aber nicht allen

bipolaren Zelltypen zur Kinetikvielfalt beitragen.



4.4 Channelopathien

Ein Ausfall oder Fehlfunktionen unterschiedlicher Ionenkanile rufen eine Reihe von
Krankheiten (so genannte Channelopathien) hervor oder werden dadurch beeinflusst (siche
z.B. Review von Fontaine et al. 1997 oder Lehmann-Horn & Jurkat-Rott 1999). Die HCN-
Ionenkanédle sind an der Regulierung des Ruhemembranpotentials beteiligt, haben eine
wichtige Funktion in der Generierung rhythmischer Schrittmacher-Aktivitit, in der
Integration synaptischer Signale, Beeinflussung des Entladungsmusters etc. (siche Kapitel
1.7). So liegt die Frage nahe, ob auch die HCN-Kanile eine Rolle in der Bildung oder
Beeinflussung von Krankheiten spielen wie z.B. Herzrhythmusstorungen, Epilepsie oder

anderen Erkrankungen (Parkinson, Schizophrenie, Ataxien, Inkontinenz etc.).

Wihrend der embryonalen und postnatalen Entwicklung finden tiefgreifende Verdnderungen
in der Erregbarkeit von Zellen statt, einschlieflich der Modifikation in der Verteilung,
Eigenschaft, Dichte und Art zahlreicher Ionenkanile, einschlieSlich der HCN-Kanéle (Bender
et al. 2001, Qu & Robinson 2004, Russier ef al. 2003, Bayliss et al. 1994, Robinson et al.
1997, Zhou & Hablitz 1996, Sciancalepore & Constanti 1998, Chevaleyre et al. 2001). Diese
Verdnderungen in der Entwicklung lassen vermuten, dass es auch unter manchen

Erkrankungen zu den zuvor genanten Modifikationen kommen konnte.

Bei der kongestiven (dilatativen) Herzinsuffizienz (CHF) vermindern sich die HCN-
Expression von mRNA- und der Proteinspiegel im Sinusknoten signifikant (HCN2 bis zu
78% und 82%; HCN4 42% und 77%). Im rechten Vorhof (RA) hingegen bleibt die HCN2-
Expression unverandert, aber fiir HCN4 kommt es durch die CHF zu einer signifikanten Up-
Regulation (bis zu 209%). Die HCN Down-Regulation im Sinusknoten koénnte zu den
Sinusknotendysfunktionen fiihren und die Up-Regulation im RA eine wahrscheinliche
Préadisposition fir die Bildung von ektopischen Impulsen beinhalten (Zicha et al. 2005).
Weitere Studien haben gezeigt, dass es unter Herzinsuffizienz, Hypertrophie und
Vorhofflimmern zu einer Erhhung der I,-Strom Dichte und/oder des mRNA-Spiegels kommt
(Hoppe et al. 1998, Cerbai E et al. 1997, Cerbai E et al. 2001). Des Weiteren wurden bei zwei
Patienten mit Sinusknotendysfunktion unterschiedliche Mutationen auf dem HCN4-Gen
gefunden. Ein Gendefekt flihrte zu einer Schidigung der Transportfunktion des HCN4-
Kanals, welche zu einer Verminderung der Plasmamembran-Expression, assoziiert mit einem
Abfall des I,-Stroms, fiihrte (Ueda et al. 2004). Bei der anderen Genmutation blieb die
intrazelluldre Transportfunktion erhalten, dafiir blieb der Kanal insensitiv fiir erhdhte

intrazelluldre cAMP-Spiegel (Schulze-Bahr et al. 2003).



Die HCN-Kanile haben eine Schliisselfunktion in der Steuerung neuronaler Erregung und
Hemmung auf der Ebene einzelner Zellen oder eines gesamten Netzwerksystems. Eine
Erkrankung, welche auf eine gestorte Balance zwischen Erregung und Hemmung der
Nervenzellen im Gehirn zuriickgeht, ist die Epilepsie. Neue Hinweise deuten darauf hin, dass
I im Zusammenhang mit mehreren Abldufen steht, welche zum hypererregbaren Zustand
beitragen konnen (Chen K. et al. 2001, Luthi & McCormick 1999, Mellor et al. 2002) und
damit die Moglichkeit erhohen, dass spezifische HCN-Kanal-Modulatoren epileptische
Anfille steuern koénnten (Chen K. et al. 2002). Es wurden Uberexpressionen fiir
Temporallappen-Epilepsien (HCN1) und febrile Anfille (HCN2) berichtet (Bender et al.
2003, Chen K et al. 2001, Brewster et al. 2002). Andererseits haben Tiermodelle mit
Absencen (WAG/Rij Ratten - Wistar Albino Glaxo aus Rijswijk) gezeigt, dass es in
neocorticalen und hippocampalen Neuronen zu einer Verringerung des HCN1-Proteins (34%)
kommt, dies aber nicht zu einer Verringerung der mRNA-Expression fithrt. HCN2-4 zeigten
hingegen keine Verdnderungen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass es entweder zu
einer post-transkriptionalen oder zu einer post-translationalen Stérung kommt, welche die
Menge oder Lokalisation des HCNI-Proteins beeinflusst. Knock-out Miuse fiir HCN2
entwickelten Absencen und Sinus-Rhythmusstérungen (Ludwig et al. 2003).

