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1 Einleitung

1.1 Zielsetzung der Arbeit

HCN-Kanäle leisten als Vermittler des sogenannten “H-Stroms“ (Ih) in Neuronen einen wich-

tigen Beitrag zur Regulation des Membranpotenzials. Ihre Funktion ist dabei abhängig von

ihrem Expressionsniveau und von ihrer subzellulären Lokalisation. So haben HCN-Kanäle im

Bereich des Axons eine andere Funktion als die in den Dendriten oder die im Bereich des So-

mas (Magee, 1998; Aponte et al., 2006; Bender und Baram, 2008). Auf der Suche nach mögli-

chen HCN-Interaktionspartnern, die den subzellulären Transport und somit das spätere Ex-

pressionsmuster der Kanäle in einem Neuron beeinflussen können, wurde in der Arbeitsgrup-

pe von Herrn Prof. Dr. Roland A. Bender eine “Yeast-two-hybrid“-Analyse durchgeführt, in

welcher der N-Terminus der in corticalen Hirnregionen dominanten HCN1-Isoform als “bait“

(Köder) genutzt wurde, um in einer humanen cDNA-Bank aus embryonalem Gehirngewebe

(“prey“) potenzielle Interaktionspartner ausfindig zu machen. Der N-Terminus des HCN1-

Kanals wurde als Köder ausgewählt, da aufgrund der Kaliumkanalstruktur dieser Kanäle in

diesem Sequenzbereich eine Interaktion mit anderen Bindungsproteinen besonders stark ver-

mutet wurde (Robinson und Siegelbaum, 2003; Trimmer und Rhodes, 2004). Aus dieser “Yeast-

two-hybrid“-Analyse gingen ca. 30 potenzielle Interaktionspartner hervor, deren vermutete

Interaktion weiter überprüft werden musste.

Unter diesen 30 potenziellen Bindungspartnern befand sich das Protein SNX3 (Sorting Nexin

3). SNX3 ist ein Mitglied der Familie der Sorting Nexine, welche in der Regulation der Endo-

zytose und der Wiederverwertung von Membranproteinen (Carlton und Cullen, 2005; Boul-

kroun et al., 2008) eine wichtige Rolle spielen. Die Familie der Sorting Nexine sind eine äußerst

vielfältige Gruppe von Proteinen, die jedoch alle eine Gemeinsamkeit haben: die PX-Domäne

(Phosphatidylinositol-3-Phosphat Bindungsdomäne). Mittels dieser Bindungsstelle können sie

Kontakt zur Zellmembran oder anderen Zellorganellen knüpfen. SNX3 ist das kleinste Mit-

glied dieser Familie und bindet vorrangig an frühe Endosomen. Dort interagiert es mit bereits

vorher eingespeisten Membranproteinen und fördert im Sinne einer Wiederverwertung deren

Reintegration in die Zellmembran (Pons et al., 2008; Harterink et al., 2011).

Zur Überprüfung einer SNX3-HCN1-Interaktion wurde in der Arbeitsgruppe zuerst eine Im-

munhistochemie durchgeführt, die zeigte, dass SNX3 in Zelltypen exprimiert wird, die auch

HCN1 exprimieren, wie zum Beispiel in CA1-Pyramidenzellen des Hippocampus oder Stern-

zellen der Schicht II im entorhinalen Cortex (Abb. 1). Diese Kolokalisation beider Proteine lässt
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eine Interaktion relativ wahrscheinlich erscheinen.

Abbildung 1: Immunhistochemischer Nachweis von HCN1 und SNX3 im entorhinalen Cortex
(EC) und im Hippocampus.

A: HCN1 (A, grün) und SNX3 (B, rot) im entorhinalen Cortex (EC). Erkennbar ist die starke Expressi-
on sowohl von HCN1, als auch von SNX3, in Neuronen der Schicht II, den sogenannten “Sternzellen“
(C). D: HCN1 (D, grün) und SNX3 (E, rot) in der CA1-Region des Hippocampus. Die Expression von
HCN1 und SNX3 überlappt sowohl im Stratum pyramidale (sp) mit den Somata, als auch im Straum
lacunosum-moleculare (slm), mit den distalen Dendriten der CA1-Pyramidenzellen (F). Weitere Ab-
kürzungen: DG = “dentate gyrus“ (Gyrus dentatus), sr = Stratum radiatum, “merge“ = Überlappung
der Fluoreszenzkanäle. Vergrößerungen: A-C = 1:200, D-F= 1:100. Freundlicherweise zur Verfügung
gestellt von W. Wilkars (siehe Wilkars et al., 2013).

Eine eindeutige Bestätigung einer Interaktion beider Proteine kann jedoch nur über funktionel-

le Analysesysteme erfolgen. Einen derartigen Nachweis zu führen, war Ziel der vorliegenden

Arbeit.

Speziell wurden dabei folgende Fragestellungen untersucht:

1. Gibt es Alterationen der funktionellen Expression von HCN1-Kanälen, wenn SNX3 co-

exprimiert wird?

2. Hat SNX3 eine Auswirkung auf die funktionelle Expression von HCN1-Kanälen in Ver-

bindung mit einem anderen Bindungspartner (TRIP8b)?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden die HCN1-Kanäle mit SNX3 und TRIP8b in ver-

schiedenen Kombinationen heterolog exprimiert und der resultierende H-Strom mittels Patch-

Clamp-Technik und Zwei-Elektroden Spannungsklemme untersucht. Es wurden für diese Un-
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tersuchungen zwei verschiedene Expressionssysteme verwendet: Xenopus-Oozyten und hu-

man embryonic kidney (HEK)-293 Zellen.

1.2 Ih- und der ihm zugrunde liegende HCN-Kanal

Die Existenz eines Einwärtsstromes, dessen charakteristisches Merkmal die Aktivierung bei ne-

gativen Membranpotenzialen ist, wurde erstmals in sinuatrialen Schrittmacherzellen des Her-

zens beschrieben (Noma und Irisawa, 1976). Aufgrund der ungewöhnlichen Eigenschaften die-

ses Stromes, welche damals einzigartig zu sein schienen, wurde er auch als “funny“ (I f ) oder

“queer“ (Iq) bezeichnet. Die Benennung Ih, welche auch hier verwendet wird, bezieht sich auf

die Aktivierung des Stromes bei hyperpolarisierten Membranpotenzialen (Santoro und Tibbs,

1999). Dieselben Ströme wurden in Pyramidenzellen des Hippocampus (Maccaferri et al., 1993)

und in Photorezeptoren (Fain et al., 1978; Hestrin, 1987) entdeckt. Dem Strom werden Beteili-

gungen an verschiedensten physiologischen Funktionen zugeschrieben wie zum Beispiel der

Regulation des Schlaf-/Wachrhythmus, der Hormonsekretion, des autonomen Herzschlags,

der Kontrolle des Ruhemembranpotenzials und der neuronalen Plastizität (Übersicht: McCor-

mick und Pape, 1990; DiFrancesco, 1993; Pape, 1996; Kaupp und Seifert, 2001; Robinson und

Siegelbaum, 2003). Für den Ablauf rhythmischer Prozesse werden dabei spezielle biologische

Schrittmacher benötigt. Diese müssen in der Lage sein, eine periodische Abfolge von Aktions-

potenzialen (sog. Schrittmacherpotenziale) zu initiieren und zu steuern. Aufgrund seiner man-

nigfaltigen physiologischen Funktionen im Körper, auf die hier nicht alle eingegangen werden

kann, werden nur der kardiale und der neuronale Ih näher erklärt.

Kardinaler Ih

Spezialisierte Schrittmacherzellen im Sinusknoten kontrollieren den autonomen Herzschlag.

Sie generieren vollkommen autonom spontane Aktionspotenziale (DiFrancesco, 1993). Die-

se Aktionspotenziale zeigen eine für Sinusknotenzellen typische, langsame diastolische De-

polarisationsphase, während der das Membranpotenzial bis zur Schwelle der Aktivierung

von T-Typ-Calciumkanälen ansteigt, wodurch das nächste Aktionspotenzial ausgelöst wird.

Die Aktivierung von Ih ist maßgeblich an der diastolischen Depolarisation beteiligt. Ih ist

nicht nur wichtig für die Generierung von Schrittmacherpotenzialen, sondern auch für de-

ren Regulation durch das autonome Nervensystem. Ein gesteigerter Sympathikotonus be-

wirkt über β1-Rezeptoren die Bildung von cAMP. Dadurch wird die Aktivierungskinetik der
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Kanäle beschleunigt, da cAMP die Aktivierungsschwelle des Kanals zu positiveren Poten-

zialen verschiebt (DiFrancesco et al., 1986; DiFrancesco und Tortora, 1991), welches zu einer

Verkürzung der diastolischen Depolarisationsphase führt. Konsekutiv ergibt sich daraus die

Erhöhung der Herzfrequenz (Brown et al., 1979). Bei β-adrenerger Stimulation des Herzens

zum Beispiel durch Adrenalin wird über eine Signaltransduktionskette das Gs-Protein des β-

Adrenorezeptors die Adenylatzyklase stimuliert und cAMP gebildet, welches Ih aktiviert. Auf

diese Weise kommt der positiv chronotrope Effekt der β-Adrenorezeptor-Agonisten zustande

(DiFrancesco und Tortora, 1991). Gegenteilig bewirkt ein gesteigerter Vagotonus durch Erre-

gung von muskarinischen Acetylcholinrezeptoren die Reduktion des cAMP-Spiegels in der

Zelle und vermindert so die Offenwahrscheinlichkeit des Ih-Kanals. Der Ih-Strom nimmt ab

und so kommt es zu einem negativ chronotropen Effekt. Weiterhin wurden Ih-Ströme im Atrio-

ventrikularknoten (Noma et al., 1980) und in Purkinje-Fasern (DiFrancesco, 1981) nachgewie-

sen, aber auch in myokardialen Bereichen, die nicht zum Reizbildungs- und Reizleitungssys-

tem gehören.

Neuronaler Ih

Neben dem Herzen konnte der H-Strom auch in einer Vielzahl von Neuronen im zentra-

len Nervensystem nachgewiesen werden (Lüthi et al., 1998; Pape, 1996). Hier beeinflusst er

unter anderem das Ruhemembranpotenzial und die synaptische Plastizität, und kontrolliert

als Schrittmacher die rhythmische Oszillation von Neuronen. Die Entstehung von neuronalen

Rhythmen ist am intensivsten an thalamocorticalen Neuronen untersucht worden. Vom Tha-

lamus werden sensorische Informationen zum Cortex weitergeleitet und auf diese Weise wird

der Schlaf-/Wachrhythmus gesteuert (McCormick und Pape, 1990). Dabei ist Ih während der

langsamen Depolarisationsphase eines Aktionspotenzials aktiv und bewirkt zusammen mit T-

Typ-Calciumkanälen das rhythmische Feuern. Außerdem trägt Ih zu der Einstellung des Ruhe-

membranpotenzials bei und kann als Antwort auf überschießende hyperpolarisierende Reize

eine Depolarisation hervorrufen. Solch eine Depolarisation bewirkt zum Beispiel in Photore-

zeptoren der Retina eine schnelle Adaptation auf helles Licht (Fain et al., 1978; Wollmuth und

Hille, 1992).

Ih ist auch verantwortlich für die Modulation der synaptischen Plastizität (Beaumont und Zu-

cker, 2000; Bender et al., 2007). Außerdem moduliert er in Dendriten die Entstehung von EPSPs

(exzitatorische postsynaptische Potenziale) durch Verstärkung des Einflusses distaler synapti-

scher Eingänge (Robinson und Siegelbaum, 2003). Desweiteren kommt dem Ih im peripheren

4



Nervensystem eine Rolle bei der Schmerzwahrnehmung und bei peripheren Neuropathien zu

(Baker et al., 1987; Chaplan et al., 2003). Wie Ih tatsächlich zu diesen physiologischen Funktio-

nen beiträgt, ist teilweise immer noch unklar.

Dem H-Strom liegen HCN-Kanäle (Hyperpolarisation-activated Cyclic Nucleotide-gated cati-

on channels) zugrunde. Ihre molekulare Struktur wurde erst gegen Ende der Neunziger-Jahre

von verschiedenen Arbeitsgruppen aufgedeckt (Santoro et al., 1997; Gauss et al., 1998; Ludwig

et al., 1998; Ishii et al., 1999). Der HCN-Kanal ist eigentlich ein Kanalkomplex, dessen Aufbau

stets gleich ist. Vier einzelne HCN-Untereinheiten lagern sich so aneinander, dass sie in ihrer

Mitte eine Pore bilden (Tetramer), wodurch Ionen strömen können. Dadurch formen sie den

funktionellen Kanal. Jede Untereinheit besteht aus sechs transmembranalen Helizes (S1-S6).

Das positiv geladene S4-Segment enthält das Spannungsfühler-Motiv, zwischen S5 und S6 bil-

det sich eine Ionen leitende Pore aus. Am zytosolischen C-Terminus des Kanals befindet sich

eine Bindestelle für zyklische Nukleotide, die CNBD (cyclic nucleotide binding domain), wel-

che 120 Aminosäuren lang ist. Sie beinhaltet die zentrische Pore und ist mechanisch an der

Kanalöffnung beteiligt (Biel et al., 2009).

Hydropathie-Analysen und Sequenzvergleiche zeigen, dass die HCN-Kanäle strukturell zur

Familie der spannungsabhängigen Kaliumkanäle gehören. Die Kanäle werden den eag K+-

Kanälen und den zyklisch-Nukleotid gesteuerten Kanälen zugerechnet (20– 25 % Sequenz-

homologie). Außerdem zeigen HCN-Kanäle einige Ähnlichkeiten mit einwärtsgleichrichten-

den K+-Kanälen aus Arabidopsis thaliana , KAT-Kanäle (Warmke und Ganetzky, 1994; Kaupp

und Seifert, 2001). Merkmale von nativen und exprimierten HCN-Kanälen sind die Aktivie-

rung durch Hyperpolarisation, eine Na+/K+-Leitfähigkeit, Blockierbarkeit durch extrazellulä-

res Cs+ und Modulation durch zyklische Nukleotide (Ludwig et al., 1998; 1999; Santoro et al.,

1998; Seifert et al., 1999).
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Abbildung 2: Struktur von HCN-Kanälen.

HCN-Kanäle sind Tetramere. Jede Untereinheit besteht aus 6 transmembranalen Helizes (S1-S6) mit
einem Spannungsfühler-Motiv in S4. Der C-linker ist aus 6 α-Helizes (A’-F’) aufgebaut, unmittelbar
anschließend befindet sich die CNBD. Diese Domäne ist aus 4 α-Helizes (A-D) und einem β-Faltblatt
aufgebaut. [Quelle: Biel et al., 2009].

In Säugern sind vier HCN-Isoformen (HCN1-4) bekannt. HCN3 zeigt die geringste Expression

aller Isoformen, während HCN2 ein breites Expressionsmuster in den meisten Hirnregionen

zeigt. Die Expression von HCN1 ist selektiver. In der Schicht V in Pyramidenzellen des Neo-

cortex, in den Korb- und Purkinjezellen des Cerebellums, aber insbesondere im Hippocampus

ist HCN1 zu finden (Notomi und Shigemoto, 2004). Die vier Gene im Säuger zeigen eine ho-

he Sequenzhomologie (Santoro et al., 2000). Die elektrophysiologischen Eigenschaften des Ih–

Stroms wie die Spannungsabhängigkeit, Aktivierungskinetik und Sensitivität für cAMP vari-

ieren jedoch stark zwischen den einzelnen HCN-Subtypen (Ishii et al., 1999).

Aktivierung der HCN-Kanäle

Einerseits werden HCN-Kanäle durch die direkte Bindung der intrazellulären zyklischen Nu-

kleotide cAMP und cGMP an die CNBD aktiviert, andererseits aber auch spannungsabhän-

gig durch Hyperpolarisation der Zellmembran. Sie inaktivieren nicht. Beide Aktivierungs-

mechanismen beeinflussen sich gegenseitig, sodass eine Feinabstimmung dieser Kanäle auf
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physiologische Anforderungen möglich ist. Bei Hyperpolarisation entwickeln sich alle HCN-

Ströme mit einem charakteristischen sigmoidalen Zeitverlauf, der auf eine mehrstufige und

komplexe Serie von Aktivierungsschritten hindeutet (Kaupp und Seifert, 2001). Es wurde ge-

zeigt, dass bei der makroskopischen Aktivierung instantane sowie exponentiell verlaufende

Stromkomponenten existieren. Nach etablierten Daten von Rattenneuronen handelt es sich da-

bei um den instantanen Ba2+-sensitiven, einwärts-gleichrichtenden K+-Strom (IKir; siehe Ni-

chols und Lopatin, 1997) und den langsam aktivierenden, persistierenden Ih (Sciancalepore

und Constanti, 1998). Bei Letzterem ließen sich eine schnelle (Ih-fast) und eine langsamere

Komponente (Ih-slow) unterscheiden. Dieses Phänomen wurde auch schon in Neuronen der

Ratte (Solomon und Nerbonne, 1993) und der Maus (Huggenberger et al., 2009) beobachtet.

Die HCN-Isoformen zeigen deutliche Unterschiede in ihrer Aktivierungskinetik. HCN1 besitzt

die schnellste, HCN4 die langsamste Aktivierungskinetik.

Spannungsabhängigkeit der Aktivierung

In der Aktivierungskurve ist der Spannungsbereich abzulesen, in dem der Kanal arbeitet. Die

Maßeinheit ist die Spannung bei der der Kanal halbmaximal aktiviert, das sogenannte V1/2.

Das V1/2 unterscheidet sich zwischen den HCN-Isoformen. Durch den Einsatz des brady-

kardisch wirkenden Mittels ZD7288 (N-ethyl-Nphenylamino)-1,2-dimethyl-6-(methylamino)

pyrimidiniumchlorid ist es gelungen den intrazellularen Öffnungsmechanismus der HCN-

Kanäle nachzuweisen (Lüthi et al., 1998).

Ionenselektivität

Der durch HCN-Kanäle erzeugte Ih-Strom ist ein gemischter Na+/K+-Einwärtsstrom und wird

unter physiologischen Bedingungen vor allem durch Natriumionen getragen (Clapham,1998;

Beaumont und Zucker, 2000). HCN-Kanäle leiten also sowohl Na+- als auch K+-Ionen. Diva-

lente Kationen durchdringen weder den Kanal noch blockieren sie ihn. Die relative Na+/ K+-

Leitfähigkeit ist von der extrazellulären K+-Konzentration abhängig und variiert zwischen 0,15

und 0,40 (Hestrin, 1987; Wollmuth und Hille, 1992; Ludwig et al., 1998; Santoro et al., 1998). Das

Verhältnis der Na+- und K+-Leitfähigkeit der HCN-Kanäle liegt bei 3:1 bis 5:1. Unter physiolo-

gischen Gradienten monovalenter Ionen liegt das Umkehrpotenzial zwischen -25 und -40 mV

(Ludwig et al., 1998; Seifert et al., 1991; Robinson und Siegelbaum, 2003). Daraus resultiert eine

Aktivierung der Kanäle bei typischen Ruhemembranpotenzialen durch einen Einwärtsstrom,
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welcher zum größten Teil von Na+-Ionen getragen wird, mit konsekutiver Depolarisation der

Zelle.

Caesium-Block

Charakterisiert werden HCN-Kanäle durch die Hemmung mittels Caesium, mittels des spezifi-

schen HCN-Kanalblockers ZD7288 (Satho und Yamada, 2000) und durch die Unsensitivität für

Barium (Beaumont und Zucker, 2000). Die HCN-Kanäle werden durch millimolare extrazellu-

läre Cs+-Konzentrationen geblockt (K1/2 = 2.19 mM, in Purkinje-Fasern, DiFrancesco, 1982).

Der Block ist spannungsabhängig. Im Gegensatz zu einwärtsgleichrichtenden Kanälen wie IKir,

werden HCN-Kanäle nicht durch millimolare Ba2+-Konzentrationen beeinflusst (Ludwig et al.,

1998; Pape, 1996).

