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1 Einleitung

1 Einleitung

lonenkandle kontrollieren den Fluss von lonen Uber die Zellmembran.inBliansegrale
Membranproteine und bilden in der hydrophoben Lipidschicht mikroskopisch kleiea,Por
durch die verschiedene lonen stromen kdnnen (Hille, 1992). Der lonenflufdsshe&dend

fur die Entstehung und Weiterleitung elektrischer Signale.

lonenkanéle konnen anhand ihr&ynenselektivitdtunterschieden werden. Neben sehr
selektiven N&, K*-, C&€*- und CI- Kanalen existieren auch Kanale, die nur schlecht
zwischen verschiedenen lonen unterscheiden kdnnen. lonenkanale werdenteardhihres
Aktivierungsmechanismusnterteilt. Wahrend ligandengesteuerte lonenkanéle durch die
direkte Bindung extra- oder intrazellularer Botenstoffe kontrollieerden, reagieren
spannungsabhangige lonenkanale auf Anderungen des Membranpotentialthenud®and
liegt das Membranpotential vieler Nervenzellen zwischen —60 und —7QRwNiepotential).

Die meisten spannungsabhangigen lonenkanale offnen, wenn das Membranpotential
positivere Werte annimmt ("Depolarisation”). Spannungsabhangide ital C&'-Kanale
leiten dann einen Einwartsstrom, der die Membran weiter depelarignd bei erregbaren
Zellen Aktionspotentiale auslésen kann. Spannungsabhangiarnéle leiten dagegen einen
K*-Auswartsstrom, der die Membran wieder repolarisiert und in Neellenz die
Aktionspotentiale beendet. Der andauernde *-Akiswartsstrom  verschiebt das
Membranpotential in Richtung des*{Gleichgewichtpotentials, das ca. —80 mV betragt.
Dadurch wird das Membranpotential voribergehend negativer als das Ruhapatent

Zelle. Man spricht von einer "Hyperpolarisation”.

1.1 Hyperpolarisationsaktivierte und zyklisch Nukle otid-gesteuerte
lonenkanéle

Strome durch Hyperpolarisationsaktivierte und zyklisch Nukleotidegeste lonenkandle
(hyperpolarization-activated andyclic nucleotide-gated channelHCN-Kanéale) wurden
elektrophysiologisch bereits Ende der Siebziger Jahre desenetdahrhunderts im
Sinusknoten des Saugetierherzens (Brown et al., 1Bi®yn und DiFrancesco, 1980;

Yanagihara und Irisawa, 1980) und in Photorezeptoren (Fain et al., B&d&; et al., 1979;
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Attwell und Wilson, 1980;Bader et al., 1982) beschrieben. HCN-Kanale kdnnen in
Nervenzellen, sensorischen Zellen, Muskelzellen, aber auch in einigeemegtiaren Zellen
nachgewiesen werden (Ubersicht: DiFrancesco, 1B@pe, 1996Gauss und Seifert, 2000;
Kaupp und Seifert, 2001; Robinson und Siegelbaum, 2003).

HCN-Kanéle besitzen einige so ungewohnliche und charakteristisgaadehaften, dass sie
zunachst auch alg-Kanale funny) oder }-Kanale Queel) bezeichnet wurden (Pape, 1996).

Im folgenden sollen diese Eigenschaften kurz beschrieben werden.

1. Spannungsabhangigkeit der Aktivieruniin Gegensatz zu den meisten anderen
spannungsabhangigen lonenkanalen werden HCN-Kandle nicht durch DBepiolarider
Zellmembran, sondern durch Hyperpolarisation aktiviert. Deshalb wustenauch als

I-Kanéle biyperpolarization-activatedbezeichnet.

2. lonenselektivitatHCN-Kanale weisen eine ungewdhnliche lonenselektivitat aufsiSce
schwach K-selektiv, leiten aber auch Néonen. Die relative Permeabilitat von Na
gegeniiber K-lonen (R4/Px) ist abhéngig von der Konzentration extrazellularéidhen und
variiert zwischen 0,2 und 0,4 (Edman et al., 198@strin, 1987;Maricq und Korenbrot,
1990; Wollmuth und Hille, 1992Solomon und Nerbonne, 1993). Auch extrazellulare ClI
lonen beeinflussen die Permeationseigenschaften der HCN-K#Ralge, 1996). Die
schwache K-Selektivitat unterscheidet die HCN-Kanale sowohl vorsKlektiven Kanalen
(Pne/Pk < 0,09; Hille, 1992), als auch von nicht-selektiven KationenkanalggRP= 1,
Hille, 1992). Unter physiologischen Bedingungen liegt das Umkehrpaleiati HCN-Kanéale
bei etwa -30 mV. Daher leiten HCN-Kanale nach HyperpolarisationMimbran einen
Na'-Einwartsstrom, der die Membran depolarisiert. Funktionell gehoeerdamit zu den

einwartsgleichrichtenden Kanélen.

3. Pharmakologie Geringe Konzentrationen extrazellularer *-@men blockieren
spannungsabhangig die HCN-Kanale (Noma et al., 1B83ancesco, 1985). Dagegen sind
HCN-Kanale gegeniiber extrazellularen?Binen relativ unempfindlich, wodurch sie sich
von den klassischen einwartsgleichrichtenderi-Kinalen (sogenannte ;KKanalen)

unterscheiden (DiFrancesco, 1985).

4. Anderung des Offnungsverhaltens durch zyklische Nukle®@@e spannungsabhangige
Offnen der HCN-Kanéle verandert sich, wenn cAMP oder cGMP anKaaslprotein

gebunden sind. Eine Erh6hung der cAMP-Konzentration verschiebt beispielsweis
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isolierten Schrittmacherzellen des Kaninchenherzens die Aktivigkunge um ca. 10 mV zu
positiveren Spannungen (DiFrancesco und Tortora, 1991). Dadurch 6ffnen die &GiNeK
bereits bei weniger negativen Membranpotentialen. Au3erdem wirdktigrerungsprozess

in Gegenwart von sattigenden cAMP-Konzentrationen deutlich schneller.

5. Anderung des Offnungsverhaltens durch ProtorRnotonen konnen HCN-Kanéale auf
verschiedene Weise beeinflussen, je nachdem auf welcherdgeifdembran sie wirken.
Eine erhdhte intrazellulare Protonenkonzentration verschiebt die Akingeder HCN-
Kanéle zu negativeren Spannungen. Auf3erdem wird die Spannungsabhangigkeit der
Aktivierung groéRRer. Der Effekt wird durch die Bindung von Protonen an estidii auf der
intrazellularen Seite des Transmembransegmentes S4 vernitégltapparente pKWert
liegt bei 7,6 (Zong et al., 2001).

Wird die extrazellulare Protonenkonzentration erhoht, treten entgeggarte Veranderungen
auf. Die Aktivierung wird zu positiveren Spannungen hin verschoben, ihre Spaanung
abhangigkeit nimmt ab. Aul3erdem aktivieren die HCN-Kanéle dbusiichneller. Der
apparente pkWert ist kleiner als 6,0 (Stevens et al., 2001). Die Bindedtallextrazellulare
Protonen ist nicht bekannt. Die Veranderung des Offnungsverhaltendt spie
Geschmackszellen eine Rolle. Ein Teil von Geschmackszellen egprifCN-Kanéle. Die
Kanéle tragen zur elektrischen Antwort der Zelle auf saure Reize bei.