Vergleicht man weiterhin experimentelle Beeinflussungen, so zeigen Tetanus, Hypoxédmie,
febrile Anfille, paroxysmale Entladungen, Stargazer neocortex, inflammatorische und
neuropathische Schmerzen eine Steigerung der HCN-Kanal-Aktivitét (Chen K. et al. 2001,
Mellor et al. 2002, Erdemli & Crunelli 1998, Dalle ef al. 2001, Chaplan et al. 2003, Kitayama
et al. 2001, DiPasquale et al. 1997). Wéhrend andere, wie z.B. Denervation, diabetische
Neuropathie, Axotomie, Herpes simplex-Virus-Infektionen sowie Absencen eine Minderung
zur Folge haben (Brauer ef al. 2001, Mayer ef al. 1986, Abdulla & Smith 2001, Horn et al.
1996, Strauss U et al. 2004).

Das Interesse an therapeutischen Mitteln, welche einen Einfluss auf die HCN-Kanile haben
oder haben konnten, hat in den letzten Jahren stark zugenommen. Man erhofft sich neue
Moglichkeiten einer Therapie oder zumindest einen besseren Einblick in die Funktion des
HCN-Kanals zu bekommen. So wurden Medikamente (detaillierte Auflistung siehe im
Anhang 6.2) an unterschiedlichen Zellpopulationen des Gehirns, des Herzens oder anderen

Geweben getestet.

Die reziproken Interaktionen zwischen neuronalen Aktivitdten und HCN-Kanélen deuten an,

dass diese Ionen-Kanéle ein sehr vielversprechendes Ziel fiir antiepileptische Therapien sind.



Welche sind aber die Eigenschaften eines idealen HCN-Kanal-Modulators, der rezidivierende
epileptische Anfille verhindern konnte? Sollte der HCN-Kanal wihrend eines epileptischen
Anfalls verstirkt oder blockiert werden? Es ist mdglich, dass die verschiedenen Arten von
Anfillen unterschiedlich auf die Modulation von I;-Strémen antworten konnten und tber
unterschiedliche Wege gestoppt werden. So konnte zum Beispiel einerseits die Steigerung des
Ip-Stroms helfen die Krampfanfall-Aktivitdt im Thalamus zu beenden, andererseits verhindert
ein Anstieg des I;-Stroms, dass die niederschwelligen Ca*"-Kanile krampfanfalldhnliche
rhythmische Salven-Aktivitit erzeugen konnen (Luthi & McCormick 1999). Sogar innerhalb
desselben Netzwerkes gibt es Beispiele fiir rezidivierende Feuerstofe, welche entweder durch
Blockierung oder durch Steigerung des I,-Stroms gestoppt wurden (Soltesz et al. 1991).
Trotzdem scheint die Idee der Entwicklung einer neuen Therapieform durch I,-Hemmer in der
Behandlung von epileptischen Erkrankungen eine grofle Hoffnung zu schiiren (Kitayama et

al. 2003, Arias & Bowlby 2005, Gill ef al. 2006).

Da die epileptische neuronale Hypererregbarkeit den ektopischen Entladungen
neuropathischer Schmerzen &hnelt, werden antiepileptische Medikamente auch in der
Therapie von neuropathischen Schmerzen angewendet (Attal 2001, Jensen 2002, Tremont-
Lukats et al. 2000). Bei neuropathischen Schmerzen, sowohl bei der Allodynie als auch beim
Spontanschmerz, wurde beobachtet, dass es zu einer Uberexpression insbesondere der HCN1-
Kanile in primir afferenten Somata von Ratten kommt. Der spezifische HCN-Blocker
ZD7288 kehrte, bei systemischer Verabreichung, die anormale Hypersensitivitit gegeniiber
den leichten Beriihrungen (Allodynie) um und senkte die Feuerungsfrequenz von ektopischen
Entladungen (Chaplan et al. 2003), wéhrend eine lokale Gabe des ZD7288 in die Haut zu
einer kompletten Unterdriickung der Allodynie fiihrte (Luo et al. 2007). Bisher ist aber noch
nicht eindeutig, ob die Hauptwirkung von ZD7288 pri- oder postsynaptischen Ursprungs ist
und ob die Reaktion durch Interneurone oder durch Hauptzellen vermittelt wird, so dass

weitere experimentelle Untersuchungen notig sind.

Weiterhin wére es aufschlussreich, die Wirkung von I;-Strom-Hemmern, solche wie
Zatebridin und Ivabradin, auf supraventriculére Tachyarrhythmien assoziiert mit CHF zu
untersuchen. Jedoch sollte erhohte Vorsicht geboten sein, da die HCN-Down-Regulierung im

Sinusknoten das Risiko einer exzessiven bradykarden Antwort beinhaltet.

Neue experimentelle Therapiemethoden in der Kardiologie befassen sich mit der Bildung
eines biologischen Schrittmachers durch Gentherapie, sei es iiber eine direkte Implatation
eines Vektors oder liber ein Liefersystem durch humane mesenchymale Stammzellen (Qu e?

al. 2003, Plotnikov et al. 2004, Potapova et al. 2004).