Modulation durch zyklische Nukleotide

Die Aktivität der Kanäle wird direkt durch die Bindung der zyklischen Nukleotide cAMP und

cGMP moduliert (Ludwig et al., 1998). Durch die Bindung von cAMP oder cGMP wird die

Aktivierungskurve zu positiveren Spannungswerten verschoben, sodass eine geringere Hy-

perpolarisation nötig ist, um eine Aktivierung auszulösen. Die HCN-Isoformen unterscheiden

sich in ihrer Modulierbarkeit. Die Verschiebung des V1/2-Wertes durch cAMP ist am geringsten

bei HCN1 (~2 mV, Santoro et al., 1998; ~4 mV, Chen et al., 2001). HCN2 zeigt eine Verschiebung

des V1/2 von 12 – 14 mV (Ludwig et al., 1998, 1999), HCN4 von 11 – 13 mV (Ishii et al., 1999;

Ludwig et al., 1999; Seifert et al., 1999). Die Aktivierungszeitkonstante τ, das V1/2 und die Mo-

dulation durch zyklische Nukleotide ist für jede HCN-Isoform spezifisch. Nach Santoro et al.,

1998 liegt τ für HCN1, spannungsabhängig, bei 25-300 ms. Dadurch können beispielsweise die

Kanäle unterschieden werden.

Funktion in Neuronen

HCN-Kanäle sind beteiligt an der Erzeugung und Regulation zellulärer rhythmischer Akti-

vierungsmuster (Pape, 1996; Cobb et al., 2003), an der Stabilisierung des Membranpotenzials

(Maccaferri et al., 1993; Lupica et al., 2001) und an der Verarbeitung synaptischer Signale (Ul-

rich, 2002; Narayanan und Johnston, 2007). Das Ruhemembranpotenzial wird durch die toni-

sche Aktivierung von Ih auf einem eher depolarisierten Zustand gehalten (Maccaferri et al.,
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1993; Lupica et al., 2001) und zusätzlich wird auf diese Weise der Eingangswiderstand redu-

ziert, sodass die Beeinflussung eines jeglichen Stromes auf das Membranpotenzial ebenfalls

reduziert wird (Magee, 1998; 1999; Surges et al., 2004).

Hinzu kommt noch die Abhängigkeit der Funktion der HCN-Kanäle von ihrer subzellulä-

ren Lokalisierung. HCN-Kanäle in Dendriten zum Beispiel kontrollieren die Integration und

die temporale Summation von synaptischen Eingängen in die CA1-Pyramidenzellen (Magee,

1998), während HCN-Kanäle an der Regulierung des Ruhemembranpotenzials im Soma betei-

ligt sind (Maccaferri und McBain, 1996; Lupica et al., 2001).

Es ist somit gesichert, dass Ih einen relevanten Einfluss auf die intrinsische neuronale Erregung

hat (Zhang und Linden, 2003). Die Modulation der intrinsischen Erregung von Neuronen ist

wichtig für ihren Entwicklungs- und Reifungsprozess, insbesondere aber auch für den Aufbau

bzw. ihre Verknüpfung zu einem neuronalen Netzwerk. HCN-Kanäle haben eine hohe Plasti-

zität, die sich durch mehrere Mechanismen auszeichnet: 1. Kurzfristige Regulierung der Ka-

nalaktivität durch zelluläre Metabolite (DiFrancesco und Tortora, 1991; van Welie et al., 2004),

2. Phosphorylierung (Zong et al., 2005), 3. Längerfristige Modulation durch Regulierung der

Expression (Brewster et al., 2002), 4. Heteromerisierung (Proenza et al., 2002; Altomare et al.,

2003; Brewster et al., 2005) und 5. Subzellulärer Transport von Kanal-Isoformen (Bender et al.,

2007; Wilkars et al., 2012). Aufgrund ihrer bemerkenswerten Plastizität haben HCN-Kanäle die

Möglichkeit neuronale Antworten auf externe Stimuli zu modifizieren, indem sie eine Viel-

zahl an Signalen integrieren können, trotz ihrer Primärfunktion bei Spannungen unterhalb des

Schwellenpotenzials (Zhang und Linden, 2003).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Funktion von HCN-Kanälen in Neuronen ab-

hängig ist von ihrem Expressionsniveau sowie von ihrer subzellulären Lokalisierung. Deswe-

gen erfüllen diese Kanäle ganz unterschiedliche Funktionen, die bisher noch nicht alle geklärt

worden sind. Man weiß jedoch, dass HCN-Kanäle eine Schlüsselfunktion bei der Regulierung

des Ruhemembranpotenzials, bei der Erzeugung und Regulation zellulärer rhythmischer Ak-

tivierungsmuster und bei der Verarbeitung synaptischer Signale haben. So definieren sie die

Eigenschaften und die Wirksamkeit des Ih, der wiederum konsekutiv die Reaktion auf Reize

der insbesondere hippocampalen Neuronen bestimmt.
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Interaktionspartner von HCN-Kanälen

Trotz intensiver Erforschung der HCN-Kanäle sind viele Eigenschaften, wie zum Beispiel die

teilweise sehr unterschiedliche subzelluläre Lokalisation einzelner Kanaltypen in Neuronen,

noch unklar. Man vermutet den Einfluss von subzellulären Interaktionspartnern, die spezifisch

den subzellulären HCN-Transport in bestimmte Zellkompartimente dirigieren. Es dauerte je-

doch bis 2004, bis ein Protein, das diese Anforderungen erfüllt, identifiziert wurde (Santoro et

al., 2004).

TRIP8b (tetratricopeptide repeatcontaining Rab8b-interacting protein) wurde in einem “Yeast

two-hybrid-screen“ für potenzielle molekulare HCN1-Bindungspartner entdeckt. Es ist ein zy-

toplasmatisches, hirnspezifisches Protein mit einer Größe von 68 kDa, welches eine starke Bin-

dung an HCN-Kanäle zeigt und mit Rab-GTPasen interagiert, welche eine relevante Rolle im

Vesikeltransport innehaben (Chen et al., 2001). Interessanterweise weisen Mäuse, in welchen

das TRIP8b-Gen deletiert wurde, eine veränderte subzelluläre Lokalisation von HCN1-Kanälen

auf (Lewis et al., 2011; Wilkars et al., 2012) was belegt, dass TRIP8b als Hilfsuntereinheit von

HCN1 am subzellulären Transport der Kanäle beteiligt ist. Es existieren jedoch verschiedene

Splice-Varianten von TRIP8b, die unterschiedliche Wirkungen auf die Kanäle ausüben (Lewis

et al., 2009; Santoro et al., 2009).

Die mit 30-40% im Gehirn überwiegende Isoform, beispielsweise, führt zu einer 6-fachen Er-

höhung der HCN1-Expression, wenn beide Proteine in Oozyten co-exprimiert werden, was

analog zu einer 6-fach höheren Stromdichte führt (Lewis et al., 2009; Santoro et al., 2009). Dage-

gen hat die Splice-Variante TRIP8b (1b-2) ganz gegenteilige Effekte. Eine Überexpression von

TRIP8b (1b-2) bewirkt einen nahezu vollständigen Verlust der HCN1-Oberflächenexpression

und somit von Ih – sowohl in heterologen Zellen als auch in hippocampalen Neuronen. Es

wird vermutet, dass diese Manifestationen durch einen Clathrin vermittelten Mechanismus

der Endozytose entstehen, indem Adapterprotein-Komplexe (AP) an spezifische tyrosinbasie-

rende und Dileuzin-Transport-Motive am TRIP8b N-Terminus binden (Santoro et al., 2009; Pi-

skorowski et al., 2011).

Aufgrund dieser Ergebnisse und Beobachtungen ist TRIP8b mit all seinen Isoformen ein extrem

wichtiger Interaktionspartner für HCN1-Kanäle. Die immunhistochemische Untersuchung hat

gezeigt, dass die Expressionsmuster von HCN1 und TRIP8b im Hippocampus sich sehr ähnlich

sind (Santoro et al., 2004). Da auch für SNX3 und HCN1 durch immumhistochemische Nach-

weise eine Kolokalisation im Hippocampus demonstriert wurde (Abb. 1), besteht die Möglich-

keit, dass es eine Interaktion von SNX3 mit HCN1 aber auch mit TRIP8b oder beiden gibt.
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1.3 Aufbau und Funktion der Sorting Nexine

Sorting Nexine (SNX) bilden eine vielfältige Gruppe von hydrophilen Membran-assoziierten

Proteinen, die für den zellulären Transport wichtig sind und aus ca. 400-700 Aminosäuren be-

stehen. Bisher wurden 29 verschiedene Sorting Nexine in Säugern und 10 Sorting Nexine in

Hefen identifiziert (Carlton et al., 2005), die sich durch eine Gemeinsamkeit auszeichnen: die

PX-Domäne.

Abbildung 3: Phylogenetischer Stammbaum der Sorting Nexine in Säugern.

Er ergibt sich aus der Aminosäurenanordnung der PX-Domäne. Die verschiedenen Farben geben die
unterschiedlichen Funktionen der SNX wieder. Blau = endosomales Trennen durch Retromere, oran-
ge/hellblau = endosomales Recycling, grün = Formenbildung von Endosomen oder Fracht-Adapter, lila =
endosomales Trennen und Signalgebung, gelb = endosomale Regulatoren der G-Protein Signaltransduk-
tionskette, rot = Modulatoren der Endozytose und endosomaler Sortierung. [Quelle: http://edoc.ub.uni-
muenchen.de/13066/1/Dislich_Bastian.pdf, Seite 10, Abb. 2]

Diese PX-Domäne ist eine Phospholipid-Bindungsdomäne, die aus einer Sequenz von 100-130

Aminosäuren besteht und verschiedene Phosphatidylinositolphosphate binden kann. Sorting

Nexine verfügen weiterhin über verschiedene Protein-Protein-Interaktionsmotive und können

dadurch diese Proteine zu spezifischen Zellmembranen transportieren, die angereichert sind

mit Phospholipiden. So sind sie in viele Aspekte der Endozytose und der Regulierung des

Membrantransports in der Zelle involviert. (Worby und Dixon, 2002).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Protein-Protein-Komplexbildung von Sorting Ne-
xinen mit Vps-Proteinen und Phospholipiden an einer Membran.

Das Retromer ist ein entwicklungsmäßig konservierter Protein-Komplex, der als Frachtsor-
tierer von frühen Endosomen zurück zum Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) fungiert. [Quelle:
http://www.bris.ac.uk/biochemistry/cullen/images/snx2bar.gif]

Die verschiedenen Sorting Nexine unterscheiden sich in der Struktur bzw. Anordnung ihrer

Domänen. Neben der PX-Domäne gibt es noch eine Reihe anderer Domänen, die für verschie-

denste Protein-Protein- oder Protein-Lipid-Interaktionen wichtig sind, zum Beispiel die RGS-

Domäne (regulator of G-protein-singalling), SH3-Domäne (Src homolgy 3), die PXA-Domäne

(PX-associated), die CC-Domäne (Coiled-coil) und die BAR-Domäne. SNX3 ist ein kleines hy-

drophiles Protein, welches neben der PX-Domäne nur wenige andere Sequenzen enthält. Auf-

grund des Fehlens der CC-Domäne, bildet SNX3 keine heteromeren Komplexe mit anderen

Sorting Nexinen.

Die Coiled-coil-Domäne ist ein Bündel von α-Helizes, die zu einer Superhelix gewunden sind.

Coiled coils wurden zuerst als das Hauptstrukturelement einer großen Gruppe von fibrösen

Proteinen wie Keratin, Myosin und Fibrinogen beschrieben. In Lipid-Overlay Analysen wurde

beobachtet, dass SNX3 ausschließlich mit Phosphatidylinositolphosphaten interagiert. Diese

Beobachtung stützt die Verteilung von SNX3 in frühen und perinukleären Endosomen (Worby

und Dixon, 2002).

Eine Überexpression von SNX3 führte zu einem Ausbau von tubulär-vesikulären Struktu-

ren, die charakteristisch sind für frühe, späte und Recycling-Endosomen. Insbesondere die
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Recycling-Endosomen sind wichtig für die Oberflächenexpression von HCN-Kanälen (Hardel

et al., 2007). So wird dem SNX3 eine Funktion im Membrantransport von frühen Endosomen

zu Recycling-Endosomen zugesprochen.

Funktion der Sorting Nexine in der endosomalen Sortierung

Durch Endozytose werden extrazelluläre Komponenten internalisiert. Am Ende des Einstül-

pungsvorgangs wird ein sogenanntes Endosom ins Zellinnere abgeschnürt bzw. abgestoßen

und ist jetzt Teil des Endomembransystems. Das endosomale System, dessen Haupteintritts-

pforte die Plasmamembran ist, bildet ein Netzwerk zur intrazellulären Sortierung dieser in-

ternalisierten Proteine. Nach ihrer Internalisierung werden diese Proteine zunächst entweder

zu frühen Endosomen oder zu Sorting-Endosomen gebracht. Von den frühen Endosomen gibt

es mehrere Möglichkeiten des weiteren Proteintransports. Zum einen können die Proteine zu-

rück an die Zellmembran gebracht werden, um wiederverwendet zu werden, zum anderen

können sie über späte Endosomen weiter zu Lysosomen transportiert werden, in denen sie ab-

gebaut werden, oder die Proteine werden zum Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) gebracht (Worby

und Dixon, 2002; Carlton et al., 2005). Die Membran von Sorting-Endosomen ist bekannt für

ihren Reichtum an Phosphatidylinositol-3-Monophosphaten, eben diese, an die Sorting Nexine

über ihre PX-Domäne vorrangig binden. Diese Lipide kontrollieren die endosomale Sortierung

(Carlton et al., 2005). Dies ist eine weitere Erklärung für die Kolokalisation von Sorting Nexi-

nen an endosomalen Membranen. Wie bereits erwähnt haben SNXs verschiedene Domänen, so

hat eine Reihe von Sorting Nexinen (1,2,4,5,6,7,8,9,18) eine zusätzliche Membraninteraktions-

domäne, die BAR-Domäne, mit der sie an die Membran binden.

In Abbildung 4 ist ein Retromer schematisch dargestellt. Das Retromer ist ein evolutionär

konservierter Protein-Komplex, der Frachtproteine von frühen Endosomen zurück zum TGN

transportiert. In Hefen besteht er aus frachtspezifischen Subkomplexen, zusammengesetzt aus

Vps26p, Vps29p, Vps35p und einem Membran-Interaktions-Unterkomplex zusammengesetzt

aus Sorting Nexinen und Vps5p und Vps17p. Das Retromer in Säugern ist wesentlich kom-

plizierter aufgebaut aus membranassoziierten SNX-Subkomplexen (SNX1,2,5 und 6), dennoch

dem in Hefen sehr ähnlich, aber leider immer noch räselhaft. Klar ist, dass diese Sorting Nexine

zu der Gruppe gehören, die eine BAR-Domäne besitzen. Obwohl der exakte Ablauf dieses Me-

chanismus noch ungeklärt ist, besteht ein allgemeiner Konsens darüber, dass Sorting Nexine

aufgrund ihrer genannten Eigenschaften und Interaktionen eine Regulierungsfunktion auf den

intrazellulären Transport von Proteinen haben (Carlton et al., 2005).
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Es bleibt also zu überprüfen, ob SNX3 allein oder in Kombination mit einem anderen Inter-

aktionspartner den HCN1-vermittelten Strom modifizieren kann. Für die funktionelle Analyse

dessen wurden die im Folgenden aufgelisteten Materialen und Methoden verwendet.
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2 Material und Methoden

2.1 Expressionssystem Xenopus-Oozyten

Die funktionellen Studien wurden an Oozyten des südafrikanischen Krallenfrosches Xenopus

laevis durchgeführt (Abb. 5).

Abbildung 5: Ein weibliches Exemplar des südafrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis.

[Quelle: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/83/Xenopus_laevis_1.jpg]

Im Jahre 1971 wurden von John Gurdon (Gurdon et al., 1971) die ersten Experimente mit Oo-

zyten des südafrikanischen Krallenfrosches durchgeführt. Im Laufe der Zeit dienten sie in stei-

gendem Maße vielen molekularbiologischen Studien zur Expression und Charakterisierung

exogener Proteine, insbesondere Ionenkanäle, nach Injektion von mRNA. Ihre große Beliebtheit

erlangten sie durch technische Vorteile gegenüber anderen Expressionssystemen oder anderen

Oozyten. Einer dieser Vorteile ist der relativ große Durchmesser von ca. 1,5 - 2 mm. Weiterhin

sind Xenopus Oozyten mechanisch relativ unempfindlich, wodurch ein einfacheres Handling

bei der RNA-Injektion und bei den späteren Messungen ermöglicht wird. Außerdem repräsen-

tieren die exprimierten Proteine fast vollständig die zuvor injizierte mRNA, d.h. die Membran

ist wirklich nur mit den Ionenkanälen besetzt, deren mRNA auch injiziert wurde.

Für die vorliegende Arbeit wurden vorwiegend Oozyten verwendet, die sich im Reifestadium

V oder VI befanden, da in diesem Stadium eine optimale Größe bei guter Expression gegeben

ist. Die Oozyten bestehen aus zwei verschiedenen Hemisphären (Abb. 6).
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Abbildung 6: Oozyten des Krallenfrosches Xenopus laevis.

Die Unterteilung in einen animalischen Pol (dunkel) und in einen vegetativen Pol (hell) ist deut-
lich zu erkennen. Der Durchmesser von Xenopus-Oozyten beträgt ca. 1,5 bis 2 mm. [Quelle:
http://xylocaine.files.wordpress.com/2010/03/xenopus-oocytes.jpg?w=300&h=238]

Die helle Hälfte wird von dem vegetativen Pol gebildet, während die dunkle Hälfte den anima-

lischen Pol repräsentiert. Der animalische Pol ist durch die Einlagerung von Melaninpigment

dunkel gefärbt. Hier befindet sich der größte Teil des Zytoskeletts und des endoplasmatischen

Retikulums, sowie zahlreiche Mikrovilli. Bedingt durch die vielen in der Membran vorkom-

menden Mikrovilli erhöht sich die tatsächliche Membranoberfläche. Gerade im Bereich des

animalischen Pols mit dem endoplasmatischen Retikulum ist solch eine Oberflächenvergrö-

ßerung für eine effiziente Proteinbiosynthese von großer Bedeutung. Deswegen eignet sich

die Xenopus-Oozyte gut als heterologes Expressionssystem, weil sie als Eizelle eine sehr ho-

he Translationsfähigkeit besitzt. Sie enthält alle Systeme, die eine effiziente Proteinbiosynthese

ermöglichen, in sehr großer Anzahl (Hilken et al., 1997). Am vegetativen Pol befindet sich hin-

gegen mehr RNA als auf der dunklen Hälfte. Auch unterscheiden sich die Membranen der

verschiedenen Hälften in ihrer Dichte an Calcium- und Chloridkanälen.

Trotz der beschriebenen Vorteile hat dieses Expressionssystem auch Nachteile. Im humanen

Expressionssystem durchlaufen Proteine nach ihrer Translation noch posttranslationale Modi-

fikationen wie Glykosylierungen, Phosphorylierungen, Sulfatisierungen etc. Es ist jedoch nicht

selbstverständlich, dass in Amphibien-Oozyten exprimierte Proteine die gleichen posttransla-

tionalen Modifikationen durchlaufen wie im menschlichen Gewebe. Dies ist wichtig zu erwäh-

nen, da dies ein wichtiger Faktor für die Funktionstüchtigkeit der Proteine sein kann. Nichts-

destotrotz wurde für Ionenkanäle nachgewiesen, dass sie in Xenopus-Oozyten ihre natürlichen

Eigenschaften nicht verlieren (Dascal, 1987).