Es gibt einige Hinweise darauf, dass die Aktivitdit der HCN&@nauch durch andere
Mechanismen moduliert wird. Dazu zahlen die Phosphorylierung des Kaealpratowie

die Wechselwirkungen mit Galonen oder mit anderen Proteinen (Ubersicht: Pape, 1996).

Obwohl HCN-Kanale bereits seit tiber 20 Jahren elektrophysiclogistersucht wurden, war
ihre Aminosauresequenz lange Zeit unbekannt. Mittlerweile igeksmgen, die Gene der
HCN-Kanéle von verschiedenen Wirbellosen und Wirbeltieren zu kloniéréhrend in den
Wirbellosen S.purpuratus H.virescensund D.melanogasterfjeweils nur ein einziges Gen
gefunden wurde (Gauss et al., 1988ieger et al., 1999Marx et al., 1999), wurden in den
bisher untersuchten Saugetieren jeweils vier verschiedene Gad€NiKanale identifiziert
(Santoro et al., 199T,udwig et al., 1998Santoro et al., 1998; Ludwig et al., 1999; Seifert et
al., 1999; Shi et al., 199%hii et al., 1999bersicht: z.B. Kaupp und Seifert 2001). In einer
Fischart, Oncorhynchus mykiskonnten Homologe zu dreien dieser vier Gene gefunden
werden (Cho et al., 2003). Die vier Isoformen werden als HCNH®N4 bezeichnet, wobei
die Spezies durch ein Prafix gekennzeichnet wird (luman m = mouse r = rat; etc.)

(Clapham, 1998). Alle vier Kanaltypen wurden inzwischen in heterologen

3
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Expressionssystemen elektrophysiologisch untersucht (Ludwig,et988; Santoro et al.,
1998; Ishii et al., 1999; Ludwig et al., 1999; Seifert et al., 1999; Santosrd.,e2000;
Moosmang et al., 2001). Jeder Kanaltyp war dabei in der Lage, Bomaonoligomeren

Komplex mit charakteristischen elektrophysiologischen Eigenschaftedzum bi

1.2 Strukturelle Eigenschaften von HCN-Kanalen

Die HCN-Kanale sind sowohl mit den spannungsabhangigeikakialen aus den "Shaker'-
und ,EAG"-Familien, als auch mit den zyklisch Nukleotid-gesteuelt@enkanalendyclic
nucleotide-gted channetlsCNG-Kanéle) phylogenetisch verwandbbildung 1-1 zeigt ein
Modell der transmembranalen Topologie der HCN-Kanale, das sicreaviodstellung tber
die Struktur der K-Kanale (Miller, 1991; Jan und Jan, 199®ngs, 1992) und der CNG-
Kanéle (Henn et al., 1995) anlehnt. Eine HCN-Untereinheit weist viecmsechs Trans-
membransegmente (S1-S6) auf. Der N- und der C-Terminus liegeazeihilar. Der
Spannungssensor besteht mindestens aus den Segmenten S2, S3 und S4nduen&uoze
setzt sich aus S5 und S6 zusammen. Zwischen diesen beiden Segménd=t &ieh die
porenbildende Region, die maRgeblich die Selektivitats- und Leitfalsgiganschaften der
lonenkanéale bestimmt (MacKinnon und Yellen, 1990; Yellen et al., 188dl; und Schwarz,
1991; Backx et al., 199Eismann et al., 19941acKinnon, 1995).

Den eigentlichen Spannungsfihler bilden acht bis neun positiv gelademes@mien im
Transmembransegment S4 (Mannikko et al., 2002; Bell at al., 2004). Dieses Motiv ist von den
spannungsabhangigen NaK*- und C&"-Kanalen bekannt (Ubersicht: Stiihmer, 1991; Jan
und Jan, 1992; Pongs, 1992). Einige der Aminosauren in S4 stehen bei positiven Spannunge
in Kontakt mit dem extrazellularen Medium, bei negativen Spannungenra@ntakt mit

dem intrazellularen Medium. Die Konformation des Kanals ist in dimgebung von S4
spannungsabhangig (Mannikkd et al.; 2002, Bell at al., 2004; Vemana et al., BéD4).
verwandten Kandlen der ,Shaker* und ,EAG“Familien kommt es wahrend de
Konformationsdnderungen zu Wechselwirkungen zwischen positiv geladenen Aminaséure
S4 und negativ geladenen Aminosauren in S2 und S3 (Silvermann et al., 20BN}
Kanalen befinden sich negativ geladene Aminosauren an homologepr&rsin S2 und S3.

Vermutlich wird die Konformation des Spannungssensors durch Salzbruekdrsistt. Die
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Kristallstruktur eines spannungsabhangigen Kanals aus dem Baktdgtopyrum pernix

zeigt Salzbricken zwischen entsprechenden Aminosauren in S2 und S4 (Jiang et al. 2003).

Es ist nicht bekannt, welcher Mechanismus die Konformationsanderun@pdesungs-
sensors auf die Porenregion Ubertragt. Erste Experimente l|agsenuten, dass die
intrazellulare Verbindung zwischen S4 und S5 den Spannungssensor rRibrdekoppelt
(Chen et al., 2001).

Im C-terminalen Bereich besitzen HCN-Kanéle, &hnlich wie e@ale und cAMP/cGMP-
abhangige Proteinkinasen, eine Bindestelle fir zyklische NukleotiN&IR-Bindestelle;
Takio et al., 1984; Weber et al., 19&gupp et al., 1989).

[ Porenregion

extrazellular

intrazellular

cNMP-Bindestelle

COOH

extrazellular

intrazellular

Abbildung 1-1: Modell der transmembranalen Topaogier HCN-Kanale. Im oberen Teil ist die
transmembranale Topologie einer Untereinheit dedN#@nals mit den sechs transmembranalen Segmenten
(S1-S6), der porenbildenden Region (Porenregiorg dar Bindestelle fur zyklische Nukleotide (cNMP-
Bindestelle) dargestellt. N- und C-Terminus derypeptidkette sind mit NiHbzw. COOH gekennzeichnet. Die

untere Skizze zeigt, wie sich vier Untereinheitareimem funktionellen Kanal zusammenlagern.
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Die Aminosauresequenzen der vier HCN-Kanaltypen sind stark homOlmy.grofdte
Ahnlichkeit besteht in einem Abschnitt, der vom ersten transmembraSaigment (S1) bis
zum Ende der cNMP-Bindestelle reicht (80 bis 90 % Aminosaureidgniitéieé N- und C-
terminalen Abschnitte der vier Polypeptidketten weisen nur eifmsvashe Sequenz-

ahnlichkeit auf.

Vermutlich lagern sich wie bei den"#analen (MacKinnon, 1991) und den CNG-Kanalen
(Kaupp, 1995; Liu et al., 1996) auch bei den HCN-Kanalen vier Untereinheit&mnem
funktionellen Kanal zusammen. Es wurde gezeigt, dass solche Kanalkemples
verschiedenen Untereinheiten bestehen kdnnen. In verschiedenen heterologen
Expressionssystemen bilden Untereinheiten von HCN1 und HCNZ2 sowie vor2 KN

HCN4 funktionelle Kanale. Erste Experimente deuten darauf hin, dass im Hirn

Kanalkomplexe aus HCN1- und HCN2-Untereinheiten existieren (Much et al., 2003).