5. Zusammenfassung

Seit der Entdeckung des I-Stromes in den spdten 70ern und der Identifizierung und
Klonierung vier verschiedener HCN-Gene fast 20 Jahre spiter hat das Interesse an der
Erforschung dieser Ionenkandle drastisch zugenommen. Die HCN-Kanile spielen eine
wichtige Rolle bei der Generierung von rhythmisch elektrischer Aktivitdt, sowohl im Herzen
als auch in bestimmten Regionen des zentralen Nervensystems. In anderen Gehirnregionen,
die keine rhythmische Aktivitit besitzen, weisen diese Kanile eine Beteiligung an einer
Vielfalt anderer wichtiger Funktionen auf, wie z.B. der Regulierung des Ruhemembran-
potentials, der Synchronisation neuronaler Aktivitdten oder der Kontrolle der synaptischen
Transmission. Die HCN1-4 Kanile werden im Gehirn und im Herzen in unterschiedlichem

Malle exprimiert und zeigen ein jeweils spezifisches Verteilungsmuster auf.

Um das Verteilungsmuster des HCN4-Kanlaproteins im zentralen Nervensystem wiedergeben
zu konnen, musste ein spezifischer Antikorper hergestellt und ein fiir diesen geeignetes
immunhistochemisches Versuchsprotokoll entwickelt werden. Vier monoklonale und vier
polyklonale Antikdper gegen den C-Terminus des HCN4-Kanalproteins wurden bereitgestellt.
Die Epitop-Charakterisierung zeigte fiir jeden der getesteten Antikdper die jeweils spezifische
Epitop-Region auf. AnschlieBend wurde eine Homologiesuche fiir die Aminosdure-Sequenz
der jeweiligen Epitope durchgefiihrt. Diese zeigten, dass das jeweils untersuchte Epitop mit
Aminoséure-Sequenzen anderer Proteine keine Ubereinstimmung besitzt oder dass Proteine
mit dhnlichen Aminosdure-Sequenzen nicht im Gehirn von Nagetieren vorkommen. Die
immunhistochemischen Reaktionen der verschiedenen Antikdrper wurden untereinander
verglichen, sowohl in Ratten, als auch in Méusen, Hamstern und Meerschweinchen. Das
Verteilungsmuster der verschiedenen Antikorper war gleich, aber die besten
immunhistochemischen Ergebnisse lieferte der SHG-1E5 Antikorper. Ein in der Zwischenzeit
kiuflich erwerblicher Antikérper der Firma Alomone (APC-052) wurde zur Uberpriifung der
Spezifitit des SHG-1E5 Antikorper hinzugezogen. Insgesamt haben die Versuche aus dem
ersten Teil dieser Arbeit - die Antikorper-Charakterisierung - die Spezifitit des monoklonalen
SHG-1E5 Antikorpers gegen das HCN4-Kanalprotein aufgezeigt. Dadurch konnte die
spezifische Verteilungscharakteristik des HCN4-Kanalproteins im Gehirn und Riickenmark

von Ratten untersucht werden.



HCN4 kommt in einer Vielzahl von Gehirnregionen vor und weist dort unterschiedliche
Intensitidten auf. In Bereichen des Thalamus, Epithalamus, Hypothalamus, Cerebellum,
Medulla spinalis und in allen somatomotorischen Kernen besitzen die HCN4-Kanalproteine
ein ausgepragtes bis sehr ausgepriagtes Vorkommen. Des Weiteren sind HCN4-Kanalproteine
in allen Kerngebieten des akustischen Systems in unterschiedlicher Intensitdt zu finden.
HCN4 immunopositive Reaktionen sind vor allem im Soma und in proximalen Dendriten zu
finden. In einigen Regionen, wie z.B. Ncl. praecopticus medialis, Ncl. paraventricularis, Ncl. n.
oculomotorius, Ncl. n. abducentis, Ncl. n. facialis, Ncl. ambiguus oder Ncl. praepositus
hypoglossi, sind an den Perikaryen der HCN4 positiven Neuronen immunopositive
punktdhnliche Verdichtungen deutlich sichtbar. Je nach Lokalisation dieser (Plasmamembran
oder Cytoplasma) konnte es sich um gruppierte Rezeptorkomplexe oder um Transportvesikel

handeln.



6. 1 Vergleich der Ergebnisse mit veroffentlichten Daten

Isocortex THC In-Situ-Hybridisierung
1 2 3 4 5

Cortex* 2 +/- +/-

Lamina 1

Lamina 2

Lamina 3

[ 1% 3¥] [=]

Lamina 4

Lamina 5 1-2

(=] | (|| fm=| | = [t [ e

[

Lamina 6

Corpus callosum 0 0

Archipallium

Archicortex

Hippocampus

CAl

Stratum oriens 1 0 o

Stratum pyramidale 3 1 4 1 +/-

Str. rad.-lac.-mol. 1 *0/1 +/-

@AY

Stratum oriens 1 o

Stratum pyramidale 3 1

Str. rad.-lac.-mol. 1

A5

Stratum oriens

Stratum pyramidale

Stratum lucidum
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Str. rad.-lac.-mol.