16



2.1.1 Verwendete Klone und RNA-Synthese

Für die hier beschriebenen Experimente wurden folgende Klone benutzt:

· pEGFP-SNX3 in pEGFP-c2

· GW1 in GW1-HCN1(HA-Ex2)

· P(XEGFP)-c1-TRIP8b-IsoA4 in p(XEGFP)-C1

Für die RNA-Synthese wurden die oben genannten Klone in den Vektor pGEM He Juel umklo-

niert. HCN1 wurde mit HA-Tag kloniert, da beim späteren proteinbiochemischen Nachweis

der pull down im Rahmen des Western blots auch mit einem HA-Antikörper durchgeführt

werden sollte. Die RNA-Synthese wurde freundlicherweise von Telse Kock durchgeführt.

Zur Herstellung der Template-DNA wurden 2 µg Plasmid zunächst mit Restriktionsenzymen

linearisiert. Für SNX3 und TRIP8b wurde das Restriktionsenzym Not I und für HCN1 Sal I ver-

wendet. Der Verdau wurde bei 37°C durchgeführt und erfolgte für mehrere Stunden oder über

Nacht. Durch Agarose-Gelelektrophorese wurde die vollständige Linearisierung überprüft.

Das linearisierte Plasmid wurde anschließend durch Ausfällen aufgereinigt. Zur Aufreinigung

wurde der Restriktionsansatz auf 50 µl aufgefüllt und mit 2,5 µl 0,5 M EDTA, 5 µl 3 M Na-

triumacetat und 100 µl Ethanol versetzt. Die Probe wurde für 1h bei -20°C inkubiert und an-

schließend bei 4°C und 14000 rpm für 20 min zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde mit 500 µl

Ethanol (70%) gewaschen, für weitere 10 min zentrifugiert und anschließend in der Vakuum-

Zentrifuge getrocknet. Nach der Trocknung wurden 34 µl H2O hinzugegeben, um das Pellet

zu lösen. Mit dem RiboMaxTM Large Scale RNA Production System wurde dann die cRNA

hergestellt.

Reaktionsansatz für die RNA-Herstellung (100 µl):

· 20 µl T7 5x Transkriptionspuffer 20 µl rNTPs (25mM)

· 32 µl linearisierte DNA

· 7 µl Ribo m7G Cap Analog (40mM)

· 10 µl T7 Enzym Mix
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· 11 µl H2O

Dieser Reaktionsansatz wurde für 4 h bei 37° C inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die eingesetzte Plasmid-DNA durch 15 minütige In-

kubation mit RQ1 RNAse-freier DNAse verdaut. Mittels Phenol-Chloroform-Extraktion wurde

die hergestellte cRNA aufgereinigt. Dafür wurden dem Restriktionsansatz das gleiche Volu-

men Phenol hinzugegeben, durchmischt und anschließend zentrifugiert (5 min, 14000 rpm).

Die obere wässrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit dem gleichen

Volumenteil Chloroform vermischt und nochmals zentrifugiert. Die wässrige Phase wurde er-

neut abpipettiert und in ein neues Gefäß gegeben. Zur Fällung wurden 1/10 Volumenanteil 3

M Natriumacetat und 2,5 Volumenanteile Ethanol eingesetzt.

Nach Ablauf der einstündigen Inkubationszeit bei -70°C wurde die Probe bei 4°C und 14000

rpm für 30 min zentrifugiert, mit 500 µl 70% Ethanol gewaschen und für weitere 10 min zen-

trifugiert und unter dem Abzug getrocknet. Zum Schluss wurde das RNA-Präzipitat mit 50

µl DEPC-H2O resuspendiert und für eine längerfristige Lagerung bei -80°C aufbewahrt. Die

RNA-Konzentration wurde bei den Wellenlängen 260 nm und 280 nm photometrisch vermes-

sen. Bevor die RNA in den Expressionsversuchen eingesetzt werden konnte, musste die Größe

und die Qualität der synthetisierten RNA-Fragmente auf einem Agarose-Gel überprüft wer-

den.

Eine wichtige Voraussetzung dafür war die Vorbehandlung der RNA-Gel-Proben nach folgen-

dem Schema:

a) 4 µl RNA b) 8 µl RNA

6 µl H2O 2 µl H2O

5 µl Lösung 1 5 µl Lösung 1

2 µl Loading-buffer 2 µl Loading-buffer

Das Ganze wurde für 15 min bei 65°C inkubiert und unmittelbar danach auf Eis gestellt.

Anschließend wurden die Gel-Taschen mit der vorbehandelten RNA und mit einem RNA-

Größenmarker befüllt.
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Das Gel wurde folgendermaßen hergestellt:

RNA-Gel: 1 g Agarose wurde in 75ml H2O gelöst, aufgekocht und abgekühlt auf ca. 50°C

+ 10 ml 10 x grb-Puffer

+ 3 µl Formaldehyd (37%)

+ 2 µl EtBr

auf 100 ml aufgefüllt

Stoff Menge

MOPS 20 g
Natriumacetat 2,05 g

EDTA 0,93 g
H2O ad 500 ml

Tabelle 1: 10 x grb-Puffer (pH 7,0, steril filtriert)

2.1.2 Oozytengewinnung und –vorbereitung

Verwendete Lösungen und Chemikalien:

Stoff Molekulargewicht Konzentration / mM Menge / g/l

NaCl 58,44 88 5,14
KCl 74,55 3 0,22

NaHCO3 84,01 2,4 0,2
MgSO4 120,4 0,82 0,1

Ca(NO3)2 236,2 0,3 0,071
TRIS 121,14 15 1,82
CaCl2 147,0 0,41 0,06

Tabelle 2: Barth 1 (=OR 1)

Zur Lösung wurden 50 mg Gentamicin (in wässriger Lösung, Sigma Aldrich, Steinheim Ger-

many) Liter gegeben. Der pH wurde auf 7,40 mit NaOH bzw. HCl eingestellt und anschließend

wurde die Lösung autoklaviert.

Stoff Molekulargewicht Konzentration / mM Menge / g/l

NaCl 58,44 88 5,14
KCl 74,55 3 0,22

NaHCO3 84,01 2,4 0,2
MgSO4 120,4 0,82 0,1

TRIS 121,14 15 1,82

Tabelle 3: Barth 2 (=OR 2)
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Die Lösung wurde auf einen pH von 7,40 mit NaOH bzw. HCl eingestellt.

Tricain-Lösung

1 Liter kaltes Leitungswasser + 1,2 g Ethyl-3-Aminobenzoat-Methansulfonat (Tricain, MS-222,

Sigma Aldrich, Steinheim Germany).

Stoff Menge

OR2 20ml
Kollagenase 26mg

Tabelle 4: Kollagenase-Lösung (Typ CLS II, Biochrom AG, Berlin) zum enzymatischen Defolli-
kulieren

Die Krallenfrösche werden in der Tierhaltung auf dem UKE-Gelände in großen Wasserbassins

gehalten. Nach dem Isolieren eines Tieres von der Gruppe wurde es mit einem Kescher gefan-

gen und aus dem Bassin in eine kleinere Plastikwanne umgesetzt. In der Plastikwanne befand

sich die Tricain-Lösung, die der Frosch per Diffusion über die Haut in den Körper aufnahm.

Nach ca. 2 Minuten trat bereits eine deutliche Reduktion der Bewegung des Frosches ein und

nach ca. 7-10 Minuten war das Tier komplett narkotisiert. War das Tier vollständig narkotisiert,

waren Umdrehreflex (Umdrehen aus der Rückenlage zurück auf den Bauch) und Reaktion auf

Kneifen in die Zehen des Frosches ausgeschaltet. Anschließend konnte der Frosch für die Oo-

zytenentnahme vorbereitet werden.

Der Frosch wurde mit dem Rücken auf eine Korkunterlage gelegt und die Extremitäten vom

Rumpf weggestreckt. Mit einem Skalpell wurde ein ca. 1,5 cm langer Schnitt paramedian im

Bereich des unteren Abdomens, wo sich der Ovarsack des Frosches befindet, gesetzt. Die Haut

und die Faszie wurden eröffnet und mit einer Pinzette wurde der Ovarsack aus der Bauchhöhle

gezogen. Nach Entnahme der Oozyten wurde der übrige Ovarsack in die Bauchhöhle reponiert

und Faszie und Haut wurden separat mit Einzelknopfnähten verschlossen. Die entnommenen

Oozyten wurden zum ersten Reinigen in eine Petri-Schale mit OR1-Lösung gegeben. Danach

wurden die Oozyten in neue frische OR1-Lösung in einem 50 ml Falcon umgesetzt und wa-

ren transportbereit. Der vernähte Frosch wurde in eine Plastikwanne mit sauberem kaltem

Leitungswasser gelegt und verblieb dort bis er das Bewusstsein wiedererlangte. Jeder Frosch

kann bis zu 3-4 mal operiert werden, danach sind die Frösche nicht mehr geeignet.

Anschließend wurden die Oozyten einem enzymatischen Verdau unterzogen. Dabei wurde

durch eine Kollagenase-Lösung das die Oozyten umgebende Gewebe entfernt. Die Oozyten
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wurden für 5 Stunden in dieser Kollagenase-Lösung auf einem Schüttler bei Raumtemperatur

inkubiert. Nach Ablauf der 5h wurde der Verdau gestoppt. Die Oozyten sanken ab, der Über-

stand wurde weggegossen und mit OR1-Lösung erneut aufgefüllt. Dieses Dekantieren wurde

4-5 Mal wiederholt, bis annähernd alle Gewebereste weggespült waren und die zurückgeblie-

benen Oozyten dem Reifestadium IV-VI entsprachen. Für die heterologe Expression werden

Xenopus-Oozyten des Reifestadiums V verwendet, in dem sich die Oozyte in einem Ruhezu-

stand vor der Entwicklung zur laichfähigen Oozyte (StadiumVI) befindet (Stadien I-VI nach

(Dumont, 1972).

Anschließend wurden die Oozyten in ein neues Petri-Schälchen mit frischer OR1-Lösung gege-

ben und im Kühlschrank bei 7°C aufbewahrt. Erst am darauffolgenden Tag waren die Oozyten

bereit zur Injektion.

2.1.3 RNA-Injektion

Verwendete Materialien und Geräte:

· Glaskapillaren (Injector Glass, Replacement)

· Glaskapillaren zum Aufnehmen der RNA (Science Products, Hofheim)

· Mineralöl (Sigma Aldrich)

· RNAse Away (Molecular BioProducts, San Diego, USA)

· Vertikales Kanülenziehgerät (Getaa, München)

· Ofen (Heraeus, Deutschland)

· Binokular (Zeiss, Jena)

· Mikromanipulator (Märzhäuser, Wetzlar)

Die Konzentration der jeweiligen gewonnenen RNA betrug:

· SNX3 = 12,0 µg/µl

· HCN1= 9,6 µg/µl

· TRIP8b= 11,6 µg/µl

· EGFP= 5,9 µg/µl
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Es wurden für jeden Injektionsvorgang 6 unterschiedliche RNA-Kombinationsreihen nach fol-

gendem Schema angefertigt:

Schema RNA-Kombinationsreihen

1 HCN1 (0,5µg/µl) EGFP (0,2 µg/µl) EGFP (0,2 µg/µl)
2 HCN1 (0,5µg/µl) SNX3 (0,2 µg/µl) EGFP (0,2 µg/µl)
3 HCN1 (0,5µg/µl) SNX3 (0,2 µg/µl) TRIP8b (0,2 µg/µl)
4 HCN1 (0,5µg/µl) EGFP (0,2 µg/µl) TRIP8b (0,2 µg/µl)
5 HCN1 (0,5µg/µl) SNX3 (1 µg/µl) EGFP (0,2 µg/µl)
6 HCN1 (0,5µg/µl) SNX3 (1 µg/µl) TRIP8b (0,2 µg/µl)

Tabelle 5: RNA-Kombinationsreihen

Für jede RNA wurde eine Stammlösung mit der dreifachen der eigentlich benötigten Konzen-

tration angefertigt, damit bei der späteren Zusammenstellung der jeweiligen Kombinationsrei-

hen jede RNA-Lösung die gleichen Anteile beinhaltete (dies bedeutete eine Verdünnung von

1:3). Die Konzentrationen betrugen 0,5 µg/µl (HCN1), 0,2 µg/µl (SNX3) und 0,2 µg/µl (EGFP).

Aus diesen Stammlösungen wurden für jede RNA-Kombinationsreihe 2 Aliquots à 6 µl herge-

stellt (2 µl von jeder RNA nach obigem Schema). Von diesen RNA-Lösungen wurden in jede

Oozyte 50 nl injiziert.

Die Injektionskanülen wurden aus Glaskapillaren (Borosilikatglas) gezogen, mit einem verti-

kalen Kanülenziehgerät bei einer Einstellung Hitze 9, Magnet 6. Unter diesen Einstellungen

hatten die Injektionskanülen Öffnungen von ca. 1 µm Durchmesser. Anschließend wurden die

Injektionskanülen unter einem Mikroskop kontrolliert gebrochen, sodass eine Öffnung von ca.

10 µm entstand. Sowohl Injektionskanülen als auch Glaskapillaren zum Aufnehmen der RNA

(ebenfalls aus Borosilikatglas) wurden in einem Ofen bei 200°C für 2h erhitzt, um Keim- und

RNAsefreiheit zu erreichen.

Nach dem Befüllen einer Injektionskanüle mit Mineralöl wurde diese in einen manuellen Mi-

kromanipulator gespannt. Das Mineralöl wird dabei durch den Metallkolben, der aus dem

Mikromanipulator fährt, ausgetrieben. Über ein Binokular wurde überprüft, ob die Kanüle fest

in den Mikromanipulator geschraubt wurde und kein Spiel vorhanden war. Die RNA wurde

mit einer Glaskapillare aufgesaugt und in die Injektionsvorrichtung gespannt. Die Injektions-

kanüle wurde an die Kapillare herangeführt und in der Öffnung versenkt. Anschließend wurde

die RNA in die Injektionskanüle gesaugt. Durch das Mineralöl entsteht zwischen ihm und der

wässrigen RNA-Lösung ein klares Interface, welches eine genaue Angabe über den Stand der

RNA-Lösung in der Injektionskanüle liefert und Lufteinschlüsse bei der Injektion verhindert.

Auch hier wird zur optischen Kontrolle das Binokular bei 40-facher Vergrößerung verwendet.
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Mit RNAse AWAY wurde der Arbeitsplatz RNAse frei gehalten.

Die Oozyten wurden zur Injektion aus der OR1-Lösung in ein Schälchen mit OR2-Lösung um-

gesetzt. Mit einer Glaspipette wurden ca. 25 Oozyten aus dem Schälchen genommen und in die

Injektionskammer umgesetzt. Die mit RNA-Lösung befüllte Injektionskanüle wurde mithilfe

des Mikromanipulators an die Oozyte herangeführt und dann in sie eingestochen. Bei Aus-

lösung der Injektion bewegt der Kolben aus dem Mikromanipulator sich drehend vorwärts,

sodass immer eine genau definierte konstante Menge RNA-Lösung von 50 nl in die Oozyte

injiziert wurde. Die injizierten Oozyten wurden mit der Glaspipette aus der Injektionskammer

genommen und in eine neue Schale mit OR1-Lösung umgesetzt. In dieser Lösung wurden die

Oozyten bei 17°C in einem Inkubationsschrank gehalten und waren bereit, um gemessen zu

werden.

Die RNA-Injektion musste unter RNAse-freien Bedingungen erfolgen, um die RNA vor enzy-

matischer Zerstörung zu schützen. Neben dem Sterilisieren durch Hitze wurde zusätzlich noch

mit RNAse AWAY gearbeitet.

2.1.4 Western Blot und SDS-Page

Verwendete Materialien und Geräte:

· Nitrocellulosemembran (BA85 Protran, Whatman)

· Chemilumineszenzkamera (Fusion SL2, Vilber Lourmat, Eberhardzell)

· Software (Fusion-CAPT)

Verwendete Lösungen und Chemikalien:

Stoff Menge

Blocking Reagent 5 g
DIG-I Puffer 100 ml

Tabelle 6: 5% Blockinglösung (Blocking Reagent, Roche)

23



Stoff Menge

H2O 8 ml
30% AA 6,6 ml

1,5 M TRIS pH 8,8 5 ml
10% SDS 200 µl
10% APS 200 µl
TEMED 8 µl

Tabelle 7: Trenngel (10% für 50-100 kDa)

Stoff Menge

H2O 5,5 ml
30% AA 1,7 ml

0,5 M TRIS pH 6,8 2,5 ml
10% SDS 100 µl

BPB 100 µl
10% APS 100 µl
TEMED 8 µl

Tabelle 8: Sammelgel

Stoff Menge

PBS-T ad 100 ml
Magermilchpulver 5 g

Tabelle 9: Milchpulver/PBS-T (5% m/v)

· Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche, Penzberg)

· PBS

· 1,2% Triton X-100

· EDTA Ethanol 96%

· Marker (Pageruler Plus prestained Protein Ladder, Thermo Scientific)

· Ponceau-Rot (0,1% in 5% Essigsäure, Sigma)

· Rabbit anti SNX3 (abcam, ab56078)

· Donkey anti rabbit IgG horseradish peroxidase linked (Thermo Scientific)

· Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific)
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Lysatherstellung für Western Blot

Die mit RNA injizierten Oozyten wurden am dritten Tag nach Injektion für den Western Blot

lysiert. Dazu wurde eine Mischung von Proteaseinhibitoren nach Herstellerangaben mit Com-

plete Protease Inhibitor Cocktail Tablets und ein Puffer-Mix aus PBS, 1,2% Triton X-100 und 5

mM EDTA angefertigt. Aus diesen beiden Ansätzen wurden 1ml Aliquots, bestehend aus 960

µl Puffer-Mix und 40 µl Pi-Mix, zusammengestellt.

Die Oozyten wurden in 1,5 ml Eppendorf Tubes umgesetzt und auf Eis gelagert. Die OR1-

Lösung wurde abgenommen. Pro 10 Oozyten wurden 200 µl Lysepuffer zugegeben und für

5 min inkubiert. Anschließend wurden die Oozyten mit einer 200 µl-Pipette durch mehrmali-

ges Auf- und Abpipettieren homogenisiert. Nach kurzer Ruhepause wurde der Vorgang wie-

derholt und das Lysat dann für 10 min auf Eis inkubiert. Die Proben wurden bei 14.000 rpm

und 4°C für 15 min zum Sedimentieren der Zelltrümmer zentrifugiert. Die obere durchsichtige

Phase wurde vorsichtig abgenommen und in neue Reaktionsgefäße transferiert. Dabei sollte

ein erneutes Aufwirbeln des Pellets vermieden werden und, soweit möglich, die an der Ober-

fläche befindliche weiße ölige Phase nicht mit abpipettiert werden. Zur Lagerung wurde das

Oozytenlysat bei -80°C eingefroren.

Gel-Herstellung

Die Gel-Herstellung und das Blotting wurden freundlicherweise von Wiebke Wilkars über-

nommen.

Zur Herstellung der Polyacrylamidgele wurde das System von BioRad verwendet, welches

Glasplatten mit Spacern für 0,75 mm dicke Gele, sowie Kämme und Gelgießstände beinhaltet.

Die mit Ethanol gereinigten Glasplatten wurden mit Spacern in den Gelgießstand eingespannt

und das Trenngel zwischen die Platten gegossen. Das Trenngel wurde entsprechend der Zu-

sammensetzung in Tabelle 7 hergestellt und nach dem Gießen mit Wasser überschichtet, um

eine glatte Oberfläche zu schaffen. Nach dem Auspolymerisieren wurde das Wasser dekantiert

und das Trenngel mit dem Sammelgel überschichtet, in welches der Kamm für die Ausfor-

mung der Probentaschen eingesetzt wurde. Die Zusammensetzung des Sammelgels ist Tabelle

8 zu entnehmen.
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SDS-PAGE

Die SDS-PAGE wird zur Analyse von Proteinen verwendet. Als Trennmedium bei dieser Art

der Elektrophorese dient ein diskontinuierliches Gel auf Polyacrylamidbasis mit SDS (Natri-

umdodecylsulfat). Dieses anionische Tensid überdeckt die Eigenladungen von Proteinen, so-

dass die Proteine eine konstante negative Ladungsverteilung aufweisen. Die negativen Ladun-

gen des SDS führen zu einer gegenseitigen Abstoßung, was zusammen mit der Denaturierung

durch Aufkochen zu einer Linearisierung der Proteine führt. Dies erlaubt eine Auftrennung

nach der Kettenlänge, proportional zur Molekülmasse, denn die längeren Proteine werden im

Gel stärker zurückgehalten als kürzere Proteine.