1.3 Die physiologische Bedeutung von HCN-Kanalen

Werden HCN-Kandale aktiviert, leiten sie einen N@anwartsstrom, der die Zellmembran
depolarisiert. Sie spielen daher eine wichtige Rolle in vielervé¥eellen, sensorischen
Zellen, Muskelzellen, aber auch in einigen nicht erregbaren ZdH&iN-Kanale haben
mehrere Funktionen. Sie sind an der Erzeugung und Regulation zellthgtemischer
Aktivierungsmuster beteiligt. Sie schitzen die Zelle vor zu gréfigerpolarisation; und
sind auch an der Verarbeitung einkommender synaptischer Signaldigbetdelche
Aufgaben HCN-Kanéle in den verschiedenen Zellen genau erfullen, daagh ab, mit

welchen anderen lonenkanalen sie zusammenwirken.

HCN-Kanéle in Schrittmacherzellen des Herzens:

Die physiologische Bedeutung der HCN-Kanéle ist besonders gdennprimaren und
sekundaren Schrittmacherzentren des Herzens untersucht (Ubé#fchticesco, 1993). Bei
den Schrittmacherzentren handelt es sich um wenige spezialisiagkelzellen im Herzen,
die selbstandig Aktionspotentiale in rhythmischer Abfolge erzeugenekdmdie endogenen

Oszillationen des Membranpotentials werden durch das Zusammermpiglindestens vier
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verschiedenen lonenkanalen erzeugt: Zwef*®analtypen, ein K-Kanal und der als
"Schrittmacher-Kanal" bezeichnete HCN-Kanal. Die Entsteheomg Aktionspotentialen in

den Schrittmacherzentren lasst sich wie folgt darstellen (Abb. 1.2):

Membran-
spannung
mV
(mV) "
Ca*- Ausstrom
Einstrom

Na'- \

Einstrom

"Schrittmacher"-
Depolarisation

Zeit (sek)
Abbildung 1-2: Erzeugung von rhythmischen Aktiongmialen in Schrittmacherzellen des Herzens. Dsefje
ist die zeitliche Anderung des Membranpotentialsdpontaner Aktivitit in Schrittmacherzellen desrzéms.
Drei unterschiedliche lonenstrome sind an der Ehtstg der Aktionspotentiale (schwarze Kurve) bigteiDie
Ausschittung von Adrenalin durch postgangliondrarNieen des Sympathikus bewirkt eine Beschleuniglang

Herzschlagfrequenz (graue Kurve).

HCN-Kanéle werden durch Hyperpolarisation der Membran gedf8ietleiten dann einen
Einwartsstrom, der die Membran langsam depolarisiert ("Stiatter-Depolarisation™). Bei
einem Membranpotential von etwa -50 mV werden spannungsabhanditj&adale des
T-Typs aktiviert. Diese leiten dann einen transientefi-Emstrom, der die Membran weiter
depolarisiert. Bei einem Membranpotential von etwa -30 mV werdéhiGmale des L-Typs
aktiviert, die dann ein G&Aktionspotential auslésen. Infolge der Depolarisation schlieRen
die HCN-Kanéale und spannungsabhangigeKiinale werden aktiviert. Der "KAusstrom
fuhrt zu einer Repolarisation der Membran. Am Ende des Aktionspoteitiggis das
Membranpotential nahe des "IGleichgewichtpotentials (ca. -80 mV). Durch diese
Hyperpolarisation werden die HCN-Kanéle erneut getffnet uschdahste Aktionspotential

wird vorbereitet. Die Frequenz, mit der die Aktionspotentiale aufiei@afolgen, hangt davon
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ab, wie viele HCN-Kanale geoffnet werden. Die Ausschittung von Alinersiirch
postganglionare Neuronen des Sympathikus erhoht Uber eine G-Proténgigieh
Signalkaskade die intrazellulare cAMP-Konzentration. Durch dirBktdung des cAMP an
das HCN-Kanalprotein wird die Aktivierungskurve des HCN-Kanal$machts verschoben,
d.h. der Kanal 6ffnet schon bei weniger negativen Spannungswerten. Dadudchligvi
"Schrittmacher-Depolarisation” beschleunigt und die Herzschipugre erhéht sich (graue
Kurve). Die Ausschuttung von Acetylcholin durch parasympathische Neufoherdagegen
zu einer Abnahme der intrazellularen cAMP-Konzentration und damit emer

Verlangsamung der Herzschlagfrequenz (nicht gezeigt).

Die rhythmischen Aktivierungsmuster werden in den primarenit8olacherzentren (Sinus-
knoten bzw. Sinus venosus) erzeugt. Die Aktionspotentiale werden dandigilsekundéren
Schrittmacherzentren (Atrioventrikularknoten, Hiss'sche Bindel undrifefdsern) auf den

gesamten Herzmuskel Gibertragen und l6sen eine Kontraktion aus.

HCN-Kanéle in zentralen Neuronen:

Auch in zahlreichen Regionen des Gehirns erfillen HCN-Kandle diektien von
Schrittmacher-Kanalen. Ein besonders gut untersuchtes Beispiel sbhad lbastimmte
Neuronen im Thalamus, die fir die Regulation des Schlaf-Wachrhythomusntscheidender
Bedeutung sind (Pape und McCormick, 1988cCormick und Bal, 1997;Luthi und
McCormick, 1999). HCN-Kanale beeinflussen dabei nicht nur die Rhythmsgeme
einzelnen Zellen, sondern auch die Aktivititsmuster, die sich aus Zilsammenspiel
verschiedener Zelltypen ergeben. Fir sensorische Information auf \Gem zur
Grof3hirnrinde ist der Thalamus eine wichtige Schaltstelle. Hied wie Weiterleitung
reguliert. Wahrend einiger Schlafphasen treten rhythmische @smkn der elektrischen
Aktivitat auf. Sie erstrecken sich auf ein Netzwerk aus thiglzimen und kortikalen Zellen.
Die physiologische Bedeutung dieser Oszillationen ist noch nichst&adig aufgeklart.
Vermutlich regulieren sie den Informationsfluss durch den Thalamuden ersten Phasen
des Schlafes treten sogenansgendle wavesauf. Innerhalb von eins bis drei Sekunden
wachst zunéchst die elektrische Aktivitdt im Frequenzband zwisdBbensund vierzehn
Hertz zunachst, um anschlie3end wieder auf den Ausgangswert zu sirdses Bnwachsen
und Schwinden wiederholt sich alle drei bis zwanzig Sekunden. Didsghmus entsteht

durch eine Ruckkopplung durch GABAerge und erregende Nervenzellen, ldien szevei
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unterschiedlichen Regionen des Thalamus befinden. Erregte GABA¥egeenzellen
verursachen Salven von inhibitorischen postsynaptischen Potentialdenirerregenden
Zellen. Die transiente Hyperpolarisation ermdéglicht die Aktivierung voryf-G&*-Kanalen.
Diese losen weitere Aktionspotentiale aus, die wiederum die GAdHR Nervenzellen
erregen. Diese feuern: die Ruickkopplungsschleife ist geschlossefabidtinstrom durch
die T-Type C4&'-Kanale erhoht die intrazellulare €a&onzentration. Vermutlich wird eine
Cd*-abhangige Adenylatzyklase aktiviert und erhoht die cAMP-Konzeoirathls Folge
davon aktivieren HCN-Kanale schon bei weniger negativen Spannungen. DEins@om
verschiebt das Ruhepotential zu positiveren Spannungen, wodurch die Talyisa@ale
inaktiviert werden. Die Ruckkopplungsschleife wird unterbrochen. Sie kamnitedoeginnen,
wenn die cAMP-Konzentration wieder gesunken ist, ein Teil der HChakeawieder
deaktiviert ist und das Ruhepotential der Zelle die Schwellechtreat, unterhalb dessen
T-Typ C&*-Kanale aktiviert werden konnen. Der Zeitverlauf dieser Prezbsstimmt die
Dauer der Ruhephase zwischen zwei Phasen erhdhter Aktspiétie3. HCN-Kanéle sind
also am Abschalten der Oszillationen beteiligt und sind mitbestimd flr die Dauer der