Gyrus dentatus

Stratum granulosum

Stratum plexiforme

Hilus 2.5 0
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(=l || [f==)| | (=]

Subiculum

Periarchicortex

[§]

[Cortex cingularis 1 1-2 ] 1 |

Palaeocortex

Bulbus olfactorius 0-1 3 2

Str. glomerulosum

Str. plexiforme externum

BN (2] f o)

Str. mitrale

Str. plexiforme internum

oIS
— | —

Str. granulosum internum

Tuberculum olfactorium 2

N —= =] =

Insula Calleja 1-2

Cortex piriformis 2-3 | 2-3 4 1 1




Septum und basales Vorderhirn

Nell. Septi

Septum laterale 2 0 1
Septum mediale 2 2 25
Diagonales Band von Broca 1 1 1
Bed ncl. stria terminalis 1 0 1
Necl. basalis Meynert |
Taenia tecta 0 0 2
Basalganglien 1
Ncl. Caudatus - Putamen| [-2 1 1 +/-
Globus pallidus 1-2 1-2 1 1
Pallidum ventrale 2 25 @| 2.5
Necl. accumbens 0-1 0 1
Claustrum 0 0
Corpus amygdaloideum 1
Necl. amygdalae centralis 2 0 | +/-
Ncl. amygdalae ventralis] 2 3 1
Necl. amygdalae basolateralis 2 2 3 1
Ncl. amygdalae medialis] 2 1 3
Nel. amygdalae basomedialis anterior 2 0 2
Thalamus
Ncll. anteriores 2-3 | 2-4% 4 2
Nell. intralaminares et medianis 1-2 | 0-4%] 2.5 2
Necl. reticularis 3 2@ 2 +/-
Ncl. paraventricularis 0-1 l 3
Ncll. ventrobasales 2-3 4*
Metathalamus
Corpus geniculatum laterale (Principal relay n.) 2-3 1/4 4 2 3
Corpus geniculatum mediale 2 4 33 2
Epithalamus
Ncl. habenulae medialis 3 2-4 5 4
lateralis 1 1 1 2
Subthalamus
Zona incerta 2-3 0
Ncl. subincertalis 2
Nel. subthalamicus 1-2 2 3 +/-




Hypothalamus

Ncl. pracopticus medialis 4 | % )
Ncl. pracopticus magnocellularis 2 2
Ncl. suprachiasmaticus 4 2-3 i
Ncl. supraopticus 4 2,C 4
Necl. paraventricularis 4 1.C 25
Necl. ventromedialis 0 0 1,5 +/-
Necl. arcuatus 2 2-3.C 2
Ncl. periventricularis hypothalami 1 1
Corpus mamillare 2 2 5 1
Necl. posterior hypothalami 1 1
Mesencephalon
Tegmentum mesencephali
Ncl. tractus opticus 0 0
Necl. parabigeminalis 0 0 1
Necl. n. oculomotorii 4 2 siche Kerne
Necll. accessorii n. oculomotorii (Edinger-Westphal) 4 1 siche Kerne
Necl. n. trochlearis 4 2 siche Kerne
Nel. ruber 3 2@ 3.5
Substantia nigra 1
Pars reticularis 2-3 2 2
Pars compactacta 2-3 2
Necll. Tegmenti
Necl. Interstitialis (Cajal)] 2
Nel. Darkschewitz 2
Nel. dorsalis tegmenti | 1-2
Ncl. ventralis tegmenti] 1-2
Area tegmentalis ventralis 0 0 2
Area praetectalis anterior 2 1.C 1
Ncl. interpeduncularis 2 2 g
Substantia grisea centralis mesencephali| 1-2 0 2
Tiete mesencephalische Kermne l
Necl. subbrachialis 1-2
Nell. lemnisci lateralis 3-4 | 4.C
Tectum mesencephali
Collicullus superior (cranialis) 2 +/-
Str. griseum superficiale] 0 1
Stratum opticum 0 1 2
Str griseum intermedium| 0 1
Str griseum profundum | 1-2
Str album profindum (medullare) 0 0
Colliculus inferior (caudalis) 1-2 | 2.C 3 1 +/-




Medulla oblongata und Pons

Area tegmentalis pontis

Ncl. tegmentalis dorsalis 1 1 3
Ncl. tegmentalis posterodorsalis 1 2
Necl. tegmentalis dorsalis lateralis 1-2 1 2
Ncl. tegmentalis ventralis (Gudden) 1-2 2 2
Necl. tegmentalis microcellularis 0 0
Ncl. Barrington 1 1 1
Andere Hirnstammregionen
Ncl. pontis 3 1 4
Locus coerulues 0 3
Oliva superior 3 3.C 45
Ncl. corporis trapezoidei 3-4 |B2AEH| 4.5
Ncl. supragenualis 0 1
Ncl. parabrachialis 2 0
Oliva inferior 2-3 1 1
Visceromotorische Kerne
Nell. accessorii n. oculomotorii (Edinger - Westphal) 1 1 1
Necll. salivatorii 1-2
Ncl. dorsalis n. vagi (X) 1 1.C 1
Viscerosensible Kerne
[Ncl. tractus solitarii 1 1 1
Somatomotorische Kerne
Necl. n. oculomotorius (IIT) 4 2 1
Ncl. n. trochlearis (IV) 4 2 1
Necl. motorius n. trigemini (V) 4 0 1
Ncl. n. abducentis (VI) 4 1 2
Necl. n. facialis (VII) 4 1 4
Ncl. accessorius n. facialis 4
Ncl. ambiguus 4 1 1
Ncl. n. hypoglossi (XII) 4 2 1
Necl. n. accessorii 4
Somatosensible Kerne
Necl. gracilis 2 2 2
Ncl. cuneatus 2 2 2
Ncl. cuneatus externus 2 2 23
Necll. sensorii n. trigemini
spinalis 3 2 2.5
principalis (pontinus) 3 2 3,5
mesencephalicus 3 1-2 1
Ncll cochlearis
dorsalis 4 2-3 3
ventralis 4 4.C 5
Necll. vestibulares
medialis 2-3 2 3
lateralis 0 2 3
spinalis 0 2 3
superioris 0 2 3