Das am häufigsten verwendete SDS-Gelelektrophoresesystem ist das diskontinuierliche

Lämmli-System mit Tris-Glycin-Puffern: Ein Sammelgel überschichtet ein Trenngel. Der Vor-

teil dieser Methode liegt in der höheren Trennschärfe und besseren Nachweisempfindlichkeit.

Sie beruht auf der Diskontinuität der Gelstruktur und der unterschiedlichen Pufferzusammen-

setzung im Sammel- und im Trenngel. Das Sammelgel ist ein schwächer konzentriertes, groß-

poriges Gel und dient, wie der Name schon sagt, zum “Sammeln“ der gesamten aufgetragenen

Proben, um allen Probenmolekülen denselben “Startpunkt“ für die Trennung zu ermöglichen.

Das Trenngel ist so engporig und hat einen höheren pH-Wert, sodass ein Siebeffekt eintritt und

die Komponenten der Probe der Größe nach aufgetrennt werden.

Die Proben wurden mit 5-fach Lämmlipuffer versetzt und zur Denaturierung der Proteine 10

Minuten auf 95°C erhitzt und dann kurz auf Eis gestellt. Das Gel wurde in der Elektrophorese-

kammer mit Lämmli-Laufpuffer überschichtet und die Proben aufgetragen. Die Volumina der

Proben betrugen 10 µl und 20 µl und wurden nach folgendem Schema in die Taschen einge-

bracht:

Abbildung 7: Gelauftragungsschema

1 = HCN1; 2 = HCN1 + SNX3 (0,2 µg/µl); 3 = HCN1 + SNX3 (1 µg/µl); M = Marker.
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Die Auftrennung der Proteine erfolgte konstant bei 180 V. Als Größenstandard diente die Pa-

geRuler Plus Prestained Protein Ladder.

Im Anschluss an die SDS-PAGE wurde das Gel für einen Immunblot (Westernblot) verwendet.

Immunblot (Westernblot)

Der Western Blot ist eine Methode, bei der elektrophoretisch aufgetrennte Proteine aus einem

Trenngel auf einen geeigneten Träger, hier Nitrocellulose, übertragen werden. Diese Übertra-

gung ist das eigentliche "Blotting“. Hierbei wird eine Kopie des Gels produziert, wobei die

Proteine auf dem Filter immobilisiert werden. Die Bindung der Makromoleküle an Nitrocellu-

lose erfolgt über hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoff-Brücken. Das ursprünglich

im Gel erhaltene Trennmuster der Protein-Moleküle bleibt nach der Übertragung erhalten, so-

dass man eine exakte Kopie des ursprünglichen Gels erhält. Durch die Übertragung auf die

Membran sind die Proteine für andere Reagenzien zur Proteinanalyse zugänglich.

Der Transfer des Proteins auf die Membran erfolgt durch das Anlegen einer Spannung hier im

halbtrockenen Blotverfahren (Semi-Dry-Blot), bei dem der Transfer über lediglich puffergesät-

tigte Filterpapiere erfolgt. Die Nitrocellulosemembran wird auf das Proteingel gelegt und zwi-

schen mehreren Lagen saugfähigen, feuchten Papiers und Schaumstoff gelagert. Die Spannung

wird so angelegt, dass die negativ geladenen Proteine vom Gel auf die Membran wandern. Der

Semi-Dry-Blot hat den Vorteil, dass der Transfer gleichmäßig über das ganze Gel erfolgt und

nur geringe Mengen an Blotpuffer benötigt werden. Beim Zusammenstellen des Blots ist dar-

auf zu achten, dass alle Teile gut mit Blotpuffer getränkt sind und Blasenfreiheit gewährleistet

ist.

Die Proteine wurden aus dem Polyacrylamidgel in der “Blotting“-Kammer zwischen zwei

Elektroden auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Die Bindung der Proteine auf der

Membran ließ sich durch Anfärbung mit dem sauren Farbstoff Ponceau-Rot überprüfen. Für

die Inkubation und die Entwicklung des Western Blots wurde nach dem Blotten die Nitrocel-

lulosemembran für mindestens 1h bei Raumtemperatur in 5% Milchpulver/PBS-T zum Absät-

tigen freier Bindungsstellen auf der Membran inkubiert.

Der Primärantikörper gegen SNX3 (polyklonaler Kaninchen-anti-SNX3) wurde in

Milchpulver/PBS-T 1:500 verdünnt und die Nitrocellulosemembran darin über Nacht

bei 4°C inkubiert. Anschließend erfolgte zum Entfernen ungebundener Antikörper dreimali-
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ges Waschen mit PBS-T, jeweils für 5-10 Minuten. Der Sekundärantikörper (anti-Kaninchen

IgG, aus Ziege, gekoppelt an Meerrettich-Peroxidase) wurde in einer Konzentration von

1:5000 eingesetzt und die Membran darin für 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Danach

erfolgte erneutes dreimaliges Waschen mit PBS-T (wie oben). Der Blot wurde im Anschluss

zur Detektion des Antigen-Antikörper-Komplexes mit ECL-Reagenz inkubiert. Dabei reagiert

die HRP mit dem ECL-Reagenz. Durch die Umsetzung des Luminols und H2O2 entsteht

Licht. Dazu wurde das Reagenz auf die Membran pipettiert und für 1 Minute inkubiert. Das

emittierte Licht wurde von einer Chemilumineszenzkamera detektiert.

2.1.5 Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp

Die Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Technik wurde von Kenneth Cole und H.J. Curtis in den

1930er-Jahren entwickelt und in den 70er-Jahren von Kenneth Cole weiter verfeinert. Diese

Methode eignet sich sehr gut zur elektrophysiologischen Analyse von in Xenopus-Oozyten

exprimierten Kanälen.

Bei dieser Technik wird das Membranpotenzial der Oozyte durch zwei intrazelluläre Mikro-

elektroden kontrolliert. Die eine Elektrode misst das aktuelle Membranpotenzial, sie wird auch

als Spannungselektrode (Pel) bezeichnet. Die andere Elektrode injiziert entsprechend Strom,

um das gewünschte Potenzial aufrecht zu erhalten. Sie wird als Stromelektrode bezeichnet

(Cel).

2.1.6 Messstand und Versuchsdurchführung

Verwendete Materialien und Geräte:

· Mikromanipulator (Märzhäuser, Wetzlar)

· Binokular (Zeiss, Jena)

· Glaselektroden (Science Products, Hofheim)

· Vertikales Elektrodenziehgerät (Getaa, München)

· Ag/AgCl-Pellets als Badelektroden (World Precision Instruments)

· Hauptverstärker (TURBO TEC 10 CX, npi electronic, Tamm)

· AD/DA-Wandler (HEKA Elektronik, Lamprecht)
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· Software PULSE (HEKA, Elektronik)

Verwendete Lösungen und Chemikalien:

Stoff Molekulargewicht Konzentration / mM Menge / g/l Menge / g/20ml

KCl 74,55 3000 223,65 4,47

Tabelle 10: 3 M KCl-Lösung (Elektrodenlösung)

Es gibt keinen definierten pH-Wert für diese Lösung. Er befindet sich ungefähr bei dem pH von

destilliertem Wasser. Er wird aber nicht angegeben, da der Wert irrelevant für das Experiment

war, denn die Lösung gelangt nicht ins Zytoplasma.

Stoff Molekulargewicht Konzentration / mM Menge / g/l

NaCl 58,44 94 5,49
KCl 74,55 4 0,30

MgCl2 203,3 2 0,40
HEPES 238,3 10 2,38

Tabelle 11: HCN-Badlösung (nach Santoro et al., 2009)

Der pH-Wert wurde auf 7,5 eingestellt mit NaOH bzw. HCl. Die Badlösung wurde durch ste-

rile Filter gesogen und autoklaviert. Es wurden insgesamt 20 Liter Badlösung angefertigt und

verbraucht.

Messstand

Die Messapparatur für die Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Experimente war auf einer Me-

tallplatte auf einem Tisch aufgestellt. Die Elektrodenhalter waren an mechanischen manuellen

Mikromanipulatoren angebracht, die magnetisch an der Metallplatte befestigt waren. Zur op-

tischen Kontrolle wurde ein Binokular verwendet, welches über der Messkammer angebracht

war. Die Superfusion der Oozyten mit Messlösung erfolgte gravitationsgetrieben durch In-

fusionsschläuche. Eine Vakuumpumpe saugte die Messlösung aus der Messkammer ab. Die

Messapparatur wurde durch einen Faraday-Käfig von äußeren elektromagnetischen Feldern

abgeschirmt, um das Hintergrundrauschen und andere Artefakte so gering wie möglich zu

halten.

29



Versuchsdurchführung

Die Glaselektroden für die Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Technik wurden aus Borosilikat-

glas mit einem vertikalen Elektrodenziehgerät gezogen (Einstellung: Hitze 9, Magnet 6) und

anschließend unter einem Mikroskop gebrochen, sodass eine Öffnung von ca. 10 µm entstand.

Die derart präparierten Glaselektroden wurden mit 3M KCl-Lösung befüllt und in die Elek-

trodenhalter eingeführt. Die elektrische Verbindung zur Pipettenlösung wurde durch chlorier-

te Silberdrähte hergestellt. Mit den Mikromanipulatoren wurden beide Elektroden in die mit

Messlösung gefüllte Messkammer gesteuert. Bei dieser Öffnungsgröße beträgt der Widerstand

der Pipetten ca. 0,2-0,4 MΩ. Nach Kompensation der Offset-Potenziale wurden beide Elektro-

den nacheinander in die Oozyte gestochen. Als Badelektrode dienten Ag/AgCl-Pellets. Alle

elektrophysiologischen Messungen an Oozyten wurden bei Raumtemperatur (22-25°C) durch-

geführt und es wurde immer die Badlösung nach Santoro et al. (2009) als Messlösung benutzt.

Für die Oozytenmessungen wurden verschiedene Stimulationsprotokolle erstellt.

Testpulsprotokoll

Abbildung 8: Testpulsprotokoll

Zur Bestimmung des funktionellen Expressionsniveaus wurden Testpulse ausgelöst. Hierbei

wurde von einem Haltepotenzial von -30 mV ein Spannungssprung auf -105 mV durchgeführt.

Dieser wurde für 3 Sekunden gehalten. Danach erfolgte ein erneuter Spannungssprung auf 0

mV für 1 s. Dieser Testpuls wurde mit einer Pause von 3 Sekunden dreimal hintereinander

ausgeführt.
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Strom-Spannungs-Protokoll

Abbildung 9: Strom-Spannungs-Protokoll

Bei diesem Pulsprotokoll erfolgten, ausgehend von -30 mV, 14 Spannungspulse hintereinander.

Vm wurde für 300 ms gehalten, anschließend erfolgte ein Spannungssprung auf 5 mV, der für

3 s gehalten wurde, und ein erneuter Spannungssprung auf 0 mV für 1s. Die darauffolgenden

Spannungspulse sprangen in 10 mV-Inkrementen von +5 mV bis nach -125 mV und wurden

ebenfalls für 3 s gehalten.

Datenerfassung

Die Signale des Vorverstärkers wurden an den Hauptverstärker weitergeleitet. Als Schnittstelle

zum Computer diente ein LIH-1600 AD/DA-Wandler. Die Digitalisierung der Daten erfolgte

mit einer Aufnahmefrequenz von 1-3 kHz. Die Software PULSE diente zur Erfassung der Daten

und zur Kontrolle des Messverstärkers.

2.2 Das HEK293 - Expressionssystem

2.2.1 Verwendete Klone

Für die hier beschriebenen Experimente wurden folgende Klone verwendet:

· pEGFP-SNX3 in pEGFP-c2

· GW1-HCN1(pcr) in GW1

· P(XEGFP)-c1-TRIP8b-IsoA4 in p(XEGFP)-C1
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2.2.2 Zellkultur und Transfektion

Verwendete Materialien und Geräte:

· 35 mm² Zellkulturschalen (Nunc, Dänemark)

· 25 cm² Zellkulturflaschen (Nunc, Dänemark)

· Brutschrank (Heraus, Deutschland)

Verwendete Lösungen und Chemikalien:

· Nährmedium: MEM/NUT-MixF12 (Gibco,Invitrogen,Karlsruhe)

· Kälberserum (Biochrom,Berlin)

· 1%-PSG-Lösung (Invitrogen, Karlsruhe)

· Trypsin/EDTA (Gibco,Invitrogen,Karlsruhe)

· Fugene 6 (Roche,Penzberg)

· OPTI-MEM1 (Gibco,Invitrogen,Karlsruhe)

Die Zellen für diesen Versuchsteil stammen aus der Zelllinie HEK293 (Human Embryonic Kid-

ney) und wurden aus der Routinehaltung bezogen. Die Zellen wurden in 7 ml Nährmedium

in 25 cm² großen Zellkulturflaschen kultiviert. Als Nährmedium wurde MEM/NUT-Mix F12

verwendet. Dem wurde 10% (v/v) fetales Kälberserum und 1% (v/v) PSG-Lösung zugesetzt.

Die Zellen wurden im Brutschrank bei Standardbedingungen (37°C und 5% CO2) inkubiert.

Nach 2 Tagen erreichten die Zellen eine 80-100% Konfluenz. Bei dieser Konfluenz wurden die

Zellen nach Abnahme des Mediums mit 1-2 ml Trypsin/EDTA vom Boden des Kulturgefäßes

gelöst. Durch das Hinzufügen von 5 ml frischem Medium nach 2-5 Minuten wurde diese enzy-

matische Reaktion gestoppt. Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml-Röhrchen umgefüllt und

bei 1200 rpm für 2 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in frischem Medium resuspendiert und

die Zellkonzentration mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer bestimmt.

Für die fortlaufende Kultur wurden die Zellen gewöhnlich mit einer Dichte von 4 x 1044 Zel-

len/ml ausgesät und hatten nach 2 Tagen im Brutschrank eine ausreichende Dichte erreicht,

sodass sie erneut umgesetzt werden konnten. Am Tag vor der Transfektion wurden ca. 0,7 - 1,6
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x 1066 Zellen in 5 ml Wachstumsmedium DMEM/10% FCS in 35 mm Zellkulturschalen aus-

plattiert und über Nacht im Brutschrank inkubiert. Einen Tag nach dem Ausplattieren wurden

die Zellen transfiziert.

Transfektion

Die Transfektion wurde netterweise von PD Dr. Robert Bähring durchgeführt.

Das Einbringen von Fremd-DNA oder -RNA in eukaryotische Zellen wird als Transfektion be-

zeichnet. Auf diese Weise können Zellen dazu gebracht werden, ein bestimmtes Protein zu

exprimieren. Als Transfektionsreagenz für die HEK293-Zellen wurde Fugene 6 benutzt. Fuge-

ne ist ein Lipidgemisch, das keine Liposomen enthält. Fugene 6 bildet mit der DNA Komplexe

(detailliertere Informationen werden vom Hersteller geheim gehalten). Auf diese Weise findet

die Aufnahme der DNA in die Zelle statt. Der Vorteil von Fugene ist eine geringe Zytotoxizität

bei relativ guter Transfektionseffizienz. Die Menge des einzusetzenden Transfektionsreagenz

ist abhängig von der Zelldichte, der eingesetzten DNA-Menge und der Größe der Kulturschäl-

chen.

Für die Herstellung des Transfektionsansatzes wurde Fugene 6 auf dem Vortexer durchmischt

und auf Raumtemperatur gebracht. Dann wurde die DNA in 1,5 ml Reagenzgefäße vorbereitet.

Das Verhältnis von Fugene zu DNA sollte 3 : 1 (2 µl DNA : 6 µl Fugene) betragen. 200 µl OPTI-

MEM1 wurden in weitere Reaktionsgefäße pipettiert. Das Fugene wurde direkt ins Medium

gegeben und kurz gevortext. Nach einer Inkubation von 5 min bei Raumtemperatur wurde die

DNA aus den zuvor bereitgelegten Reagenzgefäßen hinzugefügt, erneut gevortext, kurz abzen-

trifugiert und nochmals für 15 - 45 min inkubiert. Danach wurde die Mischung tropfenweise zu

den Zellen pipettiert und für eine bessere Durchmischung wurden die Schalen vorsichtig ge-

schwenkt. Nach Ablauf der Inkubationszeit von 4h im Brutschrank (37°C, 5% CO2) wurde das

Medium gewechselt und die Zellen weiter im Brutschrank inkubiert. Die transfizierten Zellen

waren am darauffolgenden Tag bereit für elektrophysiologische Messungen.
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2.2.3 Die Patch-Clamp-Technik

· Verwendete Materialien und Geräte:

· Schwingungsgedämpfter Tisch (T250, Physik Instrumente, Waldborn)

· Inverses Mikroskop (Axiovert 135, Zeiss, Jena)

· Kapillaren (GB150T-8P, Science Products, Hofheim)

· Horizontales Pipettenziehgerät (DMZ-Puller, Zeitz, Augsburg)

· Ag/AgCl - Pellets als Badelektrode (World Precision Instruments, USA)

· Hauptverstärker (EPC9, HEKA Elektronik, Lambrecht)

· AD/DA-Wandler (HEKA Elektronik, Lambrecht)

· Software PULSE (HEKA Elektronik, Lambrecht)

Verwendete Lösungen und Chemikalien:

Stoff Molekulargewicht Konzentration / mM Menge / g/100ml (g/200ml)

NaCl 58,44 10 0,058 (0,117)
KCl 74,55 115 0,857 (1,715)

CaCl2 147,0 1 100 µl aus 1 M stock (200 µl)
MgCl2 203,3 1 100 µl aus 1 M stock (200 µl)
EGTA 380,4 11 0,418 (0,836)
HEPES 238,3 10 0,238 (0,476)

Saccharose 342,3 10 0,342 (0,684)

Tabelle 12: ic29 HCN

Der pH-Wert wurde mit 1 M KOH auf 7,2 eingestellt. Zusätzlich wurde 1 mM cAMP dazu

gegeben, welches den pH-Wert nicht veränderte. Es wurden sterile Filter benutzt und die Lö-

sung im Kühlschrank bei 4°C aufbewahrt. Für die Messungen wurden immer 10 ml aus der

Stock-Lösung genommen und hinzugefügt.

Stoff Molekulargewicht Konzentration / mM Menge / g/2l (g/5l)

NaCl 58,44 10 12,857 (32,124)
KCl 74,55 115 4,476 (11,19)

CaCl2* 2H2O 147,0 2 0,588 (1,47)
MgCl2* 6H2O 203,3 2 0,813 (2,033)

HEPES 238,3 5 2,383 (5,958)
Saccharose 342,3 10 6,846 (17,115)

Tabelle 13: ec29 HCN
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Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,4 eingestellt und die Lösung über sterile Filter in autokla-

vierte Flaschen abgefüllt.

Die Patch-Clamp-Technik wurde ursprünglich entwickelt, um die Aktivität einzelner Ionen-

kanäle in biologischen Membranen darzustellen. Damit kann man den Strom durch einzelne

Ionenkanäle in der Zellmembran messen. Sie wurde erstmals von Erwin Neher und Bert Sak-

mann beschrieben (Neher und Sakmann, 1976) und baut auf der Technik der Spannungsklem-

me (Voltage-Clamp) auf, die in den 1930er Jahren von Kenneth Cole und H.J. Curtis zur Mes-

sung von Strömen an intakten Nervenzellen entwickelt wurde auf. Durch diese Technik war es

erstmals möglich, Ströme im pA-Bereich zu messen. Ströme in dieser kleinen Größenordnung

können sehr leicht verzerrt werden, deswegen ist es unabdinglich, das Hintergrundrauschen

des Messapparates so klein wie möglich zu halten.

So ist für die Patch-Clamp-Technik ein enger Kontakt zwischen der Zellmembran und der mit

Elektrolytlösung gefüllten Glaskapillare essentiell, sie bilden den sogenannten “seal“ (dt.: Ver-

siegelung).