Pause zwischen zwspindles

In spateren Phasen des Schlafes treten andere Oszillationen an digeBspliedle wavesEs
handelt sich um eine Aktivitat im Frequenzbereich zwischen 0,5 und #%.HBrese
Rhythmen kénnen auch an isolierten Zellen beobachtet werden. Siehentsturch ein

Wechselspiel von HCN-Kanale und T-Type’GKanalen.

In vielen Klassen von Neuronen bestimmen HCN-Kanéle, zusamriteld "ranilen, das
Ruhepotential. Dem Einwartsstrom von ‘Nanen durch HCN-Kanéle wirkt der Ausstrom
von K'-lonen entgegen. Wie die Rhythmogenese im Thalamus zeigt, kann diggBetedes
I-Stroms am Ruhepotential einen grof3en Einfluss auf die Integrayinaptischer Signale
haben. Beaumont und Zucker (2000) haben Hinweise darauf gefunden, dass psasynapt
l,-Stréome Uber die Serotonin-induzierte Anderung der cAMP-Konzentratiekt can der

Kontrolle der synaptischen Transmission beteiligt sind.
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HCN-Kanéle in Photorezeptoren:

In Photorezeptoren der Wirbeltiernetzhaut (Retina) wurde schoreinihyperpolarisations-
aktivierter lonenkanal mit den typischen biophysikalischen Eigensohdée HCN-Kanéle
beschrieben. HCN-Kanéale konnten elektrophysiologisch in den Innensegmsentenl von

Stabchen (Fain et al., 197Bader et al., 197%ttwell und Wilson, 1980Bader et al., 1982),
als auch von Zapfen (Attwell et al., 1982; Barnes und Hille, 188%jcq und Korenbrot,

1990) nachgewiesen werden.

Das Membranpotential der Photorezeptoren wird negativer, wendusid Licht gereizt
werden. Dadurch wird am synaptischen Endglied der Sehzelle wel@gaamat
ausgeschiittet (Uberblick: Stryer, 19%au, 1994;Miiller und Kaupp, 1998). Ein starker
Lichtreiz hyperpolarisiert die Membran so stark, dass HCN-Kagétiviert werden. Diese
leiten dann einen depolarisierenden Einwartsstrom, der die Dauer orgditdle der
Hyperpolarisation begrenzt. In Folge dessen schiitten die Photarereptieder verstarkt
Glutamat aus. HCN-Kanale wirken also den Effekten einekestdrichtreizes entgegen und

sind somit an der Lichtadaptation in Photorezeptoren beteiligt.

1.4 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die molekularen Grundlagen fir denuganfl
extrazellularen pH-Wertes auf HCN-Kandale untersucht. Exitddaet Protonen verandern
das Offnungsverhalten sehr stark. Wenn es gelingt, die Mechan@ufruklaren, welche die
Geschwindigkeit und die Spannungsabhangigkeit der Kanal6ffnung sccengkinflussen,

kann moglicherweise der Offnungsvorgang selbst besser verstanden werden.

Ziel der Arbeit war es, am Kanal rHCN1 den Sensor fir extuddee Protonen zu
identifizieren. Weiterhin galt es, den Mechanismus und die Wecinkehg der Protonen mit
dem Kanal zu charakterisieren. Der Austausch einzelner Aminosiure die elektro-
physiologische Charakterisierung der entsprechenden Kanal-Mutanitenk&iren, welche
Aminosduren an der Bindung von extrazellularen Protonen beteiligt. shus den
Aktivierungseigenschaften der Mutanten sollten Schlisse Uber den Mechanider

Wechselwirkung von Protonen und Kanal gezogen werden.
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2 Material und Methoden

Die verwendeten Chemikalien wurden in p.A.-Qualitdt von den Firmen rgkram
Bioscience, Invitrogen, Merck, Molecular Probes und Sigma-Aldrich bez&jemikalien

und Fertiglésungen fur die Zellkultur wurden von der Firma GIBCO/Invitrogen bezogen.

2.1 Elektrophysiologie

2.1.1 LoOsungen

Alle Experimente wurden mit den folgenden Medien durchgefihrt:

Extrazellulare Losung: Intrazellulare Losung:
ES2 SIS
135 mM NacCl 10 mM KCI
5 mM KCI 1C mM HEPES
3 mM MgCl, 1C mM EGTA
2 mM CaCp 27 mM KOH
10 mM HEPES pH 7.4
10 mM Glucose 215217 mosm
4 mM NaOH
pH 7,3

292-298 mosm

Extrazellulare Lésungen mit pH-Werten kleiner als pH 7,3 wulsFgestellt, indem ES2 mit
HCI titriert wurde. Die Konzentration der permeierenden lonehukd Na* blieb dabei
praktisch konstant. Die Losung mit pH 8,1 wurde aus ES2 hergestellt, lydeviol%. 10 M
NaOH zugegeben wurde. Die Konzentration vohélderte sich wiederum nur minimal, die

Konzentration von N&stieg von 139 auf 143 mM.

2.1.2 Gerate und Programme

Gerate:

Schwingungsgedampfter Tisch (Newport Corporation, Irvine, Ca, USA)
Mikroskoptisch Gibraltar (Burleigh, Victor, NY, USA)

Aufrechtes Mikroskop Nikon Eclipse E600FN (Nikon, Dusseldorf)

Optische Filter und Spiegel (Chroma, Rockingham, VT, USA)
Quecksilberdampflampe (100W, Nikon)

Elektro-mechanischer Mikromanipulator SM 1 (Luigs und Neumann, Ratingen)
Mechanischer Mikromanipulator (Narishige International, London, Gro3britannie

patch-clampVerstarker L/IM EPC-7 (List-electronic, Darmstadt)
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A/D-D/A-Wandler Digidata 1200 (Axon Instruments, Union City, CA, USA)
IBM-compatibler PC P3-900 MHz

Schwinganker-Saugpumpe SP 203S (Rockingham, VT, USA)

Programme:
Softwarepaket fur Elektrophysiologie pClamp 8.0 (Axon Instruments, Union CitylJSA)

IGOR Pro 4.09A (Wavemetrics Inc., Lake Oswego, OR, USA)