Formatio reticularis

Raphekerne
dorsalis 1-2 1 g
magnus 1
medianus 1 2.0
interpositus 1
pallidus 1 1
Formatio reticularis medialis
Necl. cuneiformis 1 1
Ncl. reticularis pontis l 0-1 1
Necl. reticularis tegmenti pontis 1 2
Ncl. reticularis pontis caudalis l
Necl. reticularis gigantocellularis 1-2 | 0-1 3
Necl. reticularis paragigantocellularis 1
Ncl. praepositus hypoglossi 4 1 15
Ncl. reticularis parvocellularis 1 i
Area reticularis medullaris 0 0-1 1
Ncl. parapyramidalis 0
Formatio reticularis lateralis 3
Ncl. tegmentalis pedunculopontinus 2 3
Ncl. medullae oblongatae centralis 0
Cerebellum
4
Cortex
Stratum moleculare 2 2 +/- 0
Stratum ganglionare 3 1 +/- 0
Stratum granulosum 1 1 +/- 0
Necll. Cerebelli 2
Nel. interpositus 3 3
Nel. lateralis 3 3
Nel. infracerebellaris 3 2
Medulla spinalis
Cornu dorsale 1-2 +/-
Cornu ventrale 4 +/-

Cornu laterale 2-3
* Fir die genauven Einteilung und ithre Werte siehe Notomi T. & Shigemoto R. 2004

Ergebnisse dieser Arbeit; Verfahren: Immunhistochemie; Tier: Ratte; 4: stark intensiv, 3: intensiv, 2:
moderat, 1: schwach, 0: keine immunhistochemische Reaktion

Notomi & Shigemoto. 2004; Verfahren: Immunhistochemie; Tier: Ratte; 4: sehr stark, 3: stark, 2: moderat,
1: schwach, 0: Hintergrundlevel.

Monteggia et al. 2000; Verfahren: In situ Hybridisierung; Tier: Ratte; 5: stirkste Expression, 1: niedrigste
Expression, 0: kein nachweisbarer Signal.

Moosmang et al. 1999; Verfahren: In situ Hybridisierung; Tier: Maus; 3: starkes, 2: moderates, 1: niedriges,
0: kein Signal. (Original war die Einteilung mit +++, ++, +, - wiedergegeben)

Santoro et al. 2000; Verfahren: In situ Hybridisierung; Tier: Maus; 4: sehr hohe Expression, 3: hohe
Expression, 2: moderate Expression, 1: niedrige Expression, 0-1: kaum fiiber background, 0: kein
nachweisbarer Signal. (Original war die Einteilung mit ++++, +++, ++, +,+/-, - wiedergegeben)



6.2 Untersuchte Medikamente

Cilobradin

Ivabradin (S-16257)

Zatebradin (UL-FS49)

Isoprenalin

Clonidin

Losartan
Propafenon

Lidocain

Mepivacain, Bupivacain

Halothan

Propofol

Acetacolamid

Baclofen

Capsazepin

Lamotrigin

Maccarone et al. 2004,
Stieber et al. 2006,

Van Bogaert & Pittoors 2003
Bucchi et al. 2002, 2006
DiFrancesco & Camm 2004,
Stieber et al. 2006,