Je dichter der “seal” ist, desto geringer sind die Leckströme, die ein Rauschen der Mes-

sung verursachen. Idealerweise sollte ein Giga-seal (Numberger und Draguhn, 1996) erzielt

werden, welcher einem hochohmigen Widerstand im Bereich der Kontaktstellte entspricht.

Nach der Bildung eines solchen Giga-seals befindet sich das Präparat in der “cell-attached“-

Konfiguration.
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Abbildung 10: Schematisches Schaltbild der Patch-Clamp-Technik.

Cm: Membrankapazität; Upip: Pipettenspannung; Usoll: Kommando-Spannung; Uaus: Ausgangsspan-
nung; R f : Rückkopplungswiderstand; Rs: Serienwiderstand; Rm: Membranwiderstand. [Quelle: patch-
clamp.info/.../patch-clamp%20scheme.gif, Numberger und Draghun, 1996].

Jetzt können Ableitungen einzelner Ionenkanäle innerhalb der Pipettenöffnung gemacht wer-

den. Durch einen erzeugten Unterdruck wird das Membranstück (patch) unterhalb der Öff-

nung der Pipette aus der Zellmembran herausgerissen. In der nun vorliegenden Ganz-Zell-

(“whole-cell“)-Konfiguration ist es möglich, den Strom durch die gesamte Zellmembran zu

erfassen. Es existiert eine Verbindung zwischen dem Inneren der Zelle und der Pipette, sodass

innerhalb ganz kurzer Zeit das Zytoplasma der Zelle durch die Elektrolytlösung aus der Pi-

pette ersetzt wird. Dadurch wird eine klar definierte Ionen-Zusammensetzung des Zellineren

erreicht und Messungen unter genau definierten Ionenbedingungen sind möglich (Abb. 10).

Die in der Ganz-Zell-Konfiguration abgeleiteten Ströme repräsentieren die Gesamtheit aller

Ionenkanäle einer Zelle (Abb. 11).
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Abbildung 11: Schematische Darstellung des Unterschieds zwischen der Cell-attached- und
Whole-Cell-Konfiguration.

[Quelle: http://www2.massgeneral.org/anesthesia/research_pain/forman_images/patch2.gif]

Bei der Patch-Clamp-Technik ist es möglich, das Membranpotenzial (Vm) konstant auf einen

vorgegebenen Wert (Vsoll) zu klemmen. Um die Kommando-Spannung halten zu können,

muss ein Kompensationsstrom injiziert werden. Dieser Strom entspricht dem Ionenstrom, der

zur Differenz zwischen dem Membranpotenzial der Zelle (Vm) und dem Kommandopotenzi-

al (Vsoll) führt. Um dieses mit nur einer Pipettenelektrode zu erreichen, wird ein sogenannter

Strom-Spannungswandler eingesetzt. Dieser besteht aus einem Operationsverstärker (OPA),

der die beiden Eingangssignale Vsoll(+) und Vm(-) misst und miteinander vergleicht. Bei je-

der Differenz zwischen Vm und Vsoll generiert der OPA eine Spannung, die proportional zur

Differenz zwischen Vm und Vsoll ist, allerdings extrem verstärkt. Der Spannungsabfall über

den Rückkopplungswiderstand R f führt dann zur Injektion des Stroms in die Zelle. Die Span-

nungsdifferenz zwischen Vsoll und der Ausgangsspannung am OPA, die proportional zum inji-

zierten Strom ist, wird gemessen und kann mit einem von R f abhängigen Kalibrierungsfaktor

in den Kontrollstrom umgerechnet werden.

2.2.4 Messstand und Versuchsdurchführung

Messstand

Eine wichtige Voraussetzung für den Erfolg der hochempfindlichen Patch-Clamp-Messungen

ist ein erschütterungsfreier Messplatz. Dafür war die Messapparatur auf einem schwingungs-

gedämpften Tisch gelagert. Um das Hintergrundrauschen und eventuelle 50 Hz Wechselstrom-

schwingungen bei den Messungen zu minimieren, war der Messstand durch einen Faraday-

Käfig gegenüber äußeren elektromagnetischen Feldern abgeschirmt. Zur kontrollierten und

37



gerichteten Steuerung zum Heranfahren der Patchpipette an die Zelle wurde ein elektrischer

Mikromanipulator verwendet, und die visuelle Kontrolle wurde anhand eines inversen Mikro-

skops mit bis zu 400-facher Vergrößerung und Phasenkontrastoptik durchgeführt. Mit einer

Hg-UV-Lampe konnte das als Transfektionsmarker eingesetzte EGFP in den Zellen detektiert

werden. Die Messungen wurden in 3,5 cm Zellkulturschälchen durchgeführt, welche direkt auf

dem Objekttisch des Mikroskops in eine vorgesehene Halterung eingelassen wurden. Die Su-

perfusion der HEK293-Zellen mit der Messlösung erfolgte gravitationsgetrieben und die Mess-

lösung wurde durch eine Vakuumpumpe abgesaugt.

Versuchsdurchführung

Zuerst wurden Kapillaren aus Borosilikatglas (GB150T-8P, Science Products, Hofheim) mithil-

fe eines horizontalen Pipettenziehgeräts (DMZ-Puller, Zeitz, Augsburg) so dünn ausgezogen,

dass eine Öffnung von ca. 1µm entstand (Abb. 12).

Abbildung 12: Patch-Pipette mit einem Öffnungsdurchmesser von ca. 1,5 µm.

Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme. Durch kurzes Abglühen wird die Öffnung geglättet. [Quelle:
http://upload.wikipedia.org/wikipedia/commons/8/89/Patch-pipette.jpg]

Bei diesem Öffnungsdurchmesser lag der Widerstand zwischen Pipette und Messlösung bei ca.

2-3 MΩ. Die Pipetten wurden mit filtrierter Intrazellularlösung befüllt und unmittelbar danach

in einen Pipettenhalter eingesetzt, welcher direkt am Vorverstärker befestigt war. Über eine

Öffnung am Pipettenhalter konnte mittels eines Schlauchs Über- bzw. Unterdruck an die Pi-

pette angelegt werden. Im Pipettenhalter steckte ein chlorierter Silberdraht, der die elektrische

Verbindung zwischen Pipettenlösung und Verstärker herstellte. Als Referenz- bzw. Badelek-

trode diente ein Ag/AgCl-Pellet. Aus dem Zellkulturschälchen wurde eine Zelle ausgesucht,

die sich für die Messungen eignete. Mittels des motorisierten Mikromanipulators und dem

Mikroskop wurde die Patchpipette an die Zelloberfläche herangefahren, sodass ein Giga-seal
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etabliert werden konnte. Durch das Anlegen eines Unterdrucks wurde dann die Zelloberflä-

che aufgebrochen und es konnte die Messung in der whole-cell-Konfiguration erfolgen. Al-

le elektrophysiologischen Messungen an HEK-Zellen wurden bei Raumtemperatur (22-25°C)

durchgeführt.

Datenerfassung

Die vom OPA gemessenen Signale wurden an den Hauptverstärker weitergeleitet. Die Digi-

talisierung des analogen Signals des Hauptverstärkers und die Einspeisung der Messdaten in

den Computer erfolgte über einen ITC16 AD/DA-Wandler. Die Aufnahmefrequenz der Digi-

talisierung betrug 1-20 kHz. Für die Datenerfassung, Programmierung der Pulsprotokolle und

für die Steuerung des Verstärkers wurde das Softwareprogramm PULSE benutzt. Die Kompen-

sation der kapazitiven Ströme erfolgte on-line. Serienwiderstände waren kleiner als 6 MΩ und

wurden durch den Messverstärker maximal kompensiert (85-95%).

2.3 Datenauswertung und Statistik

Für die Auswertung der Daten und die statistische Analyse wurden PULSEFIT und Kalei-

daGraph verwendet. Für die Korrelationsanalyse nach Pearson wurde das Programm Prism

verwendet. Die Mittelwerte sind immer mit SEM (Standard Error of the Mean) angegeben.

Signifikanzen wurden mit ANOVA (Analysis Of Variance) ermittelt. Zur Bestimmung des Ex-

pressionsniveaus wurde die maximale Amplitude der Stromantwort auf den Testpuls heran-

gezogen. Das Testpulsprotokoll umfasste drei aufeinanderfolgende Pulse, die jeweils ab einem

Membranpotenzial von -30 mV einen Spannungssprung auf -105 mV durchführten und diese

Spannung für 3 s hielten.

Die Aktivierungskinetik wurde durch Anpassen (“Fitten“) der initialen Phase der Stromant-

worten mit einer einfach-exponentiellen (τ) oder einer doppelt-exponentiellen Funktion (τ1

und τ2) charakterisiert.

Einfach-exponentielle Funktion: I(t) = Imax* e
t
τ

Doppelt-exponentielle Funktion: I(t) = A1* e
t

τ1 + A2*e
t

τ2

Hierbei stellen A die Amplitude und τ1 bzw. τ2 die schnelle und langsame Zeitkonstante

der Aktivierung dar. Zur Bestimmung der spannungsabhängigen Aktivierungskurven und
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des Potenzials der halbmaximalen Aktivierung V1/2 wurden die Endströme (“Tail-Ströme“),

die sofort nach der Restaktivierung bei –105 mV (siehe Pfeil Abb. 15A) gemessen wurden,

auf die maximale Tail-Stromamplitude Imax der Zelle normalisiert und graphisch als Funktion

des vorangegangenen Testpotenzials aufgetragen. Die Kurven wurden anschließend mit einer

Boltzmann-Funktion gefittet:

Boltzmann-Funktion: I
Imax

( G
Gmax

) = 1
1−e(Vm−V1/2)/k

Durch das Anlegen der Boltzmann-Funktion ergaben sich die Werte für V1/2, das Potenzial der

halbmaximalen Aktivierung und k, den Steigungsfaktor der Kurve. Vm ist das Membranpoten-

zial.

Entsprechende Daten aus HEK293-Zellen wurden, wegen der kleinen Tail-Stromamplituden,

anders ausgewertet: Mit den Maximal (“Peak“)-Amplituden des Einwärtsstroms (Imax), dem

Testpotenzial (Vm) und dem Umkehrpotenzial (Ek) wurde die Leitfähigkeit G berechnet.

G = Imax
Vm−Ek

Nachdem die berechneten Werte für die Leitfähigkeit auf die maximale Leitfähigkeit (Gmax)

normalisiert wurden, erfolgte die Anpassung einer Boltzmann-Funktion (siehe oben). Für die

Analyse der Deaktivierungskinetik der makroskopischen Ströme wurden die im Testpuls bei

-105 mV ausgelösten Tail-Ströme verwendet. Es wurde eine einfache Exponentialfunktion an

die Tail-Ströme angelegt und die Deaktivierungszeitkonstante τdeact ermittelt (siehe oben).
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3 Ergebnisse

3.1 Elektrophysiologische Untersuchungen an Xenopus-Oozyten

3.1.1 Funktionelle Expression von HCN1 in Xenopus-Oozyten

Abbildung 13: HCN1-Strom über Oozytenmembran durch Testpulsprotokoll (s. 3.3.3).

Die HCN1-Kanäle aktivieren bei Hyperpolarisation und deaktivieren bei weniger negativen Spannungs-
werten (Depolarisation). Gemessen wurde die Tail-Stromamplitude (rot markiert), die bei dem Span-
nungssprung von -105 mV auf 0 mV entstanden ist.

Nach der RNA-Injektion und anschließender Inkubation wurden die Oozyten am 1. Tag, 2.

Tag und 3. Tag mit dem Testpuls- und iv-Protokoll gemessen. Bei heterologer Expression von

HCN1-cRNA in Oozyten sah man bei negativen Spannungssprüngen von -30 mV auf -105 mV

Einwärtsströme, die nicht inaktivierten (Abb. 13). Es war die charakteristische sigmoide, zeitab-

hängige Aktivierung der HCN1-Kanäle zu beobachten. Nach etwa 1000 ms erreichte der Strom

seinen Gleichgewichtswert. Wurden die Oozyten depolarisiert, durch einen Spannungssprung

von -105 mV wieder zurück auf 0 mV, beobachtete man einen transienten Auswärtsstrom,

den sogenannten “Tail“-Strom. Dieser erreichte mehr oder weniger instantan ein Maximum,

um dann auf einen konstanten Wert abzufallen. Dieser Abfall spiegelt die Deaktivierung der

HCN1-Kanäle wider. Bei den Aktivierungspulsen wurden auch instantane Stromkomponenten

sichtbar.
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Dazu gehörten die kapazitiven Transienten und der Leckstrom. Erstere entstehen durch das

Laden der Kapazität der Zellmembran. Der Leckstrom wurde bei der Auswertung von der

maximalen Tail-Stromamplitude abgezogen (Abb. 13).

Es wurde beobachtet, dass die Amplituden der Ströme umso mehr differieren, je mehr Tage

nach der Injektion vergangen waren (Abb. 14). Am ersten Tag nach der Injektion lag die mitt-

lere Tail-Stromamplitude für HCN1 bei 0,25 ±0,05 µA (n=24) und am zweiten Tag nach der

Injektion bei 0,48 ±0,05 µA (n=24). Am dritten Tag nach der Injektion lagen die gemessenen

Amplituden bei 0,64 ±0,05 µA (n=47) (Abb. 14). Zwischen dem ersten und zweiten Tag hatte

somit ein Stromamplitudenzuwachs von 96% stattgefunden, eine annähernde Verdoppelung

der Amplitude vom 1. Tag nach Injektion.

Zwischen dem zweiten und dritten Tag betrug der Zuwachs der Stromamplitude nur noch

67%. Messungen am vierten Tag ergaben einen noch geringeren Zuwachs, weswegen die

Hauptmessungen auf den dritten Tag gelegt wurden.

Des Weiteren war eine Vergrößerung der Tail-Stromamplitude bei negativeren Pulsen zu er-

kennen (Abb. 15A). Mit zunehmender Hyperpolarisation der Zellmembran war auch eine Zu-

nahme der Amplitude des durch Kationen getragenen Einwärtsstroms zu erkennen. Bei Test-

potenzialen von 0 bis -40 mV waren nur ca. 5% aller Kanäle aktiviert, die Hälfte aller Kanäle

waren bei einem Potenzial von -62,7 ±0,38 mV (n=46) und nahezu alle Kanäle waren bei einem

Potenzial von -120 mV und negativer aktiviert (Abb. 15B).

Der “slope factor“ k und die halbmaximale Aktivierung V1/2 für HCN1-Kanäle betrugen k=

8,2 ±0,09 mV (n=46) und V1/2 = -62,7 ±0,38 mV (n=46) (Abb. 16E und 16F).

3.1.2 Physiologie des H-Stroms nach Co-Expression von HCN1 mit SNX3 und TRIP8b

Die Oozyten wurden mit verschiedenen RNA-Kombinationen injiziert. Die Co-Expression von

HCN1 mit SNX3, von HCN1 mit TRIP8b, sowie von HCN1 mit TRIP8b und SNX3 wurde un-

tersucht. So konnte ermittelt werden, ob SNX3 allein auf HCN1 Auswirkungen hat oder aber

in Kombination mit TRIP8b. Folgende Parameter wurden dabei untersucht:
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Amplitude

Die Oozyten wurden am ersten, zweiten und dritten Tag nach ihrer Injektion gemessen. Dabei

wurde festgestellt, dass die Co-Expression von SNX3 keinen Einfluss auf die Expression von

HCN1-Kanälen hatte (Abb. 14A und 14B). Der Einwärtsstrom und die Tail-Stromamplitude

veränderten sich nicht.

Die Tail-Ströme der HCN1-Kanäle, mit SNX3 (1. Tag=0,20 ±0,04 µA, 2. Tag=0,48 ±0,06 µA,

3.Tag=0,64 ±0,05 µA, n=47) oder ohne SNX3 (1. Tag=0,25 ±0,05 µA, 2. Tag=0,48 ±0,05 µA,

3. Tag=0,64 ±0,05 µA , n=47, P=0,9278) gemessen, waren an jedem Messtag nahezu identisch

(Abb. 14E). Auch hatte die Co-Expression von SNX3 mit HCN1-Kanälen keine Auswirkungen

auf den Zuwachs der Tail-Ströme über die drei Tage. Es lag die Vermutung nahe, dass SNX3

möglicherweise die Expression von HCN1-Kanälen nicht alleine modulieren kann, sondern

dabei die Hilfe anderer Bindungspartner, zum Beispiel TRIP8b benötigt. Auf diese Fragestel-

lung hin wurden HCN1-Kanäle zunächst mit TRIP8b (1a-4) co-exprimiert. Die Expression der

HCN1-Kanäle wurde siginifikant durch die Co-Expression von TRIP8b verändert (Abb. 14C

und 14E). Der Einwärtsstrom war langsamer und die Tail-Ströme deutlich größer und betru-

gen am 1. Tag 0,44 ±0,06 µA, am 2. Tag 1,4 ±0,12 µA und am 3. Tag 2,6 ±0,15 µA (n=47, P <

0,0001).

Die Effekte der TRIP8b Isoform 1a-4 auf HCN1-Kanäle wurden bereits publiziert (Lewis et al.,

2009; Santoro et al., 2009; Zolles et al., 2009). TRIP8b, ein C-terminaler Bindungspartner von

HCN1-Kanälen, kann je nach Isoform stimulierend oder reduzierend auf die Oberflächenex-

pression von HCN1-Kanälen wirken, die Spannung der halbmaximalen Aktivierung zu nega-

tiveren Werten verschieben und die Aktivierungskinetik der Kanäle beeinflussen. Diese bereits

publizierten TRIP8b-Effekte konnten in dieser Arbeit reproduziert werden und wurden nun

weitergehend nach Co-Expression von SNX3 untersucht.

In einem weiteren Experiment wurde dazu SNX3 mit HCN1 und TRIP8b co-exprimiert. Die

Hypothese einer synergistischen Beeinflussung der HCN1-Kanäle durch TRIP8b und SNX3

sollte auf diese Weise untersucht werden (Abb. 14D). Die Co-Expression von SNX3 zeigte

jedoch keine zusätzlichen, neu aufgetretenen Effekte zu den bereits beschriebenen TRIP8b-

Effekten. Die mittlere Tail-Stromamplitude betrug am 1. Tag 0,42 ±0,08 µA, am 2. Tag 1,37

±0,16 µA und am 3.Tag 2,7 ±0,17 µA (n=47, P=0,0010). Im Expressionsprofil (Abb. 14E) war

eindeutig der TRIP8b-Effekt zu erkennen, aber keine weiteren Veränderungen in der Expressi-

on der HCN1-Kanäle mit SNX3 in An- oder Abwesenheit von TRIP8b.
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Abbildung 14: Darstellung der Tail-Stromamplituden.

A-D: Testpulsprotokolle (s. 2.1.6) an d1, d2 und d3 nach RNA- Injektion für verschiedene RNA-
Kombinationen. A=HCN1, B=HCN1+SNX3, C=HCN1+TRIP8b, D=HCN1+TRIP8b+SNX3; E: En-
twicklung der Tail-Stromamplituden der jeweiligen RNA-Kombination über 3 Tage. HCN1 (n=47),
HCN1+SNX3 (n=50), HCN1+TRIP8b (n=48), HCN1+TRIP8b+SNX3 (n=49).
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Spannungsabhängigkeit der HCN1-Aktivierung

Die HCN1-Aktivierung ist abhängig von der Spannung (Abb. 15A und 15B). Je negativer die

Testpotenziale wurden, desto größer wurden, in einem bestimmten Spannungsbereich, auch

die Tail-Stromamplituden (Abb. 15A). Die halbmaximale Aktivierung der HCN1-Kanäle (V1/2)

lag in unserem Experiment bei -62,7 ±0,38 mV und k bei 8,2 ±0,09 mV (n=46). Darauffolgend

wurde die Spannungsabhängigkeit der HCN1-Aktivierung nach Co-Expression von SNX3 un-

tersucht (Abb. 16B). Es zeigte sich, dass die Spannungsabhängigkeit der HCN1-Aktivierung in

Anwesenheit von SNX3 identisch war mit der bereits oben beschriebenen Spannungsabhängig-

keit von HCN1 allein. Das V1/2 von HCN1+SNX3 betrug -62,2 ±0,31 mV und k 8,6 ±0,21 mV

(n=45, P=0,9234, Abb. 16E und 16F). Auch die Spannungsabhängigkeit der HCN1-Aktivierung

wurde zusätzlich auf eine TRIP8b-Abhängigkeit untersucht. Dazu wurde wiederum zunächst

HCN1 mit TRIP8b co-exprimiert (Abb. 16C). Bereits publizierte TRIP8b-Effekte auf die Span-

nungsabhängigkeit konnten dabei reproduziert werden (Lewis et al., 2009; Santoro et al., 2009;

Zolles et al., 2009). TRIP8b verschob die halbmaximale Aktivierung von HCN1-Kanälen zu ne-

gativeren Werten: (V1/2 für HCN1+TRIP8b: -73,9 ±0,33 mV), während k in etwa gleich blieb

(8,5 ±0,13 mV, n=45, Abb. 16E und 16F).