2.1.3 Die patch-clamp -Technik

Alle Experimente wurden mit depatch-clampTechnik durchgefuhrt (Membranflecken-
Klemme) (Hamill et al., 1981). Die Technik wurde erstmals von NahdrSakmann (1976)
beschrieben. Entworfen wurde sie ursprtinglich fir die Messung von étrdunch einzelne
lonenkandle — diese betragen teilweise weniger als 1 pA. Dazieiwnifdecken gatch der
Membran durch engen Kontakt mit der Pipette elektrisch vom ehtridzen Medium isoliert
(siehe Abbildung 2-1 A). Fir die Messung der sehr kleinen Stromesishotig, das
Grundrauschen zu reduzieren. Es entsteht durch Schwankungen des Leckstesnves,
allem durch den Spalt zwischen Pipette und Zellmembran fliefiénBvesentlichen Beitrag
zu den Schwankungen liefert das thermische Rauschen. Seine Vatianmgskehrt
proportional zum Widerstand, Uber den der Strom fliel3t. Die Oberflé&zhderer
Glaspipetten und die Zellmembran wechselwirken Gber Wassersikéor, Salzbriicken und
Van der Waals-Kréfte (Corey und Stevens, 1983; Ophasi und Webb, 1994). Digichiea
nadhern sich dadurch bis auf etwa 1 nm (Corey und Stevens, 1983). Dabeidste
Widerstand, tber den der Leckstrom flie3t, auf mehrere GigaohmR&aschen ist dann so

gering, dass der Strom durch einzelne lonenkanéle aufgeltst werden kann.

Abbildung 2-1: Schematische Zeichnung vpatch-clampKonfigurationen (aus: Numberger und Draguhn,
1996). (A) Der Strom durch die lonenkandle einesclkdns der intakten Zellmembran kann gemessen werde
(on-cel). (B) In der Ganzzell-Konfiguration kann der Stralurch die gesamte Zellmembran gemessen werden
(whole-cel).
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Die Ganzzell-Konfiguration

In dieser Arbeit wurde eine Variante dpatch-clampTechnik verwendet, die Ganzzell-
Konfiguration. Sie erlaubt es Strome Uber die gesamte Zelmwanzu messen. Dazu wird
der Membranflecken innerhalb der Pipettenspitze durch Unterdruck odér einen 5 ms
langen Spannungspuls beschéadigt, ohne dabei den engen Kontakt zwischen Urigett
Membran zu zerstoren. Es entsteht eine Verbindung zwischen derenrawr Pipette und
dem Zytosol (siehe Abbildung 2-1 B). Man nimmt an, dass die Lésungnerdn einer Zelle
nach relativ kurzer Zeit mit der Pipettenlésung ausgetauscht wDeldeZugangswiderstand
Rz zwischen Pipette und Zellinnerem betrdgt noch etwa 6 bis Q0 der Ganzzell-
konfiguration kann der Leckstrom stark variieren, selbst wenn dgentiche Glas-
Membrankontakt noch intakt ist. Ein Grund hierfur sind bestimmtedlegkeiten der Zelle,
die sich bei verschiedenen Zellen zum Teil stark unterscheidenn8alkaWiderstand, tber
den der Leckstrom fliel3t, nach wie vor grofRer als(l €&in. Stromableitungen sind auch
maoglich, wenn er nur einige hundert Megaohm betragt. Wichtig ist, slaesWert Uber
mehrere Minuten stabil ist. Die Aktivierung der lonenkanéle, die masrsughen will, muss
den Widerstand der Zellmembran auf einen Bruchteil des Ausgarigsvgenken, um ein
akzeptables Signal-zu-Rauschverhéltnis zu haben. Ein BeispielzgaftirAbbildung 3-15 C
in Kapitel 3.2.1. Hier betragt der Widerstand der Ganzzell-Kordigum bei geschlossenen
Kanélen (bei -30 mV) etwa 300 Bei -100 mV fliel3t ein Strom von -1 nA. Das entspricht

einem Widerstand von 0,1 ® 3000fach weniger als mit geschlossenen Kanélen.

2.1.3.1 Messprinzip degatch-clamp-Verstarkers.

Die Referenzelektrode in der extrazellularen Losung und die diddsode in der Pipette
sind mit den Eingangen des Vorverstarkers verbunden (siehe Alpitdnh Die Spannung
zwischen den Elektroden wird an einem Operationsverstarker standig dari
Kommandospannung ¢¥q verglichen. Besteht eine Differenz, so wird per Rickkopplung
durch den Widerstand:Rein Strom in die Pipette injiziert, der diese Differenzringert.
Durch das sehr schnelle Ansprechen des Operationsverstarketenwé&nderungen der
Pipettenspannung wahrend eines Experimentes innerhalb weniger pglialnege Deutlich
mehr Zeit wird benétig, wahrend einer Ganzzell-Messung die Spannung dédre
Zellmembran zu &ndern (siehe ,Zugangswiderstand” im Kapitel 2.1.3.3).

Durch die Eingange eines Operationsverstarkers fliel3t kein Stremgd3amte Strom |, der
zwischen Pipette und Referenzelektrode fliel3t, wird also Uber denrdféide R in die

Pipette injiziert. Dabei fallt eine Spannung *VR; -1 ab. Sie wird an einem weiteren
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Operationsverstarker stromfrei gemessen. Der Widerstandt Rekannt und damit auch
| =VemdRs . Beim EPC-7 betragt:B00 MQ.

Der Ruckkopplungsprozess findet im Vorverstarker statt, die Spannuig-NMwird im
Hauptverstéarker bestimmt. Hier wird das Signal auch weéestarkt und tber einen Tiefpass
gefiltert (3 kHz 3-pole Bessel-Filter). Im A/D-Wandler widhs Signal mit einer Abtast-
frequenz von 5 bis 10 kHz digitalisiert.

Messpipette %
V.
- Sy  Strom-
| + messung

Referenzelektrode

§€ Vemd
Kommando-
spannung

Abbildung 2-2: Aufbau depatch-clampVorverstarkers

2.1.3.2 Spannungs- und Stromkonventionen

Der Referenzelektrode wird das Potential 0 mV zugeschrieben. SpgEmuwerden relativ
zur Referenzelektrode angegeben. Positive Spannungen bedeuten, dasiindaseZgegen-
Uber dem Bad positiv geladen ist. Bei negativen Spannungen ist desetellgegentber
dem Bad negativ geladen. Kationen, die die Membran von innen nach auf3en @perquer
erzeugen positive Strome (Auswartsstrome), Kationen, die die Memvbraraul3en nach

innen Uberqueren, erzeugen negative Strome (Einwartsstrome).

2.1.3.3 Praktische Aspekte des Messens
Der Zugangswiderstand

In Abbildung 2-3 werden die elektrischen Verhaltnisse bpaitch-clampExperiment in

einem Ersatzschaltbild verdeutlicht. Zwischen Pipettenelektrode utmsdybesteht ein
Zugangswiderstand R Die Zellmembran hat eine Kapazitdy @nd einen Widerstand\R

Die Elektronik des Verstarkers sorgt daflr, dass die Spannung henisBipette und
Referenzelektrode der Kommandospannugg¥ntspricht, indem sie einen Strom | injiziert.

Die Spannung Yng fallt zum Teil an i, und zum Teil an Rab. Es gilt \(4 =Vcmd— I'Rz. Die
Membranspannung weicht also von der Kommandospannung ab. Und zwar um so mehr, je

grof3er der Strom | und der ZugangswiderstangiRd.
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Die Grol3e des Zugangswiderstangdif auch entscheidend dafir, wie schnell die Membran-
spannung W geandert werden kann. Andert man die Kommandospannung sprunghaft, andert
sich iy exponentiell (siehe Abbildung 2-3). Die entsprechende Zeitkonstadtastv mit
wachsendem R 1 = Cy'RzRw/(Rz + Ry). Wenn keine lonenkandle aktiviert sind, ist der
Membranwiderstand wesentlich gréf3er, als der Zugangswiderstandiesem Fall gilt
T=CuRz.