Thollon et al. 2007
Maccarone et al. 2004,

Pape 1994,

Stieber et al. 2006,

Van Bogaert & Pittoors 2003
Choi et al. 1999

Dalle et al. 2001,

Knaus et al. 2007,

Parkis & Berger 1997,
Shouse et al. 1996

Egli et al. 2002

Hoppe & Beuckelmann 1998
Rocchetti et al. 1999,
DeToledo 2000

Bischoft et al. 2003

Sirois et al. 1998, 2002
Funahashi et al. 2004,
Higuchi ef al. 2003,

Ying et al. 2006

Munsch & Pape 1999,

Reiss & Oles 1996

Watts et al. 1996

Gill et al. 2006,

Ray et al. 2003

Poolos et al. 2002



6. Anhang 79
Neurotransmitter wie
Norepinephrin/Noradrenalin Nishimura ef al. 1995,
Sirois et al. 2002
Serotonin Liu et al. 2003,
Sirois et al. 2002
Rauschmittel wie
Lysergsaeurediaethylamid (LSD)  Garratt ef al. 1993
6.3 Voraussage der Strukturbestimmung des HCN4-Kanals
Conf: ]-|-|-|'|-|'|-|-|-|-|-|-|-|-|-l-l-|'|'|-|-|-|-|-|-|-|-|-|-I-|-|-|-|'|-|-|-|'I'I-|F Conf : 1 1 e 1 e
Pred: P————— N —> Pred: — o,
Pred: HHHHCCCCCCCCCEEEEEHHHHHHHHHHHHHHHHHHEEEE Pred: CCCCCHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCHHCCCCCC
AL: PVGITFFKDENTTPWIVFNVVSDTFFLIDLVLNFRTGIVV AR: MDKLPPSMRKRLYSLPQQVGAKAWIMDEEEDGEEEGAGGL
290 300 310 320 10 20 30 40
cont : 1300a30920003310333085-000009323039000 00t e W o = = o e g o o
Pred: — (- pred: v a1
Pred: CCCCEEEECHHHHHHHHCCCOCCHHHHHHHHHHHHHHHHEHC Pred: CCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCCCHHHHCCCCOOCOCT
AA: EDNTEIILDPQRIKMKYLKSWFVVDFISSIPVDYIFLIVE LA: QDPSRRSIRLRPLPSPSPSVAAGCSESRGAALGAADSEGE
1 ] ] 1 L) L} 1 1
330 340 350 360 50 &0 70 80
conf : 111003323a933309000000a09=000a=0a0 000000 conf : 1000030003 9=03900500092a3330000030030 0t
Pred: — — ————) (D — Pred: — (I
Pred: CCCCCCCCCCCCCCEEEEEEEECCHHHHHCCCHHHEHEHE Pred: CCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCC
AA: TRIDSEVVKTARALRIVRFTKILSLLRLLRLSRLIRYIHQ AR: GRSAGKSSTNGDCRRFRGSLASLGSRGGGSGGAGGGSSLG
370 380 390 400 s0 100 110 120
conf : 11000033000020000930000300330930303000303¢ conf : Jazalldddaa=-a001001000010000000000000 000t
pred: I (| T — .
Pred: HHHHHHHHHHHHHEEHHHHHHHHEHHHHHHHHHHHEHEHH Pred: CCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCOCCCeCee
AR WEEIFHMTY]?LASAVVRIU[\ITLIGWLLLC]-IIWDGCLQFLVEI' AR: HLHDSAEERBLIAAEGDAS?GEDRTPPGLI}TEPERPGAAJIX
410 420 430 440 130 140 150 180
cont - 1100000829300 00090=000 0000000000000 3a0f conf : JII000I000000330000000009395aaas0003a a0
. Pred:
Pred: g—up (- v g
Pred: HHCCCCCCCEECCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHC Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHCCCCCCCCC
AA: MLODFPHDCWVSINGMVNNSWGKQYSYALFKAMSHMLCIG AR: QPARSPPPQOPPQPASASCEQPSADTAIKVEGGAAASDOI
450 460 470 480 170 180 190 200
conf : 11130013322003003300000910099092=00000 03¢ e P 1 1 o e = o 0 o P o
rred: — pred: I I
Pred: CCCCCCCCCHHHHEEHHEHHHHHEHEHHHHHHHHHEHHHH Pred: CCCCCCCCCCCCCCHHHCCCCCCCCCCCCCHHHCCCCCCC
AA: YGRQAPVGMSDVWLTMLSMIVGATCYAMFIGHATALIQSL AR: LPEAEVRLGOSGFMOROFGAMLOPGVNKFSLRMEGSQKAY
4:90 5:00 EI,]_Q 5Igo 210 220 230 240
conf : 12000033330303303330023300333330000033 00 conf : Jamaanaznadliiddd10d1a0301a200000000000000t
Pred: I — (I || P =
Pred: HHHHHHHHHHHHHEEHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHEHEHH Pred: HHHHHCCCCCCCEEECCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHEHH
AR DSSRRQYQEI’ICYKQVEQYMSFIHKLPPDTRQIIEIHDYYEHRY? AR EREQERVKS??GF‘WI IHPYS]ZI)FRFY'.\‘DLTMII.LLMVGNLI I¥
530 540 550 560 250 260 270 280
Legend:
_ = helix Cont: ]::I]]:IE = confidence of prediction
- +
|:> = strand Pred: predicted secondary structure
= coil AR: target sequence