Auch hinsichtlich der Spannungsabhängigkeit bewirkte die zusätzliche Expression von SNX3

keinen Effekt. Die V1/2 für HCN1+TRIP8b+SNX3 lag bei -73,7 ±0,50 mV und k bei 9,0 ±0,16

mV, (n=48, P für V1/2=0,7955 im Vergleich zu HCN1+TRIP8b, Abb. 16E und 16F). In Abbildung

16 sind alle bisher untersuchten Komponenten des TRIP8b-Effektes zu erkennen, die Verschie-

bung der halbmaximalen Aktivierung zu negativeren Werten (vgl. Abb. 16E und 16F), und die

größeren Tail-Stromamplituden (vgl. Abb. 16A-D). Ein Einfluss von SNX3 auf diese Kompo-

nenten war nicht zu erkennen.
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Abbildung 15: HCN1-Stromantworten auf iv-Protokoll (s. 2.1.6).

A: Abbildung 3A zeigt HCN1-Stromantworten auf Familien von Spannungssprüngen über eine Oo-
zytenmembran. Gemessen und ausgewertet wurden die Tail-Stromamplituden, die bei Deaktivierung
durch eine Depolarisation auf 0 mV entstanden sind (s. roten Pfeil); B: Anhand derselben Zelle wurde
die Leitfähigkeit der HCN1-Kanäle durch die funktionelle Aktivierung in Bezug auf die Testpotenziale
dargestellt. Der sigmoide Kurvenverlauf ist charakteristisch für HCN1-Kanäle und ihre Aktivierung.
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Abbildung 16: Darstellung der Aktivierungskurven und der halbmaximalen Aktivierung.

Verwendetes Pulsprotokoll: iv-Protokoll ( s. 3.3.3); A-D: Stromantworten der jeweiligen RNA-
Kombination auf Familien von Spannungssprüngen; E: Darstellung der gemittelten Aktivierungskur-
ven der jeweiligen RNA-Kombinationen. Hier ist besonders gut die spannungsabhängige Aktivierung
zu erkennen; F: Ermittlung der halbmaximalen Aktivierung V1/2 für die jeweilige RNA-Kombination,
dargestellt als Mittelwert.
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Kinetische Analyse der HCN1-vermittelten Ströme

Abbildung 17: Auswertung der kinetischen Analyse von HCN1-Kanälen.

Verwendetes Pulsprotokoll: Testpulsprotokoll A: Auswertung der kinetischen Analyse von HCN1-
Kanälen. Die Aktivierung wurde durch das Anlegen einer einfach exponentiellen Funktion an die Daten-
messpunkte untersucht und daraufhin τakt ermittelt (roter fit). Die Deaktivierung τdeakt wurde ebenfalls
durch das Anpassen einer einfach exponentiellen Funktion untersucht (roter fit bei Tail-Strom); B: Die
genauere kinetische Analyse erfolgte durch das Anlegen einer doppelt exponentiellen Funktion an die
Datenmesspunkte bei Aktivierung. Daraus wurden τ1akt und τ2akt ermittelt (roter fit).

Die Aktivierungskinetik des HCN1-Kanals wurde über die Ermittlung der Aktivierungskon-

stante τakt zunächst durch das Anpassen einer einfachen Exponentialfunktion durchgeführt.

Für die kinetische Analyse der Deaktivierung wurde am Tail-Strom eine einfach exponentielle

Funktion an die Messpunkte angelegt (Abb. 17A).
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Abbildung 18: Aktivierungskinetik/Deaktivierungskinetik mit 1-fach exponentiellem fit.

Verwendetes Pulsprotokoll: Testpulsprotokoll (s. 2.1.6); A-D: Stromantwort auf einen Testpuls für die
jeweilige RNA-Kombination. Aktivierungskinetik mittels einfach exponentiellem fit dargestellt; E: Ge-
mittelter τakt-Wert für jeweilige RNA-Kombination; F: Gemittelter τdeakt-Wert für jeweilige RNA-
Kombination; HCN1 (n=46), HCN1+SNX3 (n=45), HCN1+TRIP8b (n=48), HCN1+TRIP8b+SNX3
(n=48).

Bei der kinetischen Analyse HCN1-vermittelter Ströme bei -105 mV betrug τakt 137 ±6 ms,

(n=46, Abb. 18A). Mit SNX3 betrug die Aktivierungszeitkonstante 132 ±4 ms und war so-

mit nicht signifikant unterschiedlich vom für HCN1 alleine gemessenen Wert (n=45, P=0,4507,

Abb. 18B). Erneut wurde dieses Ergebnis auf eine Abhängigkeit von TRIP8b überprüft und

HCN1 wurde zunächst mit TRIP8b coexprimiert (Abb. 18C). Die Aktivierungszeitkonstante

für HCN1+ TRIP8b betrug 303 ±9 ms. Im Vergleich zu HCN1 war τakt deutlich verlangsamt

(n=48, P<0,0001). Auch dieses Ergebnis entspricht publizierten Effekten von TRIP8b (1a-4) auf

HCN1 (Lewis et al., 2009; Santoro et al., 2009; Zolles et al., 2009). Nach der Reproduktion

des TRIP8b-Effekts wurde SNX3 hinzugefügt (Abb. 18D). Die Aktivierungszeitkonstante für
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HCN1+ TRIP8b+SNX3 betrug 299 ±9 ms (n=48, P=0,7788). Auch hier hatte SNX3 keinen signi-

fikanten Effekt.

Es war jedoch eindeutig zu sehen, dass der einfach exponentielle Fit nicht ganz genau an-

gepasst werden konnte und die Anpassung durch einen doppelt exponentiellen Fit genauere

Werte ergab. Die Auswertung hierfür ergab für HCN1 (τ1akt=56,1 ±2,1 ms, τ2akt=286 ±12,3

ms, n=46) (Abb. 19A), HCN1 co-exprimiert mit SNX3 (τ1akt=53,1 ±2,1 ms, τ2akt=289 ±21 ms,

n=45, P(τ1akt)=0,3177, P(τ2akt)=0,9022; Abb. 19B und 19E), HCN1 + TRIP8b (τ1akt=91,4 ±5,1 ms,

τ2akt=385 ±13 ms, n=48; Abb. 19C und 19E) und HCN1 + TRIP8b + SNX3 (τ1akt=95,3 ±6,6 ms,

τ2akt=402 ±15 ms, n=48; Abb. 19D und 19E) zusammen gemessen. Auch in dieser genaueren

kinetischen Analyse zeigte sich kein neu aufgetretener oder zusätzlicher Effekt. Zwar war hier

bei der Co-Expression von HCN1 + TRIP8b + SNX3 eine leichte Erhöhung der langsameren

Komponente gegenüber HCN1 + TRIP8b zu verzeichnen, doch diese war nicht im signifikan-

ten Bereich (P=0,3835).

Weiterhin wurde untersucht, ob sich mit SNX3 der Anteil der schnellen Stromkomponente

τ1akt an der relativen Amplitude ändert. Die Messungen ergaben einen prozentualen Anteil

von τ1akt an der relativen Amplitude von 67,3 ±1,1%, (HCN1), 66,5 ±1,2% (HCN1+SNX3),

32,1 ±1,3% (HCN1+TRIP8b) und 37,3 ±2% (für HCN1+TRIP8b+SNX3). Damit bewirkte die

Co-Expression von SNX3 und HCN1 gegenüber HCN1 allein keinen eindeutig höheren oder

niedrigeren prozentualen Anteil an der relativen Amplitude (P=0,6337). Ebenfalls blieb das

prozentuale Verhältnis von τ1akt an der relativen Amplitude von HCN1+TRIP8b mit und ohne

SNX3 ohne signifikanten Unterschied (P=0,3327, Abb. 19F). Die Deaktivierungszeitkonstante

für HCN1 betrug 88,9 ±2,6 ms (n=46, Abb. 18A und 18F). Nach Co-Expression von SNX3 be-

trug τdeakt 92,9 ±3,1 ms, (n=45, P=0,3166) und zeigte keine Veränderung (Abb. 18B und 18F).

τdeakt für HCN1+TRIP8b wurde mit 63,1 ±1,0 ms ermittelt (n=48, Abb. 18C und 18F). Nach Hin-

zufügen von SNX3 lag der Wert für HCN1+TRIP8b+SNX3 bei 65,9 ±1,5 ms (n= 48, P=0,2797,

Abb. 18D und 18F).
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Abbildung 19: Aktivierungskinetik mit doppelt exponentiellem fit.

Verwendetes Pulsprotokoll: Testpulsprotokoll (s. 2.1.6); A-D: Doppelt exponentieller fit für die genauere
kinetische Analyse von jeweiliger RNA-Kombination; E: Gemittelte Werte für τ1akt und τ2akt; F: Ge-
mittelte Werte für den prozentualen Anteil von τ1akt an der Amplitude; HCN1 (n=46) , HCN1+SNX3
(n=45), HCN1+TRIP8b (n=48), HCN1+TRIP8b+SNX3 (n=48).

3.1.3 Erhöhung der SNX3-Konzentration

Nachdem sich mit der ursprünglich gewählten Konzentration von SNX3-mRNA keine Effekte

auf die HCN1-Kanalfunktion nachweisen ließen, stellte sich die Frage, ob mit einer höheren

SNX3-Konzentration signifikante Effekte feststellbar wären.

Deswegen wurden zusätzlich Messungen mit Oozyten durchgeführt, bei denen SNX3-mRNA

in einer Konzentration von 1 µg/µl injiziert wurde, fünfmal so hoch wie die zuvor eingesetzte

SNX3-Konzentration (Abb. 20).
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Die Daten wurden auf die gleiche Art und Weise, wie vorher schon beschrieben, ausgewertet.

Es ergaben sich folgende Werte:

Maximale Tail-Stromamplitude am 1. Tag:

· HCN1+SNX3 (0,2 µg/µl) = 0,20 ±0,04 µA (n=50)

· HCN1+SNX3 (1µg/µl) = 0,20 ±0,03 µA (n=37, P=09809, Abb. 20)

· HCN1+TRIP8b+SNX3 (0,2 µg/µl) = 0,42 ±0,08 µA (n=49)

· HCN1+TRIP8b+SNX3 (1 µg/µl) = 0,40 ±0,07 µA (n=36,P=0,8741)

Maximale Tail-Stromamplitude am 2. Tag:

· HCN1+SNX3 (0,2 µg/µl) = 0,48 ±0,06 µA (n=50)

· HCN1+SNX3 (1µg/µl) = 0,49 ±0,05 µA (n=37, P=0,8461)

· HCN1+TRIP8b+SNX3 (0,2 µg/µl) = 1,4 ±0,16 µA (n=49)

· HCN1+TRIP8b+SNX3 (1 µg/µl) = 1,3 ±0,13 µA (n=36,P=0,7896)

Maximale Tail-Stromamplitude am 3. Tag:

· HCN1+SNX3 (0,2 µg/µl) = 0,64 ±0,05 µA (n=50)

· HCN1+SNX3 (1µg/µl) = 0,62 ±0,04 µA (n=37, P=0,7737)

· HCN1+TRIP8b+SNX3 (0,2 µg/µl) = 2,7 ±0,17 µA (n=49)

· HCN1+TRIP8b+SNX3 (1 µg/µl) = 2,6 ±0,12 µA (n=36, P=0,6871)

In keinem dieser Experimente hatte eine Erhöhung der SNX3-Konzentration einen Einfluss auf

die Höhe der Tail-Stromamplituden (Abb. 20).

Ebenso zeigten die Analysen der Spannungsabhängigkeit der Aktivierung, sowie der Aktivie-

rung und Deaktivierung keinen Einfluss einer fünffach erhöhten SNX3-Konzentration (Abb.

21).
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Abbildung 20: Tail-Stromamplituden bei 5-facher SNX3-Konzentration.

Verwendetes Pulsprotokoll: Testpulsprotokoll; Entwicklung der Tail-Stromamplituden über d1-d3
nach der Injektion der jeweiligen RNA-Kombination, allerdings mit 5-facher SNX3-Konzentration.
Im direkten Vergleich mit den gleichen RNA-Kombinationen niedrigerer SNX3-Konzentration.
HCN1+SNX3 (0,2 µg/µl) n=50, HCN1+SNX3 (1µg/µl) n=37, HCN1+TRIP8b+SNX3 (0,2 µg/µl)
n=49, HCN1+TRIP8b+SNX3 (1 µg/µl) n=36.

3.1.4 Weitergehende Analyse der HCN1-Aktivierungskinetik

Spannungsabhängigkeit der Aktivierungskinetik

Aus vorangegangenen Publikationen ist bekannt, dass die HCN1-Kanäle mit zunehmender

Hyperpolarisation immer schneller aktivieren (Kaupp und Seifert, 2001). Um eine genauere Be-

schreibung der Aktivierungskinetik zu erhalten, wurde die Aktivierungskinetik auf ihre Span-

nungsabhängigkeit untersucht. Hierfür wurden die Aktivierungszeitkonstanten τakt gegen die

Testspannung aufgetragen. Hier zeigte sich, dass die Aktivierungskinetik jeder Injektionskom-

bination abhängig war von der angelegten Spannung. Bei -125 mV erreichte τakt die schnellsten

Werte.
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Abbildung 21: Aktivierung und kinetische Analyse bei 5-facher SNX3-Konzentration.

Verwendetes Pulsprotokoll: iv-Protokoll und Testpulsprotokoll (s. 2.1.6); A: Darstellung Spannungsab-
hängigkeit der Aktivierung der jeweiligen RNA-Kombination; B: Werte für V1/2 (halbmaximale Ak-
tivierung) der jeweiligen RNA-Kombination; C: Aktivierungskinetik, τakt; D: Deaktivierungskinetik,
τdeakt; E: Genauere kinetische Analyse mit doppelt exponentiellem fit, τ1akt und τ2akt; F: Prozentualer
Anteil von τ1akt an der Amplitude.
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Abbildung 22: Korrelation zwischen Spannung und Aktivierungszeitkonstante.

Verwendetes Pulsprotokoll: Testpulsprotokoll (s. 2.1.6); Die Abbildng zeigt eine eindeutige Korrelation
zwischen der Spannung und der Aktivierungszeitkonstante. Hier wurden alle vier verschiedenen RNA-
Kombinationen direkt miteinander verglichen. Hellgrau=HCN1, Dunkelgrau=HCN1+SNX3, Hell-
blau=HCN1+TRIP8b, Dunkelblau=HCN1+TRIP8b+SNX3.

Bei ca. -60 mV hatte τakt seine höchsten Werte erreicht, die Aktivierungskinetik war hier am

langsamsten. Es wurde festgestellt, dass die Aktivierungskinetik von HCN1 in gleichem Ma-

ße verlief, wie die von HCN1+SNX3. Auch die Aktivierungskinetik von HCN1+TRIP8b war

gleich zu der von HCN1+TRIP8b+SNX3 (Abb. 22). SNX3 zeigte keinen Effekt auf die Span-

nungsabhängigkeit der Aktivierungskinetik. Es wurde beobachtet, dass die Aktivierungszeit-

konstante τakt abhängig war von der Stromamplitude. Die Daten einzelner Zellen wurden ge-

geneinander aufgetragen, und es wurde eine Korrelationsanalyse durchgeführt. Die Werte für

τakt befanden sich bei Tail-Stromamplituden von ca. 1 µA im Bereich von 120-180 ms für HCN1

(Abb. 23A).
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Abhängigkeit der Aktivierungskinetik von der Stromamplitude

Abbildung 23: Abhängigkeit der Aktivierungskinetik von der Stromamplitude.

Verwendetes Pulsprotokoll: Testpulsprotokoll (s. 2.1.6); Jeder Punkt repräsentiert eine Oozyte. A: HCN1,
die Punkte lagen relativ geballt aufeinander im Bereich 150 ms und 1 µA; B: HCN1+SNX3, die Ver-
teilung der Punkte war gleich zu A. Die lineare Steigung war ebenfalls gleich; C: HCN1+TRIP8b,
die Punkte liegen weiter verstreut und erstrecken sich über einen größeren Wertebereich; D:

HCN1+TRIP8b+SNX3, Punkteverteilung ähnlich wie in C. Die lineare Steigung von C+D war im
direkten Vergleich als gleich zu interpretieren.

Für HCN1+SNX3 konnte ebenfalls festgestellt werden, dass die Werte für τakt von 120-180 ms

sich bei Tail-Stromamplituden von 1 µA finden ließen (Abb. 23B). Im direkten Vergleich ergab

sich eine nahezu identische Verteilung der einzelnen Zellen, die aus den Abbildungen deutlich

hervorging. Für HCN1+TRIP8b ergaben sich τ-Werte um 280-400 ms bei Tail-Stromamplituden

von 2-4 µA und für HCN1+TRIP8b+SNX3 τ-Werte um 260-400 ms bei Tail-Stromamplituden
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von 2-4 µA (Abb. 23C und 23D). Auch hier zeigte der direkte Vergleich der Abbildungen 23C

und 23D eine ähnliche Situation wie oben beschrieben. Je kleiner die Ströme waren, desto

schneller war die Aktivierungskinetik und je größer die Ströme waren, desto langsamer war

die Aktivierungskinetik.

Bei der Korrelationsanalyse nach Pearson wurden die τ-Werte der vier Injektionskombina-

tionen gegen ihre Amplituden aufgetragen (Abb. 23A-D). Es ergaben sich für HCN1-τ1akt

P=0,0049, τ2akt P=0,0008. Für HCN1+SNX3-τ1akt P<0,0001 und τ2akt P=0,002. HCN1+TRIP8b-

τ1akt P=0,0010 und für τ2akt P<0,0010. Für HCN1+TRIP8b+SNX3 τ1akt P=0,0010, τ2akt P<0,0001.

Damit wurde für jede Kombinationsreihe eine höchst signifikante Korrelation zwischen der

Aktivierungszeitkonstante und der Amplitude berechnet. Man konnte gut erkennen, dass ei-

ne Co-Expression von SNX3 keinerlei Einfluss auf die Abhängigkeit der Aktivierungskinetik

von der Stromamplitude hatte. Auch mit TRIP8b co-exprimiert, hat SNX3 keinen Unterschied

bewirken können. Im direkten Vergleich der Abbildungen 23A und 23B war eine fast gleiche

lineare Steigung der Korrelation zu beobachten. Auch die Abbildungen 23C und 23D wiesen

eine annähernd identische lineare Steigung der Korrelation auf, welches die Ergebnisse illus-

trativ unterstreicht.