R,
W
chd RM CM== VM
V,
chd
V, /T k Vi:  V,,=V,-LR,
T
| } . I, =V,/ (R,+Ry)
V tec e Ry
MR+ R,

Abbildung 2-3: Spannungsfehler und Verzégerung $fgmnnungsklemme durch, Rnach ,The Axon Guide*,
Axon Instruments). Ersatzschaltbild eingatch-clampMessanordnung. Der ZugangswiderstandurRd die
Membran (R, und G,) sind in Reihe geschaltet. Der Verstarker stéther, dass der gesamte Spannungsabfall
der Kommandospannung.y; entspricht. Bei einer konstanten Spannung V fl@fitkonstanter Strom I. Springt
Vmg @uf einen neuen Wert,ystellen sich die neuen Werte der Membranspaniyagund des Stromes it

einem einfach exponentiellen Zeitverlauf ein. Dagtkonstante betragt= Cy'Rz-Ru/(Rz + Ry).

Bei groem R stellt sich die Membranspannung,\hach einem Sprung der Kommando-

spannung weniger genau und langsamer ein. Beide Effekte kdnnen Uber drevider-

standskompensation dpatch-clampVerstarkers teilweise ausgeglichen werden. In der Regel
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wurde eine Kompensation k von 0,5 — 0,6 erreicht. Bei héheren Werten bedgann
Ruckkopplungssystem oft zu schwingen. Unter diesen Bedingungen istndedegte
Spannung vollig undefiniert. Diese Situation fuhrt oft zur Beschadigung der BeiléVerten

fur k von 0,5 bis 0,6 ist die verbleibende Spannungsdifferenz zwischen Kommamdio
Membranspannung normalerweise kleiner als 10 mV. In einzelnennFaliehs der
Zugangswiderstand bei sauren extrazellularen Losungen auf B& Q. In einem Fall kam

es dadurch zu einem Spannungsfehler von 30 mV.

Der Widerstand Rwurde wahrend eines jeden Experimentes mehrere Male bestimmt. B

der Analyse der Stromableitungen wurde die tatsachliche Membranspannuwimbtre
Vu =Veng - (1K) -I'R, Gleichung 1

Alle angegebenen Spannungen wurden so korrigiert. Aus diesem Gvirddser Index ,M*
nicht weiter benutzt. Spannungen V stehen im weiteren fir die Mespgaanung. Bei der
Darstellung von Spannungsprotokollen wird allerdings immer die Kommandosgannun

angegeben.

Kontaktpotentiale

Uberall, wo sich unterschiedliche elektrische Leitermaiernial beriihren, entstehen
Kontaktpotentiale. Sie verursachen zum Beispiel das unangenehme, Geiifirager von
Amalgamflllungen beim Ablecken eines Aluminiumléffels verspiren. Beatth-clamp
Experiment bertihren sich unterschiedliche Leitermaterialien sthiedenen Stellen des
Aufbaus. So zum Beispiel am Kontakt der Elektroden mit den Lésungenaatie an der
Pipettenspitze, wo die Loésungen SIS und ES2 in Kontakt kommen. Eshertste
Potentialdifferenz, die, wie alle anderen Kontaktpotentiale, vor dessivig kompensiert
wird. Bevor die Pipette die Zelle berihrt, wird die Spannung \0auV abgeglichen. Ist der
hochohmige Membran-Glaskontakt aber hergestellt, so stehen Bad- urtdrifiiseing nicht
mehr miteinander in Kontakt. Sie sind durch die Zellmembran getrerag. M@rmals
kompensierte Kontaktpotential existiert nicht mehr. Dadurch entsielet DifferenzAV
zwischen der tatsachlichen Spannung und der gemessenen SpannunghzZRefehenz- und
Messelektrode. Die Grof3e der Differenz h&ngt von der Zusammengeder Losungen ab.
Sie kann berechnet werden. Fur die Losungen ES2 und SIS ergildsreh7,8 mV. Durch
das Titrieren der Loésungen mit HCI &ndert sich die Differenz wenig. FiUr die sauerste
Losung (pH 4,0) betragt sie -8,1 mV. Wenn der Einfluss des Zugangstaicdes
berticksichtigt wird (siehe letzter Abschnitt), ist die wahrenNdranspannung stets etwa
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8 mV negativer als die gemessene Spannung. Dieser Unterschiedbgudds angegebenen

Spannungen nicht bertcksichtigt.

2.1.4 Messplatz und Messungen

Abbildung 2-4 stellt den Messstand und die elektrische Verschalteinginzelnen Kompo-
nenten schematisch dar. Die Komponenten sind in der Abbildung nummandrt
entsprechen im Text den Ziffern in eckigen Klammern. Die t@ei&omponenten sind auf
dem Mikroskoptisch befestigt [1] (Burleigh, Victor, NY, USA). In déitte der oberen Platte
befindet sich eine Plexiglasscheibe mit einer runden AussparungVieleskammer. Ihr
Durchmesser betrug 1,8 cm. Als Boden wurde ein Deckglaschenxogurn eingeklebt. In

die Messkammer ragen die Ag/AgCl-Referenzelektrode [2] (WBrlkecision Instruments,
Berlin), der kontinuierliche Zufluss [3] (0,3 ml/min), die Perfusionsié@] (Offnung ca.

0,6 mm, Durchfluss 0,8 — 1 ml/min), ein Abfluss [5] und die Messpipette [6].

(20]

(1]

—
T« |

Computer [14]

[13]

LMEPCT7[12] [* wg.\rﬁler

A

Vor-
verstarker
[11]

Mess-
pipette [6]

Referenz-

Messkammer elektrode [2]

kontinuierlicher

Absaug- Zufluss [3]

vorrichtung [5]

Perfusion [4]
Abbildung 2-4: Schematische Darstellung gatch-clampMessplatzes und die Verschaltung seiner

Komponenten. Erlauterungen im Text.
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Die Messpipette wurde mit einem elektromechanischen ManipulatofL{iis und Neu-
mann, Ratingen) positioniert, die Perfusionspipette mit einem mechan Manipulator [8]
(Narishige International, London, Grof3britannien). Die Position dertBnsgitzen und die
Zellen in der Kammer wurden durch das aufrechte Mikroskop [9] (Nikon, elics$)
beobachtet. Um die Zelle mit verschieden Messlosungen zu umspulen,eisuferfusions-
system eingesetzt. Von sechs VorratsgefalRen fihrte je dkonSchlauch zu einer
Perfusionsmischbatterie, die als Ausgang eine einzelne Padpgpette besall. Jedes
Vorratsgefald war mit einem separaten Hahn ausgestaitetem der Zulauf der jeweiligen
Losung manuell getffnet oder geschlossen werden konnte. Der Kgitsspiegel in der
Messkammer wurde durch eine Absaugvorrichtung [5] konstant gehaltendie
Pipettenldsung tauchte ein chlorierter Silberdraht ein, der mit Yemerstarker [11]
verbunden war. Er diente als Messelektrode. Uber die PipettenhgltanirVorverstarker
konnte ein Uber- oder Unterdruck im Inneren der Glaspipette angelegien. Die
Druckdifferenzen wurden durch eine kleine Spritze (1 ml) oder mit demd erzeugt. Der
Vorverstarker ist mit dem Hauptverstarker (L/M-EPC 7, Listtnic, Darmstadt)
verbunden [12]. Von dort wurde das Signal zu einen A/D-Wandler (Digiti2@8, Axon
Instruments) [13] Ubertragen und nach dem Digitalisieren direktdaufFestplatte eines
Personalcomputers [14] gespeichert. Das Programm PCLAMP @ver8il, Axon
Instruments) wurde zur Datenaufnahme und Auswertung verwendeteldKtrischen Geréte,
die mit Wechselspannung betrieben wurden, befanden sich aufRerhaltarddayBchen
Kafigs. Zur Anregung von GFP wurde Licht einer Quecksilberdammpita (100 W, Nikon)
Uber einen Epifluoreszenz-Eingang in die Mikroskopoptik eingekoppeltFlDaseszenzlicht
konnte im Okular beobachtet werden. Dazu wurde ein Filtersatz e é&nregungsfilter
(HQ 480 20 nm), einem dichroischen Spiegel (Q505 LP) und einem EmissiengHQ
535+ 25 nm) benutzt. Die optischen Elemente wurden von Chroma (Rockingham, V}, USA