conf : 13000003300230003301000000000003=00aaa 000k cont : 11011000110313100030000000300003000000000¢
Pred: — (- - —— Fred:
Pred: CCCCCHHHHHHHCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCHHHCCCC Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCoCCCCcoccoccccocece
AA: GKMFDEESILGELSEPLREEI INFNCRKLVASMPLFANAD ZA: SPASSPSQVDTPSSSSFHIQQLAGFSAPPGLSPLLPSSSS
570 580 590 600 850 860 870 880
Conf: 1]]:|:|:l]]]]:|:|:|:,:|];|I|]:l]:l]j]:l:l]]::j:l:l:l]j:,]:lf cont : {11010033020000000300300000000000000 70000¢
Pred: (IIH—D—————————————— Pred:
Pred: HHHHHHHHHHHCEEEECCCCEEEECCCCCCEEEEEEEEEE Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCoCCooae
ARZ: PNFVTSMLTKLRFEVFQPGDYIIREGTIGKKMYFIQHGVY AR: SPPPGACSSPPAPTPSTSTAATTTGFGHFHKALGGSLSSS
610 620 630 640 890 900 910 320
cont : 11170002000330003203022200]000000000003a0F | |cont - 11030003330309009039333000900900900039330¢
Pred: — > — (—C——>— Pred:
Pred: BEEECCCEEEEECCCCCCCCCHHCCCCCEEEEEEEECCEE Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCaCacoCcaas
AA: SVLTKGNKETKLADGSYFGEICLLTRGRRTASVRADTYCR AR: DSPLLTPLOPGARSPQAAQPPPPLPGARGGLGLLEHFLPE
650 660 670 6580 930 940 950 960
cont - 11013013300000352222333030000039990 90020k T 2% e 1 1 1 1 1 P o
Pred: —> (I | [frea:
Pred: EEEECHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCC Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCOCCCCCCCCCCOCCoCOCooe
AL: LYSLSVDNFNEVLEEYPMMRRAFETVALDRLDRIGKKNSI ARL: PPSSRSPSSSPECOLEQPPGELSPGLAAGPPSTPETPPREPE
! ' ! ' 1 = 1 1 1
630 700 710 720 370 380 990 1000
cont : Inaa 2317133223032 27993933322000k cont : 11011000313303100013000000000033300300000¢
Pred: (U > = ||erea;
Pred: CCHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCHHEECCCCCCCCCCEEEE Pred: CCCCCCCCCOCCOCCOCCOCCOCCCCCCCCCCCCCCrocd
AA: LLHKVQHDLNSGVFNYQENEI IQQIVRHDREMAHCRHRVQ AR: RPSFMAGASGGASPVAFTPRGGLSPPGHSPGPPRTFPSAP
730 740 750 760 1010 1020 1030 1040
cont : }a2a30001022200000000200000000009000 0000 | |e.op,¢ . 20700990900909 900090910 AN TN A N et
Pred: Pred:
Pred: ECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCeeeecee
: = = Pred: CCCCCCCCCCCCCOCCCCOCCOCCCCOCCOCCCoCOCooe
AR: ARASATPTPTPVIWTPLIQAPLORARATTSVAIALTHHPR A: PRASGSHGSLLLPPASSPPPEQVEQRRGTPPLTEGRLIQD
Yo =0 el R 1050 1060 1070 1080
cont : 1111999322320393909339099990909399993333F ||, ¢, {999099993 990090990 TSI IO Mn
Pred: pred:
plgif Eg;gggggggégggggEg&gggggggﬁggggigggggggﬁ Pred: CCCCCCCCCCCCCOCCCCOCCOCCCCCCCOrCCoCOCone
: : ; 7 f AR: LKLISASQPALPODGAQTLRRASPHSSGESMAAFSLYPRA
b 8]
glo B20 830 840 1090 1100 1110 1120
cont : 113300009993399593330000000030m000000000¢
Pred:
Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCcoCcccccceocece
AR GGGSGSSGGIT.GPPGRPYGAIIPGQHVTLPR[I(TSSGSLPPP%
1130 1140 1150 1160
cont : 11101303990300309530 0000000000000 00
Pred:
Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCcceooee
AR: SLFGARAASSIGGPPLTAAP?REPGARSEP\{RSKLPSNL
1170 1180 1190
Legend:
_ = helix Cont: ]::I]]:IE = confidence of prediction
= +
:> = gstrand Pred: predicted secondary structure
= coil AL: targst seguence




6. Anhang

81

6.4 Homologiesuche

Alignment  DEID Source Length ||dentity® Unoapped®  Overlap EO
1 SW.HCM4 MOUSE  |Patassium/sodium hyperpolarizatio 1186 |100.000 |100.000 14 0.14
2 SVCHCNS RAT Potassiumisodium hyperpalarization- 1198 |100.000 |100.000 14 0.15
3 SWHCMNA HUMAN | Paotassiom/sodium hyperpolarizatio 1203 |100.000 |100.000 14 0.15
4 SWHCNE RABIT Fotassium/sodium hyperpolarizatio 1175 |100.000 |100.000 12 1.4
) SY.DAMS HUMAN - |Putative 10.3 kDa praline-rich pr 95 76923 |76.923 13 1.8
53 SW.PRP MYCBO Proline-rich protein (Fragment). 15 70,000 |70.000 10 3.2
7 SVWATFS MOUSE Cyclic-AMP-dependent transcriptio 283 81.818 |81.818 1 13
8 SWVGELH PRYEL Secreted glycopratein G 493 100.000 |100.000 9 14
g SV TMOF AEDAE Trypsin-rmodulating oostatic facto 10 75.000 |75.000 g 28
10 SWNUKM ARATH MADH-ubiguinone oxidoreductase 20 218 FrAie |77V 9 29
1 SW.CTO4B HUMAMN  |Hypothetical protein C20orf40-2 95 581.818 |81.818 1 29
12 SWITRHZ MOUSE Tritharax homalog 2 (YWY domain bi 290 T2I29 72727 11 29
13 SWYARZ ARATH Putative protein Atdg17620, chlor 544 76923 |76.923 13 32
14 Sl ECT SOLTU Chitin-binding lectin 1 precursar 323 88.889 |88.889 9 32
15 SYEF01 HURMAMN Splicing factor 1 (Zinc finger pr 539 72727 |72727 1 37
16 SWYBLT SCHPO Hypathetical pratein C108.07 ¢ in 167 77778 |77.778 g 38

Ergebnisfenster 6.1: Ergebnisse der Homologiesuche fiir die AS-Sequenz des Peptides Nr. 2.