“use-dependence“ der Aktivierungskinetik

Während der kinetischen Analyse der HCN-Kanäle mit Co-Expression eventueller Bindungs-

partner fiel beim Durchlauf des Testpulsprotokolls eine Beobachtung besonders ins Auge: Es

wurde festgestellt, dass wenn TRIP8b co-exprimiert wurde, die Stromantwort auf den zweiten

Testpuls eine schnellere Aktivierungskinetik zeigte, als die Stromantwort auf den ersten Test-

puls (Abb. 24). Beim dritten Testpuls war dieser Effekt verschwunden, die Stromantwort ent-

sprach dem des zweiten Testpulses mit der schnelleren Aktivierungskinetik. Die Auswertung

wurde mit doppelt-exponentiellen fits durchgeführt und die P-Werte aus gepaarten t-Tests er-

mittelt. Bei der Untersuchung von HCN1 auf diese “use-dependence“ betrug beim 1. Testpuls

τ1akt 56,1 ±2,1 ms und beim 2. Testpuls betrug τ1akt 53,1 ±1,4 ms (Abb. 24A1 und 24A2). Die-

ser Unterschied war klein, aber signifikant (n=46, P=0,0044), auch ohne die Co-Expression von

TRIP8b. τ2akt bei HCN allein des 1. Testpulses betrug 286 ±12 ms, beim 2. Testpuls 273 ±10 ms

(n=46, P=0,0079; Abb. 24A1).

Zum Vergleich wurde HCN1 mit TRIP8b co-exprimiert und ebenfalls auf diese “use-

dependence“ untersucht. Für den 1. Testpuls ergab τ1akt 91,4 ±5,1 ms und für den 2. Testpuls
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62,1 ±1,7 ms (n=48, P<0,0001). Dieses Ergebnis war höchst signifikant. Es zeigte sich eine ein-

deutig ausgeprägtere use-dependence, wenn TRIP8b co-exprimiert war. τ2akt des 1. Testpulses

für HCN1 + TRIP8b ergab 385 ±13 ms und für den 2. Testpuls 369 ±11 ms (n=48, P<0,0001)

(Abb. 24B1 und 24B2). In einem weiteren Schritt wurde HCN1+SNX3 (einfache Konzentration)

auf diese “use-dependence“ untersucht. τ1akt des 1. Testpulses betrug 53,1 ±2,1 ms und beim

2. Testpuls 51,7 ±1,8 ms (n=45, P=0,0259). τ2akt des 1. Testpulses ergab 289 ±21 ms und für

den 2. Testpuls 274 ±15 ms (n=45, P=0,383) (Abb. 24B1 und 24B2). Mit SNX3 zeigte sich in der

schnellen Komponente τ1akt ein signifikanter Unterschied zwischen dem 1. und dem 2. Test-

puls, allerdings war dieser Effekt bei der langsamen Komponente nicht mehr nachzuweisen.

Für HCN1 mit der fünffachen SNX3-Konzentration ergab τ1akt des 1. Testpulses 56 ±2,2 ms

und für den 2. Testpuls 83 ±20 ms (n=37, P=0,187). τ2akt des 1. Testpulses betrug 269 ±18 ms

und für den 2. Testpuls ergab τ2akt 269 ±21 ms (n=37, P=0,8959) (Abb. 24C1, C2 und C3).

Es war zu beobachten, dass bei einer einfachen SNX3-Konzentration die schnelle Komponente

des 2. Testpulses signifikant schneller war, als die des 1. Testpulses. Dieser Effekt reduzier-

te sich mit der fünffachen SNX3-Konzentration. Die langsame Komponente des 1. Testpulses

zeigte sich nicht mehr signifikant verändert bei der einfachen SNX3-Konzentration (P=0,383),

jedoch stieg der P-Wert (P=0,8959) mit der fünffachen SNX3-Konzentration nochmals an. Der

Effekt auf τ2akt verschwand mit der fünffachen SNX-Konzentration. Zum Abschluss der Un-

tersuchungen auf die beobachtete “use-dependence“ wurde HCN1+TRIP8b+SNX3 (einfache

Konzentration) co-exprimiert und untersucht. τ1akt des 1. Testpulses betrug 95,3 ±6,7 ms und

für den 2. Testpuls 64,4 ±2,5 ms (n=48, P<0,0001). Auf die schnelle Komponente zeigte die

einfache SNX3-Konzentration keine Änderung auf HCN1+TRIP8b (Vgl. Abb. 24B1 und 24B2).

τ2akt des 1. Testpulses ergab 402 ±15 ms und des 2. Testpulses 383 ±11 ms (n=48, P=0,0149).

Auch am Effekt auf τ2 änderte sich nichts, auch wenn P größer war als ohne SNX3 (Abb. 24D1

und 24D2). HCN1+TRIP8b+SNX3 (fünffache Konzentration) zeigte ebenfalls eine signifikante

“use-dependence“. τ1akt des 1. Testpulses betrug 90,1 ±6,2 ms und für den 2. Testpuls 62,2 ±1,6

ms (n=34, P<0,0001). Auch die fünffache SNX3-Konzentration zeigte keine Änderung von τ1

für HCN1+TRIP8b (Vgl. Abb. 24B1 und 24B2). τ2akt des 1. Testpulses ergab 377 ±14 ms und

des 2. Testpulses 361 ±11 ms (n=34, P=0,0464)(Abb. 24D3). Hier war besonders, dass wenn die

fünffache SNX3-Konzentration dabei war, der Effekt auf τ2 für HCN1+TRIP8b nur noch knapp

signifikant war (Vgl. Abb. 24B2).
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Abbildung 24: Untersuchung der “use-dependence”.

Verwendetes Pulsprotokoll: Testpulsprotokoll (s. 2.1.6); A1-D1: Darstellung der unterschiedlichen Stro-
mantwort auf den 1. und 2. Testpuls für die jeweilige RNA-Kombination; A2-D2: Verhältnismäßiger An-
teil von τ1akt und τ2akt an der Aktivierung beim 1. und 2. Testpuls; C3-D3: s. A2-D2 für HCN1+SNX3
(1µg/µl) und HCN1+TRIP8b+SNX3 (1µg/µl).
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3.2 Proteinbiochemischer Nachweis der möglichen HCN1-Interaktionspartner

Die funktionelle Expression von HCN1-Kanälen in Xenopus-Oozyten wurde bereits in 3.1.1 be-

schrieben und in Abb. 13 dargestellt. Die daraus entstehenden Ionenströme sind Beweis für ei-

ne erfolgreich injizierte und exprimierte HCN1-mRNA. Die Reproduktion bereits publizierter

TRIP8b-Effekte belegen weiterhin die erfolgreiche Expression der TRIP8b 1a-4 Isoform. Nach

SNX3-Injektion waren jedoch keine Effekte nachweisbar. Zur Verifizierung einer erfolgten Ex-

pression des Proteins wurde daher hier ein proteinbiochemischer Nachweis mittels Western

Blot durchgeführt (s. 2.1.4). Die Western Blots ergaben, dass SNX3 in den Oozyten mit HCN1

co-exprimiert wurde. Da das Protein als Fusionsprotein SNX3-EGFP (bzw. die korrespondie-

rende mRNA) injiziert wurde, war eine Bande der Größe von etwa 44 kDa (17 kDa + 27 kDa)

zu erwarten, die auch auf den Blots zu sehen ist (Abb. 25). Auch die unterschiedlichen Konzen-

trationen (0,2 µg/µl und 1 µg/µl) wurden korrelierend zu der Intensität der Banden auf den

Blots eindeutig wiedergegeben. (Auftragungsschema s. 2.1.4).
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Abbildung 25: Western Blot mit Oozyten-Lysat.

Aufgetragen von links nach rechts sind: der Größenmarker, sowie Lysate aus Oozyten, die mit HCN1,
HCN1+SNX3 (0,2 µg/µl) oder HCN1+SNX3 (1 µg/µl) mRNA injiziert wurden. Pro Reihe wurden 10
µl Lysat aufgetragen. Beachte: Injektion von HCN1+SNX3 (1 µg/µl) ergibt ein viel stärkeres SNX3-
Signal als HCN1+SNX3 (0,2 µg/µl). Erwartungsgemäß findet sich in der Reihe, die nur mit HCN1
injiziert wurde, kein Signal.

Das Ausbleiben signifikanter Effekte bei SNX3-RNA-Injektion kann somit nicht darauf zurück-

geführt werden, dass keine Expression von SNX3 vorlag.

3.3 Elektrophysiologische Untersuchungen an HEK293-Zellen

Um die Möglichkeit eines fehlenden funktionellen Einflusses von SNX3 aufgrund der Eigen-

schaften des Amphibien-Oozyten-Systems auszuschließen, wurden die gleichen Experimente

in einem weiteren Expressionssystem durchgeführt, den HEK293-Zellen. Die transiente Ex-

pression von HCN1 in HEK293-Zellen führte zwar zu stabilen und gut messbaren Strömen,

allerdings auch zu großen Schwankungen der Stromdichten in den einzelnen Zellen. In den

61



HEK-Zellen wurde bei negativen Spannungssprüngen, wie in 3.1.1 beschrieben, die gleiche

Art von Strömen gesehen wie in den Oozyten, jedoch waren die Ströme von ihrer Amplitu-

de viel kleiner und befanden sich im pA-Bereich. Bei Potenzialen negativer als -50 mV war

ein Einwärtsstrom messbar, der nicht inaktivierte. Er erreichte nach ca. 1 s seinen Gleichge-

wichtswert. Mit zunehmender Hyperpolarisation der Zellmembran war auch eine Zunahme

der Amplitude des durch Kationen getragenen Einwärtsstroms zu erkennen (Abb. 26A). Bei

einer Depolarisation durch einen Spannungssprung auf 0 mV kam es zur Deaktivierung der

HCN1-Kanäle, woraus ein Tail-Strom resultierte (s. 3.1.1).

Bereits einen Tag nach der Transfektion wurde mit den gleichen Pulsprotokollen, wie sie schon

bei den Oozyten verwendet wurden (s. 2.1.6), eine maximale Tail-Stromamplitude von 178 ±93

pA gemessen. Auch hier wurde der Leckstrom bestimmt und bei der Auswertung von der

Stromamplitude subtrahiert (Abb. 26A und 26B).

3.3.1 Co-Expression von HCN1-Kanälen und SNX3 in HEK293-Zellen

Wie in Oozyten ergab sich nach Co-Transfektion von HCN1 und SNX3 in HEK293-Zellen ei-

ne ähnliche bzw. fast gleiche Stromantwort auf Familien von Spannungssprüngen, wie nach

Transfektion von HCN1 allein (Abb. 26A und 26B).

Da die HEK-Zellen nur am ersten Tag nach der Transfektion gemessen werden konnten, ließ

sich bei diesem Expressionssystem allerdings kein Expressionsprofil erstellen, sodass über eine

Modulation von SNX3 während der Expression über mehrere Tage keine Aussage getroffen

werden konnte.
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Abbildung 26: HCN1-Strom über HEK-Zellmembran.

Verwendetes Pulsprotokolle: iv-Protokoll und Testpulsprotokoll (s. 2.1.6); A+B: HCN1- und
HCN1+SNX3-Strom über HEK-Zellmembran; C-E: Gemittelte Stromdichten für HCN1 und
HCN1+SNX3; F: Spannungsabhängigkeit der Aktivierung dargestellt in Aktivierungskurven; G: V1/2-
Werte für die halbmaximale Aktivierung von HCN1 und HCN1+SNX3 HCN1 (n=17), HCN1+SNX3
(n=16).

3.3.2 HCN1-vermittelte Stromdichten

Zur Bestimmung des Umkehrpotenzials (“reversal potential“, Erev) wurde der Kanal erst mit

einem Puls auf –125 mV voll aktiviert und anschließend Testpotenziale von –125 mV bis +5 mV

appliziert. Das Umkehrpotenzial beschreibt dabei das Potenzial, bei dem sich die Richtung des
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Ionenflusses nach außen umkehrt (s. 1.2 Ionenselektivität). Um die Stromdichte zu erhalten,

wurde die Stromamplitude durch die Zellkapazität (ein Maß für die Zellgröße) geteilt. Hier

wurden die Stromdichten bei -105 mV berechnet. Für HCN1 ergab sich eine Stromdichte von

25,6 ±13,0 pA/pF (n=17) und für HCN1+SNX3 eine Stromdichte von 36,7 ±8,8 pA/pF (n=16,

s. Abb. 26C,D,E). Der Unterschieds von 11,0 pA/pF war jedoch nicht signifikant (P=0,4881).

Problematisch wurde diese Auswertung dadurch, dass sich unter den HEK-Zellen viele Zellen

befanden, die überhaupt keine Stromantwort zeigten (6/14) während dies nur bei 3/16 HEK-

Zellen, die HCN1+SNX3 exprimierten, der Fall war. Der Median im Boxplot ist dementspre-

chend bei HCN1+SNX3 zu größeren Werten verschoben, da es in der Zellreihe weniger Zellen

ohne Stromantwort gab. Aus dem gleichen Grund sind auch das obere und untere Quartil,

welche den Wert für die Stromdichte angeben ab dem 25% der Messpunkte oberhalb bzw. un-

terhalb davon liegen, bei HCN1+SNX3 zu größeren Werten verschoben. Wurden jedoch nur

Zellen mit Stromantwort analysiert und miteinander verglichen, waren die Unterschiede nicht

mehr nachweisbar.

3.3.3 Spannungsabhängigkeit der HCN1-Aktivierung

Die Anwendung der Boltzmann-Funktion auf diese Daten ergab die in Abbildung 27F gezeig-

ten Aktivierungskurven. Bei HEK-Zellen, die nur HCN1 exprimierten, betrug k=11,6 ±0,80

mV für HCN1+SNX3 betrug k=9,7 ±0,49 mV (P=0,5433). Die Betrachtung der halbmaxima-

len Leitfähigkeit bzw. Aktivierung ergab für HCN1 ein V1/2= -72,3 ±2,3 mV (n=17) und für

HCN1+SNX3= -72 ±1,0 mV (n=16, P=0,8798). Bei dieser Spannung war für beide cDNA-

Kombinationsreihen die halbmaximale Aktivierung der Kanäle erreicht (Abb. 26G). Eine Co-

Expression von SNX3 und HCN1 hatte also weder einen signifikanten Effekt auf die Span-

nungsabhängigkeit der HCN1-Aktivierung, noch auf die Spannungswerte für die halbmaxi-

male Aktivierung der Kanäle. Mit SNX3 war kein Unterschied in der Aktivierungskinetik zu

erkennen.

3.3.4 Kinetische Analyse der HCN1-vermittelten Ströme

Die kinetische Analyse der HCN1-vermittelten Ströme wurde nach dem gleichen Prinzip wie

bei der Oozyten-Messung durchgeführt. Bei einem Spannungssprung von -30mV auf -105mV

erfolgte die Aktivierung der HCN1-Kanäle. An die Datenmesspunkte wurde zunächst eine

einfach exponentielle Funktion angepasst, woraus die Aktivierungszeitkonstante τakt ermit-
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telt wurde. Für HCN1 war τakt 148 ±16,9 ms und für HCN1+SNX3 betrug τakt 156 ±18,3 ms,

(P=0,5464, Abb. 28A, B und E). Für die genauere kinetische Analyse zur Ermittlung der schnel-

len Stromkomponente (τ1akt) und der langsamen Stromkomponente (τ2akt) wurde eine doppelt

exponentielle Funktion an die Datenmesspunkte angelegt. Für HCN1 ergab τ1akt=73,7 ±10,3

ms und τ2akt=762 ±174 ms. Für HCN1+SNX3 ergab τ1akt=69,9 ±10,2 ms und τ2akt=572 ±112

ms (Abb. 27G). Hier war zu sehen, dass τ1akt bei beiden Kombinationen annähernd gleich war

(P=0,4957), die langsame Stromkomponente τ2akt bei HCN1 + SNX3 aber etwas schneller zu

sein schien, jedoch ohne Signifikanzniveau zu erreichen (P=0,3788). In der weitergehenden

kinetischen Analyse wurde der prozentuale Anteil der schnellen Stromkomponente τ1akt an

der relativen Amplitude untersucht. Bei HCN1 ergab sich hier eine relative Amplitude von

80,1 ±1,4% (n=17) und bei HCN1+SNX3 von 75,8±1,6% (n=16). Auch dieser Unterschied war

nicht signifikant (P =0,52931). Ebenfalls war bei der Ermittlung der Deaktivierungszeitkonstan-

te τdeakt kein signifikanter Effekt zu sehen: τdeakt für HCN1 betrug 58,0 ±6 ms (n=17) und für

HCN1+SNX3 57,2 ±4,1 ms (n=16, P=0,9031) (s. Abb. 27C, D, F).
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Abbildung 27: Auswertung der kinetischen Analyse in HEK-Zellen.

Verwendetes Pulsprotokolle: iv-Protokoll und Testpulsprotokoll (s. 2.1.6); A+B: Aktivierungskinetik-
Analyse mit einfach exponentiellem fit für HCN1 und HCN1+SNX3; C+D: Analyse der Deaktivie-
rungskinetik mit einfach exponentiellem fit an Tail-Strom; E: Aktivierungszeitkonstanten im direkten
Vergleich F: Deaktivierungszeitkonstanten im direkten Vergleich; G: Anteile von τ1akt und τ2akt an der
Aktivierungskinetik; H: Prozentuale Beteiligung von τ1akt an der relativen Amplitude.

Die gewonnenen Daten aus den durchgeführten Untersuchungen können eine mögliche Inter-

aktion von SNX3 mit HCN1-Kanälen nicht bestätigen.

66



4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Hypothese einer möglichen Interaktion von SNX3 und HCN1-

Kanälen untersucht. In diesem Rahmen wurden elektrophysiologische Studien zur funktionel-

len Expression der HCN1-Kanäle und dem potenziellen Bindungspartner SNX3 durchgeführt.

Auch wurden bereits bekannte Effekte des Rab8-assoziierten Proteins TRIP8b (bzw. seiner 1a-

4 Isoform) als Erfolgskontrolle für ein funktionierendes System reproduziert. Die funktionelle

Expression wurde in zwei Expressionssystemen untersucht: Xenopus Oozyten und HEK293-

Zellen. Die Ergebnisse der Messungen und der statistischen Datenauswertung lieferten jedoch

keine Hinweise dafür, dass SNX3 einen modulierenden Einfluss auf die funktionelle Expressi-

on von HCN1-Kanälen hat. Ebenfalls wurde kein modulierender Einfluss auf die funktionelle

Expression von HCN1-Kanälen in Kombination mit einem anderen Bindungspartner, hier dem

TRIP8b, durch SNX3 gefunden. Im Folgenden sollen diese Befunde diskutiert werden.

4.1 Modulation von HCN1-Kanälen durch Sorting Nexine

SNX3 wurde in einem yeast-two-hybrid-screen, unter der Verwendung des HCN1-N-Terminus

als “bait“ (Köder), als potenzieller Bindungspartner von HCN1-Kanälen identifiziert (Wilkars

et al., 2013). Nachfolgend wurde die Interaktion durch Co-Expression von SNX3 und dem kom-

pletten (“full-length“) HCN1 in HEK293-Zellen bestätigt. Weiterhin wurde mittels histoche-

mischer Methoden gezeigt, dass SNX3 in Neuronenpopulationen exprimiert wird, in denen

auch HCN1 vorhanden ist, wie z. B. den Pyramidenzellen der CA1-Region des Hippocam-

pus und den Sternzellen des entorhinalen Cortex (Abb. 1). Aufgrund dieser Befunde wur-

de eine funktionelle Interaktion von SNX3 und HCN1 als wahrscheinlich angenommen. Die

hier durchgeführten funktionellen Studien zur Verifizierung einer möglichen Interaktion von

HCN1-Kanälen und dem Protein SNX3 erbrachten jedoch keine Bestätigung dieser Hypothese.

Die funktionelle Expression der HCN1-Kanäle konnte dabei sowohl in HEK293-Zellen als auch

in Oozyten dargestellt werden. Die Ergebnisse, die im Expressionssystem der Oozyten gewon-

nen wurden, zeigten jedoch keine Alteration der elektrophysiologischen Eigenschaften bei ei-

ner Co-Expression von SNX3. SNX3 hatte weder einen Effekt auf die Aktivierungskinetik,

noch auf die Deaktivierungskinetik, die Spannungsabhängigkeit der Aktivierung, die Größe

der Tail-Stromamplituden, oder auf die Verteilung der langsamen und schnellen Stromkompo-

nente der Aktivierungszeitkonstante.
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Wie den Abbildungen 16, 18-21, 24, 26 und 27 zu entnehmen ist, liegen die Messdaten beider

Kombinationen (HCN1 und HCN1+SNX3) nahezu identisch aufeinander. Auch das Expressi-

onsprofil beider Kombinationen ergab die gleiche Höhe von Tail-Stromamplituden über den

Messzeitraum von drei Tagen hinweg. Somit kann geschlossen werden, dass SNX3 keinen Ein-

fluss auf die HCN1-Oberflächenexpression hat.