bezogen.

2.1.4.1 Durchfihrung der Messungen

Fir die Messung wurden Glaspipetten aus filamentierten Bordglhlskapillaren (Auf3en-
durchmesser 1,5 mm, Innendurchmesser 0,87 mm; Hilgenberg) verwendeRipBteen

wurden nach dem Ziehen (DMZ Universal-Puller, Zeitz-Instrueefguerpoliert. Wenn sie
mit SIS geflllt waren und in ES2 eintauchten, betrug ihr Widers3and MQ. Erfolgreich

transfizierte Zellen wurden durch ihre GFP-Fluoreszenz iddetifizDie Offnung der

Perfusionspipette wurde knapp einen Millimeter vor einer Zelletipogrt. Um zu

18



2 Material und Methoden

Uberprufen, ob die Perfusion funktioniert, liel3 ich ES2 ausstromen und beobatibtete
Verschiebung von Zelltrimmern auf dem Boden der Messkammer. VoEddauchen der
patch-clampPipette wurde der Druck im Inneren leicht erhoht. Der Uberdruck nabehie,
dass die Pipettenspitze im Bad verstopfte. Spannungsdifferenzenhemiddess- und
Referenzelektrode wurden vor dem Zellkontakt abgeglichen. NachdeGladipipette auf die
Zellen aufgesetzt worden war, wurde der Druck ausgeglichen. AeRehlil wurde etwas
Luft angesaugt, um einen leichten Unterdruck herzustellen. Um rfolgen, wie sich der
enge Kontakt zwischen der Membran und dem Glas bildet, wurde ein Retetpuls von
+5 mV gegeben. Die Stromantwort konnte auf einem Bildschirm bediasetden. Die
Abdichtwiderstande lagen zwischen 1 und X0.G

Durch schwaches, langanhaltendes oder kurzes, starkes Ansaugen dreur@anzzell-
Konfiguration hergestellt. Anschlielend wurde die transiente Stroroantauf einen
Rechteck-Spannungspuls verwendet, um Zugangswiderstamdebranwiderstand jrund
Kapazitat Gy der Zellmembran zu bestimmen. Diese Funktion bietet das Modulp€lades
pCLAMP-Programmpakets. Die Strome wurden im Verstarkectdamen 3-Pol Besselfilter
mit einer Kantenfrequenz von 3 kHz gefiltert und mit 10 kHz digitalisiert.

Die Messungen fanden bei Raumtemperatur statt. Sie lag zwischen 21 und 27°@d8ie w

mit einem elektrischen Thermometer gemessen und notiert.
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2.2 Markov-Modelle
Zur Auswertung der Ergebnisse stitze ich mich auf Modellvorsteltunte folgenden

Abschnitt stelle ich mehrere physikalische Modelle zum Seéddélten von lonenkanélen
vor. Die Funktion eines lonenkanals wird dabei auf wenige diskrete Zustande meduzie
Stromableitungen von ganzen Zellen messen haufig Strome, die dukelKaigle flielen
(Makroskopische Strome). Sie sind graduell und kontinuierlich. Doch die zugjagehelen
mikroskopischen Stréme durch einzelne Kandle zeigen meist nur wengjeetei
Stromniveaus. In Analogie zu chemischen Reaktionen wird dieses \&chalten durch
Zustandsdiagramme beschrieben. Die Ubergange zwischen den verschigdst@nden
werden durch Ratenkonstanten beschrieben. Fir die Beschreibung von lolenmkanthoft
komplexe Modelle mit vielen Zustédnden notwendig. Sie werden matisematls Markov-
Ketten behandelt. In vielen Fallen kann man die Besetzung einesndestaicht direkt
beobachten, weil die Observable, der Leitwert des Kanals, fichredene Zustande gleich
ist. So haben alle geschlossenen Zustande den Leitwert 0. Dieé@adéustnd deshalb fir
den Experimentator verdeckt. Die entsprechenden Modelle werden etdepkte-Markov-
Modelle* bezeichnet. Statistische Analysen von Einzelkanalableiturmgyenohen daflr, dass
sich viele Aspekte der lonenkanale mit Markov-Modellen erster Oglbaachreiben lassen.
Der Term ,erster Ordnung* driickt aus, dass die Ubergangsnatenhvon vorangegangenen
Ubergangen abhangen - das System hat kein Gedachtnis. Die Groldas Wierhalten des
Kanals bestimmen, zum Beispiel die Spannung oder die Konzentration Legsexien,

beeinflussen im Modell die Ubergangsraten.

2.2.1 Gleichgewicht und Kinetik am Modell C=C

Das einfachste Diagramm, dass ein Schaltverhalten beschreibt ist:

C (&_’ @) Gleichung 2
p

Dabei steht Cqlosed fiir den geschlossenen, @oénedl fir den offenen Zustand des Kanals.
Die Parameten undp sind Ratenkonstanten, sie beschreiben die Ubergangswahrscheinlich-
keiten.
Betrachten wir Gleichung 2 fur die Beschreibung eines einzelnen lamask®ieser Kanal
ist fir eine bestimmte Zeit offen (O), dann folgt eineid®i, in der er keine lonen leitet (C).
Anschlie3end ist er wieder offen (O), und so fort. Die genaue \eauwer im offenen und
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geschlossenen Zustand kann nicht vorhergesagt werden, da es sich ustahastischen
Vorgang handelt. Die Verweildauer folgt einer ExponentialMeirtgi Der Erwartungswert
der Verteilung betragt &/ ftir den geschlossenen un@ Xiir den offenen Zustand. Bei der
Messung von Einzelkanalstromen kdonnen die mittleren Offen- und Geschiassernmd
damit die Parametar und 3 separat bestimmt werden. Die Wahrscheinlichkgjtdass der
Kanal offen ist, ist:

. a

Gleichung 3
T+ g

Gleichung 2 kann auch ein Ensemble von N lonenkandalen beschreiben, wie es in einer Ganz-
zellableitung beobachtet wird. Durch die Addition vieler Einzelkanalstronakeidbnen-

strom im Gleichgewicht praktisch konstant. Trotzdem 6ffnen und schlieRen standlg.Kana