11 N ] 14

fuery 1:14 LLLPPASSPPFPPOV

1 SW:HCH4 MOUSE 1:14 1007:1126 LLLFFPASSFFPPEQY
2 SW-HCH4 FAT 1:14 1020:1139 LLLFFPASSFFPPEQY
3 SW-HCH4 HIUMAN 1:14 1022:1141 LLLFFPASSPPPPQY
4 SW:HCH4 RABRIT 1:14 1003:1122 LLLPPASSPPPPPP
5 SW:DAMS HUMAN 1:14 1:60 LILPPPATPPPPPQS
6 SW:PRP MYCEO 1:14 1:15 —TPPIEIPPPPQX
7 SWATFS MOUSE 1:14 91210 PLLPPPSPPPPPPP
g SW.¥GLE PRVEI 1:14 301:420 SPRPPASSPPPPPP
9 SW.THOF AEDAE 1:14 1:10 —YDPAPPPPPP——
10 SW HUEM ARATH 1:14 21:140 RPGPPSTSPPPPGL
11 SW.CTO4E HUMAH 1:14 50:95 PLLPHASSPPTPGO
12 SW:TREZ HOUSE 1:14 24143 PLPPPSTSPPFPPAS
13 SW: Y462 ARATH 1:14 502:544 LLOHNPASFPFPPFPPQO—
14 SW:LECT SOLTO 1:14 167286 PPPPPASFPFPPFPPPA
15 SW:SF01 HUMAM 1:14 592:639 FGHFPPAPFFPFFPFPONH
16 SW:¥BL? SCHPO 1:14 127 SSIPPSSSPPPRLT
conzensuss100% .as. . PP=. .
con=ehnsuss 905 . .=P===sPPFP . .
con=ehsuss 805 . . .PPuo=FFFF. .

conssensuss 7 0% . .hPPAo=FPPPF .=

Ergebnisfenster 6.2: Zeigt die Ubereinstimmung der AS-Sequenz der gefundenen Homologe mit der AS-
Sequenz des Peptides Nr. 2.
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Zusammenfassung

Seit der Entdeckung des I,-Stromes in den spiten 70ern und der Identifizierung und
Klonierung vier verschiedener HCN-Gene fast 20 Jahre spiter hat das Interesse an der
Erforschung dieser lonenkanile drastisch zugenommen. Die HCN-Kanédle spielen eine
wichtige Rolle bei der Generierung von rhythmisch elektrischer Aktivitédt, sowohl im Herzen
als auch in bestimmten Regionen des zentralen Nervensystems. In anderen Gehirnregionen,
die keine rhythmische Aktivitdt besitzen, weisen diese Kanéle eine Beteiligung an einer
Vielfalt anderer wichtiger Funktionen auf, wie z.B. der Regulierung des Ruhemembran-
potentials, der Synchronisation neuronaler Aktivititen oder der Kontrolle der synaptischen
Transmission. Die HCN1-4 Kanile werden im Gehirn und im Herzen in unterschiedlichem
Malle exprimiert und zeigen ein jeweils spezifisches Verteilungsmuster auf.

Um das Verteilungsmuster des HCN4-Kanalproteins im zentralen Nervensystem wiedergeben
zu konnen, musste ein spezifischer Antikorper hergestellt und ein fiir diesen geeignetes
immunhistochemisches Versuchsprotokoll entwickelt werden. Vier monoklonale und vier
polyklonale Antikdper gegen den C-Terminus des HCN4-Kanalproteins wurden bereitgestellt.
Die Epitop-Charakterisierung zeigte fiir jeden der getesteten Antikoper die jeweils spezifische
Epitop-Region auf. AnschlieBend wurde eine Homologiesuche fiir die Aminosdure-Sequenz
der jeweiligen Epitope durchgefiihrt. Diese zeigten, dass das jeweils untersuchte Epitop mit
Aminosiure-Sequenzen anderer Proteine keine Ubereinstimmung besitzt oder dass Proteine
mit dhnlichen Aminosdure-Sequenzen nicht im Gehirn von Nagetieren vorkommen. Die
immunhistochemischen Reaktionen der verschiedenen Antikdrper wurden untereinander
verglichen, sowohl in Ratten, als auch in Méusen, Hamstern und Meerschweinchen. Das
Verteilungsmuster der verschiedenen Antikorper war gleich, aber die besten
immunhistochemischen Ergebnisse lieferte der SHG-1E5 Antikorper. Ein in der Zwischenzeit
kiuflich erwerblicher Antikérper der Firma Alomone (APC-052) wurde zur Uberpriifung der
Spezifitit des SHG-1E5 Antikorper hinzugezogen. Insgesamt haben die Versuche aus dem
ersten Teil dieser Arbeit - die Antikorper-Charakterisierung - die Spezifitit des monoklonalen
SHG-1E5 Antikorpers gegen das HCN4-Kanalprotein aufgezeigt. Dadurch konnte die
spezifische Verteilungscharakteristik des HCN4-Kanalproteins im Gehirn und Riickenmark
von Ratten untersucht werden.

HCN4 kommt in einer Vielzahl von Gehirnregionen vor und weist dort unterschiedliche
Intensitdten auf. In Bereichen des Thalamus, Epithalamus, Hypothalamus, Cerebellum,
Medulla spinalis und in allen somatomotorischen Kernen besitzen die HCN4-Kanalproteine
ein ausgeprigtes bis sehr ausgepriagtes Vorkommen. Des Weiteren sind HCN4-Kanalproteine
in allen Kerngebieten des akustischen Systems in unterschiedlicher Intensitit zu finden.
HCN4 immunopositive Reaktionen sind vor allem im Soma und in proximalen Dendriten zu
finden. In einigen Regionen, wie z.B. Ncl. pracopticus medialis, Ncl. paraventricularis, Ncl. n.
oculomotorius, Ncl. n. abducentis, Ncl. n. facialis, Ncl. ambiguus oder Ncl. praepositus
hypoglossi, sind an den Perikaryen der HCN4 positiven Neuronen immunopositive
punktidhnliche Verdichtungen deutlich sichtbar. Je nach Lokalisation dieser (Plasmamembran
oder Cytoplasma) konnte es sich um gruppierte Rezeptorkomplexe oder um Transportvesikel
handeln.
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