Um die spezifischen Eigenschaften und den daraus resultierenden eventuellen Einflüssen des

Amphibien-Expressionssystems auf die Interaktion von HCN1-Kanälen und SNX3 zu elimi-

nieren, wurden die gleichen Experimente in einem weiteren Expressionssystem durchgeführt

(HEK293-Zellen). In HEK-Zellen zeigten die Resultate ebenfalls keine Interaktion von SNX3

und HCN1. Auch hier waren die kinetischen Parameter und die Spannungsabhängigkeit der

Aktivierung so ähnlich, dass sie als “gleich“ bezeichnet werden können. Nur die Zunahme der

Oberflächenexpression mit konsekutiver Stromdichteerhöhung zeigte in HEK-Zellen eine Ab-

weichung in der Anwesenheit von SNX3. Allerdings ergab die Analyse mit ANOVA hier eine

Irrtumswahrscheinlichkeit von 48%. So konnte auch diese Beobachtung nicht als signifikanter

Effekt gewertet werden.

Für HCN-Kanäle wurden bereits einige Interaktionspartner beschrieben: Zum Beispiel Hilfs-

untereinheiten wie die min-K-assoziierten Proteine MiRP1 oder KCNE2 (Robinson und Siegel-

baum, 2003). Auch für die HCN1-Kanäle, die Protagonisten dieser Arbeit, wurden Interaktions-

partner beschrieben, unter anderem das Rab8-assoziierte Protein TRIP8b (Santoro et al., 2004,

2009; Piskorowski et al., 2011). Die Vielzahl der unterschiedlichen Interaktionspartner zeichne-

ten sich durch eine Gemeinsamkeit aus, nämlich durch einen modulierenden Einfluss auf die

Eigenschaften der HCN-Kanäle wie Modulation der Aktivierungskinetik, Verschiebung der

Spannungsabhängigkeit, Erhöhung der Stromdichte oder Steigerung der Oberflächenexpressi-

on. Leider sind die Mechanismen noch nicht gänzlich verstanden und die tatsächlichen Aus-

wirkungen bzw. die möglichen Manipulationen dieser Kanäle liegen noch im Unbekannten.

Jedoch werden im Rahmen der HCN-Forschung immer neue Proteine als mögliche Interakti-

onspartner identifiziert und charakterisiert.

Da HCN-Kanäle strukturell eng mit den spannungsaktivierten Kaliumkanälen verwandt sind

und die porenbildenden α-Untereinheiten der HCN-Kanäle, wie die Kaliumkanäle, 6 Trans-

membrandurchgänge, sowie intrazelluläre N- und C-Termini besitzen (Robinson und Siegel-

bau, 2003), liegt der Verdacht nahe, dass häufig noch β-Untereinheiten an intrazelluläre Prote-

insequenzen binden (wie bei Kaliumkanälen), um die Kinetik oder den subzellulären Transport

zu regulieren. Bindungsregionen für diese β-Untereinheiten ist in der Regel der N-Terminus
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(Trimmer und Rhodes, 2004). In diesem Sinne werden beispielsweise Kaliumkanäle vom Kv1-

Typus nur zu Axonterminalen transportiert, wenn die β-Untereinheit Kvβ2 spezifisch an den

N-Terminus bindet. Fehlt diese spezifische Bindung dieser β-Untereinheit, oder kommt es zu

einer Bindung einer anderen β-Untereinheit, so werden Kv1-Typ Kaliumkanäle in die Dendri-

ten transportiert oder verharren im Soma (Campomanes et al., 2002). Eine ähnliche Funktion

haben KChIP-β-Untereinheiten für Kanäle des Kv4-Typus (Lin et al., 2010). Es kommt dabei

so gut wie nie vor, dass eine Interaktion von zwei Proteinen ohne irgendwelche Folgen bleibt.

So bewirken Bindungspartner von Ionenkanälen in allen Fällen eine Alteration der kanalty-

pischen Eigenschaften. Bleiben diese Veränderungen aus, muss davon ausgegangen werden,

dass keine Interaktion stattgefunden hat. Zu diskutieren ist hier, ob SNX3 zwar einen Interak-

tionspartner von HCN1-Kanälen darstellt, jedoch nicht unmittelbar selbst an den N-Terminus

bindet, sondern eine Art Adapterprotein oder Hilfsuntereinheit benötigt, nach dessen Bindung

es erst zu modulierenden Effekten kommt. Da SNX3 vornehmlich an der Regulation der En-

dozytose und dem “Recycling“ von Membranproteinen beteiligt ist (Carlton und Cullen, 2005;

Boulkroun et al., 2008), sowie deren Reintegration in die Zellmembran fördert (Pons et al., 2008;

Harterink et al., 2011; Spang, 2011), könnten hier andere Membran-assoziierte Proteine wie das

kürzlich ebenfalls als Bindungspartner von HCN-Kanälen beschriebene Caveolin (Barbuti et

al., 2012) als Mediator in Frage kommen.

Weiterhin ist bei der Interpretation zu berücksichtigen, dass die Qualität des Ih beispielsweise

in der CA1-Region des Hippocampus mehr den Eigenschaften von HCN1+HCN2 Heterome-

ren entspricht, als HCN1- oder HCN2-Homomeren, die auch in den Regionen vorkommen

(Robinson und Siegelbaum, 2003). HCN1+HCN2 Dimere führten zu neuen Stromeigenschaf-

ten, die untypisch sind für die jeweiligen Homomere. Leider ist nicht bekannt, ob dies auch

zu Veränderungen der Bindungseigenschaften oder Bindungsbedingungen geführt hat, aber

denkbar wäre es. So könnte eine mögliche spezifische Bindung von SNX3 an Heteromeren mit

HCN1-Beteiligung ein weiterer möglicher Grund dafür sein, dass keine Interaktion stattgefun-

den hat, denn die Versuche in dieser Arbeit wurden nur mit HCN1-mRNA durchgeführt und

dementsprechend haben nur HCN1-Homomere zur Verfügung gestanden.

Aufgrund der Erkenntnisse, dass es einen Ih–Gradienten entlang von Dendriten gibt, der an-

steigt mit zunehmender Entfernung vom Soma, könnte auch noch die subzelluläre Lokalisie-

rung der HCN1-Kanäle ein bedingender Interaktionsfaktor sein. Denn in Oozyten fehlt dies

und auch die HEK-Zellen stellen keine Neuronen dar, das bedeutet, einige notwendige Be-

dingungen für die Interaktion könnten fehlen. Ferner wäre ebenfalls denkbar, dass SNX3 an-

dere Sorting Nexine in Form eines Protein-Protein-Komplexes benötigt, um an HCN1-Kanäle
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binden zu können, da Sorting Nexine sich durch Protein-Protein-Interaktionen oder Protein-

Membran-Interaktionen auszeichnen (Worby und Dixon, 2002, s. 1.3). Grundlegende systemi-

sche Messfehler oder Verfahrensfehler, wie zum Beispiel eine fehlerhafte mRNA oder defekte

bzw. falsch eingestellte Geräte, können hingegen als Grund für eine nicht zu beobachtende

Interaktion ausgeschlossen werden (s. 3.2).

4.2 Interaktion von Sorting Nexinen mit HCN1-Kanälen und anderen Bindungs-

partnern (TRIP8b)

Aufgrund der Tatsache, dass Sorting Nexine durch ihren molekularen Aufbau eine Reihe von

Protein-Protein Interaktionsmotiven besitzen (Worby und Dixon, 2002), ist eine naheliegende

Überlegung die Komplexbildung mit anderen β-Untereinheiten oder Adapterproteinen zu ei-

nem funktionierenden Proteinkomplex. Es wurde mit der Expression von TRIP8b und HCN1-

Kanälen nicht nur eine Positivkontrolle des Systems durchgeführt, sondern auch Untersuchun-

gen zur eventuellen Assemblierung von SNX3 und TRIP8b. Da immunhistochemische Metho-

den gezeigt haben, dass TRIP8b in Regionen lokalisiert ist, in denen auch HCN1 lokalisiert ist

und dass wiederum eine Kolokalisation von SNX3 und HCN1 vorhanden ist, bestand ein ge-

rechtfertigter Verdacht auf eine Interaktion aller drei Proteine oder zwischen Kombinationen

aus den drei Proteinen.

Ein wichtiges Mittel, um Kanalfunktion oder -expression zu kontrollieren, ist die direkte In-

teraktion mit akzessorischen Proteinen (Sheng, 2001). Einige dieser Proteine, so wie die β-

Untereinheiten, bilden eine ganzheitliche, fest eingebaute Komponente des Kanals. Andere

Proteine wiederum binden nur temporär an Ionenkanäle, um eine dynamische Regulierung

der Kanalanordnung oder ihren Transport zu gewährleisten. Da eine Modulation von SNX3 auf

HCN1-Kanäle ausgeblieben war und dementsprechend eine unmittelbare Interaktion durch

Bindung ausgeschlossen wurde, wurden weitere Untersuchungen zu einer eventuellen Inter-

aktion von SNX3 zusammen mit TRIP8b auf HCN1-Kanäle geführt. Die Resultate dieser Reihe

entsprachen denen, die bei HCN1 und SNX3 beobachtet wurden. Zwar konnte der TRIP8b-

Effekt auf HCN1-Kanäle reproduziert und nachvollzogen werden, jedoch hatte in der Kom-

bination HCN1+TRIP8b+SNX3 das SNX3 keinerlei Einfluss auf die elektrophysiologischen Ei-

genschaften der HCN1-Kanäle mit TRIP8b. Somit lässt sich eine Verbindung zwischen SNX3

und TRIP8b ebenfalls ausschließen. Für diese Arbeit wurde die Isoform 1a-4 von TRIP8b ver-

wendet. Es existieren jedoch noch neun weitere hirnspezifische Splice-Varianten dieses Pro-

teins. So könnte es sein, dass SNX3 sehr wohl mit TRIP8b interagiert, jedoch nicht mit der
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Isoform 1a-4, sondern einer anderen Splice-Variante. Sequenzanalysen enthüllten die Existenz

von übereinstimmenden Proteintransport-Motiven in unterschiedlichen TRIP8b-Exons. Dieser

Befund deutet an, dass die unterschiedlichen Isoformen sehr spezifische Effekte auf den HCN1-

Transport und seine Oberflächenexpression zur Geltung bringen (Santoro et al., 2009). Somit

wären auch ein unterschiedliches Bindungspartner-Repertoire oder andere Bindungsmecha-

nismen für jede Isoform denkbar.

Außerdem wurde in einer Co-Immunopräzipitation gezeigt, dass TRIP8b und HCN1 mit dem

Adaptor Protein 2 (AP-2) assoziiert sind (Santoro et al., 2009). Adaptor-Protein-Komplexe

sind essenzielle Komponenten bei der Bildung von coated vesicles und für die Erkennung

von Frachtproteinen für den intrazellulären Transport. Jeder AP-Komplex exponiert zwei Bin-

dungsdomänen, die regulatorische akzessorische Proteine im Cytosol binden können. Auf der

Suche nach neuen β-Untereinheiten als Interaktionspartner für AP-2 wurde Sorting Nexin 9

detektiert (Lundmark und Carlsson, 2002). Diese Verbindung könnte darauf schließen lassen,

dass eventuell andere Sorting Nexine außer SNX3 mögliche Interaktionspartner für HCN1-

Kanäle wären. Sicherlich wäre es sinnvoll SNX3 nochmals mit anderen TRIP8b-Isoformen oder

andere Sorting Nexine mit HCN1-Kanälen zu exprimieren, um diesen Aspekt weiter zu durch-

dringen.

4.3 Schlussfolgerung

Aufgrund der in dieser Arbeit aufgeführten Befunde, muss die Bedeutung einer auf biochemi-

scher und zellbiologischer Ebene festgestellten Interaktion von SNX3 und HCN1 funktionell

als fraglich angesehen werden. Zwar schließen die hier gewonnen Erkenntnisse, dass SNX3

und HCN1 in Xenopus-Oozyten und HEK293-Zellen funktionell nicht interagieren, nicht aus,

dass bei veränderten Bedingungen (zum Beispiel zusätzliche Bindungspartner vorhanden) ei-

ne solche Interaktion doch stattfindet. Um eine solche Interaktion doch noch zu beweisen,

sind jedoch weitere Experimente nötig, die vom grundsätzlichen Aufbau der oben disku-

tierten Bindungsproblematik weiter auf den Grund gehen. So könnten Experimente mit der

Co-Expression anderer Sorting Nexine durchgeführt werden, die im Rahmen eines Protein-

Komplexes möglicherweise mit SNX3 zusammenwirken. Zum anderen könnten auch weite-

re Experimente mit anderen TRIP8b Isoformen durchgeführt werden, im Rahmen der Dar-

stellung einer kombinierten Interaktion von HCN1-Kanälen, SNX3 und anderen Bindungs-

partnern (TRIP8b). Als dritte Möglichkeit wäre noch an die Co-Expression von SNX3, HCN1

und anderen HCN-Isoformen zu denken, um die Möglichkeit der SNX3-Interaktion mit HCN-
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Heteromeren zu untersuchen. Diese Experimente in zwei verschiedenen Expressionssystemen

durchzuführen scheint dabei weiterhin sinnvoll.
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5 Zusammenfassung

Ih und die ihm zugrunde liegenden HCN-Kanäle erfüllen eine Vielzahl von physiologischen

Funktionen im menschlichen Körper. Diese reichen von der Kontrolle des autonomen Herz-

schlags, über den Schlaf-/Wachrhythmus bis hin zur Regulierung des Ruhemembranpotenzi-

als in Neuronen. Aufgrund ihrer elementaren und diversen Aufgaben wurden HCN-Kanäle in

zahlreichen Studien gut untersucht. Auch wenn viele Mechanismen noch unbekannt sind, hat

sich der Schleier um diese Kanäle in den 50 Jahren nach ihrer Entdeckung immer mehr gelüftet.

In dieser Arbeit wurden an Xenopus-Oozyten und an HEK293-Zellen elektrophysiologische

Untersuchungen zu der Interaktion von HCN1-Kanälen und SNX3 durchgeführt. Mittels eines

yeast-two-hybrid-screens wurde das Protein entdeckt, welches als ein potenzieller Bindungs-

partner von HCN1-Kanälen in Frage kam (Wilkars et al., 2013).

Mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme und der Patch-Clamp-Technik wurde die funk-

tionelle Expression von heterolog exprimierten HCN1 Kanälen gemessen und beobachtet. Ziel

war es eine vermutete Interaktion von SNX3 und HCN1 mittels dieser Methoden zu bestäti-

gen oder auszuschließen und somit einen weiteren Interaktionspartner zu identifizieren, der

modulierend auf HCN1-Kanäle wirkt. Die Messungen heterolog exprimierter HCN1-Kanäle

in Xenopus-Oozyten ergaben erwartete “Standard-HCN-Kanalströme“, wie sie bereits in zahl-

reichen Studien beobachtet und publiziert worden sind.

Nach Abschluss der Messungen und der Datenauswertung zeigte sich, dass im Expressions-

system der Xenopus-Oozyten keine Veränderungen der elektrophysiologischen Eigenschaften

der HCN1-Kanäle mit Co-Expression von SNX3 zu beobachten war. Es wurden gleichartige

Messungen mit einer 5-fachen SNX3-Konzentration durchgeführt, um etwaige Fehlinterpreta-

tionen einer Nonexpression aufgrund zu niedriger mRNA-Injektion zu vermeiden. Aber auch

hier ergaben die Auswertung der Daten die gleichen Resultate. An HEK293-Zellen wurden

die gleichen Messungen durchgeführt und zunächst die funktionelle Expression von HCN1-

Kanälen ohne Bindungspartner dargestellt. Anschließend wurden Zellen gemessen, die HCN1

und SNX3 co-exprimierten. Die allgemeine Kinetik der HCN1-Kanäle und ihre Spannungsab-

hängigkeit änderte sich mit der Co-Expression von SNX3 nicht.

In Zusammenschau aller Ergebnisse der statistischen Datenauswertung kann die Hypothese

einer Interaktion von HCN1 und SNX3 nicht bestätigt werden. Die funktionelle Expression

von HCN1-Kanälen mit oder ohne SNX3 war identisch.
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Übersichtstabelle 1  Expressionssystem Oozyten 

 

Tabelle 14: Übersichtstabelle 1  Expressionssystem Oozyten 

 

Injektionskombination Itail  

(µA) 

d1 

Itail  

(µA) 

d2 

Itail  

(µA) 

d3 

V1/2 

(mV) 

k 

(mV) 
�akt 

(ms) 

�deakt 

(ms) 

 

�akt1 

(ms) 

�akt2 

(ms) 

Relative Amplitude 

�1 

(%) 

HCN1 0,25 

± �, �� 
0,47 

± �, �� 
0,64 

± 0,05 

-62,7 

± �, �	 

8,24 

± �, �
 
137 

± �, �� 
88,9 

± �, �
 
56,1 

± �, 
� 
286 

± 
�                 ± 
, 
 
67,3  

HCN1+SNX3 0,20 

± �, �� 
0,46 

± �, 

 
0,64

± �, �� 
-62,2 

± �, �
 
8,62 

± �, �
 
132 

± �, �� 
92,9 

± �, 
� 
53,1 

± �, 
� 
289 

± �
               ± 
, �� 
66,5  

HCN1+TRIP8b 0,43 

± �, �
 
1,44 

± �, �� 
2,63 

± �, 
� 
-73,9 

± �, �� 
-8,48 

± �, 
�       ± 
 
303  63,1 

± 
, �� 
91,4 

± �, � 
385 

± 
� 
32,1 

 ± 
, �� 

HCN1+TRIP8b+SNX3 0,40 

± �, �� 
1,34 

± �, �	 
2,67 

± �, 
� 
-73,7 

± �, �� 
9,03 

± �, 
�     ± 
, 
 
299  65,9 

± 
, �� 
95,3 

± �, � 
402 

± 
�                  ± �, � 
37,3  

HCN1+SNX3 

(5-fach) 

0,21 

± �, �� 
0,49 

± �, �� 
0,62 

± �, �� 
-62,4 

± �, �� 
8,17 

± �, 

 
132 

± �, �� 
93,7 

± �, �
 
56,0 

± �, 
� 
269 

± 
	               ± 
, 
� 
65,1  

HCN1+TRIP8b+SNX3 

(5-fach) 

0,40 

± �, �� 

1,31 

± �, �� 

2,58 

± �, 
� 

-72,8 

± �, �� 

8,65 

± �, 

       ± � 

287  67,6 

± 
, �� 

90,1 

± �, � 

377 

± 
�                 ± �, � 

35,4  



Übersichtstabelle 2  Expressionssystem HEK293-Zellen 

 

Tabelle 15: Übersichtstabelle 2  Expressionssystem HEK293-Zellen 

 

 

 

 

Injektionskombination Itail  

(pA) 

 

V1/2 

(mV) 

k 

(mV) 
�akt 

(ms) 

�deakt 

(ms) 

 

�akt1 

(ms) 

�akt2 

(ms) 

Relative Amplitude 

(%) 

Stromdichte 

(pA/pF) 

HCN1 824 ± ��� -72,3 ± �, �	 11,6 ± 
, �	 149 ± 	� 58 ± �, 
 73,7 ± 	
, � 762 ± 	�
 80,1 ± 	, �� 25,6 ± 13,0 

HCN1+SNX3 1661 ± ��
 -71,9 ± 	, 

 9,7 ± 
, 
� 157 ± 	� 57,1 ± 
, 	� 69,9 ± 	
, 	 572 ± 		� 75,8 ± 	, �� 36,7 ± 8,8 
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