Das Symbol C steht jetzt fur den Anteil der Kanéle, die im geschlossenamdusrliegen

und O=1 — C fur den Anteil offener Kanéle. Ist das System im Gleichgewichhtesigh fiir

die Zustande C und O:

a

o = at f Gleichung 4.1
= p Gleichung 4.2

Der Indexw deutet an, dass das Gleichgewicht nur asymptotisch erreichtér Anteil O
der offenen Kandle entspricht dem Ensemblemittel der Offenwardichkeit R. Da die
einzelnen Kanale unabhangig voneinander 6ffnen, haben OqotehBelben Wert.
Betrachten wir nun, mit welcher Zeitabh&angigkeit sich das elngegebene Gleichgeweicht
einstellt. Das Massenwirkungsgesetz verlangt, dass die Rat&mgange GO pro-

portional zu C ist. Der Proportionalitatsfaktor ist die Ratenkonstante

dc
9 _c+p0
a - s

undwegenC + O = 1gilt

C;_(f =B —(a+ p)C Gleichung 5.1

Fur die zeitliche Anderung von O erhalt man analog:

O('j_oza—(a+g)o Gleichung 5.2
t
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Wenn die Parameter und3 gedndert werden — zum Beispiel durch einen Spajssjnung,
verschiebt sich das Gleichgewicht, C und O nehnererWerte an. Durch Integration von

Gleichung 5.1 und Gleichung 5.2 erhalt man:

Ct)=C, +(C,—-C,)exp(-t/r) Gleichung 6.1

O(t) =0, +(0, -0, )exp(-t/1) Gleichung 6.2

r= : Gleich 7
a+ B eichung

Die makroskopisch messbare Zeitkonstankgngt also sowohl vom als auch vors ab. lhr
Wert ist unabhangig von den Besetzungszahlen QQuodd damit unabhangig vom Zustand
vor der Zustandsanderung. Unter bestimmten Bedigyurist es mdglichg und 3 aus
makroskopischen Messungen zu gewinnen, und zwaugeann, wenn eine der Ubergangs-
raten die Reaktion dominiert. Das ist zu Beispil Ball, wenn die Offenwahrscheinlichkeit

nach einer Zustandsénderung den Wert 1 anstrebdi€sen Fall ergibt sich aus Gleichung

4.1 und Gleichung 7:

o, =—%_=1
o+ p

also

o+ f=a

unddamit

_ 1 1
T a

vy

Ganz analog verlauft der andere Extremfall, in dexoh der Zustandsanderung alle Kanéle

Gleichung 8.1

schlie3en. Es ergibt sich:

C, = b =1
o+ p

also

atp=p

und damit
1

1
atp B

Gleichung 8.2

T —

Il

2.2.2 Spannungsabhéngigkeit und gating -Ladung
Die Besetzung der Zustande C und O kann auch mm#&nd&nergie in Zusammenhang

gebracht werden, genauer mit der Differed®/ der Energien. Im thermodynamischen
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Gleichgewicht bestimmt die Boltzmann-Verteilung, leteer Bruchteil der Kanale gedffnet

% = ex;{AW] Gleichung 9

ist:
kT

AW ist die Differenz der inneren Energier Jo. Bei einem spannungsabhéngigen System
muss4W von der Spannung abhéngen. In diesem Fall lailstetelektrische Feld Arbeit, die
zu einer Zustandsanderung des Systems fuhrt. Das tkar durch eine Umverteilung von
Ladungen geschehen. Dabei kann es sich um die Begegon Ladung relativ zum Feld
oder um die Anderung der Orientierung eines Dipwalsdeln. Die entsprechende Ladung ist
der sogenannte ,Spannungssensor des Kanals, gieanch Schaltladungyéting chargé
genannt. Man stellt sie als ein Vielfaches der Eetarladung gdar. Wird eine Ladunglde.
Uber die gesamte Membran bewegt, leistet das mEehké Feld die Arbeit M(d.. Mutations-
studien haben ergeben, dass wahrend der Aktiviemgrg spannungsabhangigen lonen-
kanélen einige Ladungen tatséchlich Gber den gesa8jpannungsabfall verschoben werden.
Im Allgemeinen kann aber nicht unterschieden werdbndie Ladung [@e Gber die gesamte
Spannung verschoben wird, oder ob ein Vielfach&&iglediglich tber einen Bruchteil V/im
der Spannung verschoben wird. Aufgrund dieser Ueitigkeit entspricht [@e nicht
unbedingt einer physikalischen Ladung. Die Groldeweird apparente Schaltladung genannt,
sie kann — im Gegensatz zu einer realen Ladungbroghene Werte z annehmen. Die

Spannungsabhangigkeit valV wird mathematisch so formuliert:
AW = AW, -Vzq, Gleichung 10

Dabei ist V die Spannung tUber der Membran A, die Energiedifferenz bei ¥0. Fir den
Spezialfall @ = C, = 0,5 folgt aus Gleichung 4W =0. Gleichung 10 vereinfacht sich damit

ZU:
0=4W, -zqV (O, = 05)
und damit
AW,
za: =V(, =05)=V,, Gleichung 11

V12 bezeichnet man auch als ,halbmaximale Aktivierspgsanung“. Setzt man Gleichung

10 in Gleichung 9 ein, so erhalt man:
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0. _ ex AW, ~Vzq Gleichung 12
C. KT

mit C + O = 1folgt

L =0 = 1 Gleichung 13
C,+0, =~ 1+exdW,-Vzq )/KT]

Einsetzen von Gleichung 4.1 und Gleichung 4.2 eicBlung 12 liefert:

& =ex M -2 Gleichung 14
C. KT B

Aus Gleichung 14 wird deutlich, dass ein spannupiggagiger Kanal auch spannungsab-

hangige Raten haben muss.

2.2.3 Verallgemeinerungen

Einige der Aussagen zum einfachsten Modell (Gleigh) kénnen so verallgemeinert

werden, dass sie auch fur komplexere Modelle r@istanden gelten.

1. Nach einer Stérung des Gleichgewichtes nimmt@fienwahrscheinlichkeit einen
neuen Gleichgewichtswert an. Der Zeitverlauf dieRaslaxation wird durch n-1
einfach exponentielle Funktionen beschrieben. deden-1 Zeitkonstanten ist eine
Funktion aller 2(n-1) Ratenkonstantep 3i. Sie sind unabh&ngig von der Besetzung

aller Zustande. Die Besetzungszahlen bestimmeKakdfizienten |, I, ...
() =1, +1,expt/r)+1,exp(t/r,)+..+1 expt/r, ) Gleichung 15

2. Das Verhaltnis der Besetzungszahlen von zweidaden wird durch die Boltzmann-

Verteilung bestimmt (Gleichung 12)

3. Istt die mittlere Verweildauer in einem Zustamd sinday,...0,, die Ratenkonstanten

der Ubergange, die von diesem Zustand ausgehgiit 81/ (01 +...+ap)

Die Bestimmung einzelner Ratenkonstanten und Kaefften ist kompliziert, wenn mehr als
zwei Zustande vorliegen. Das soll an einem Beismadleutlicht werden: Nehmen wir an, ein
lonenkanal besitzt 3 Zustande, zwei geschlossedeimen offenen. Das Zustandsdiagramm

ist dann:

24



2 Material und Methoden

o o
C,m C, @ O |
1 mfsl 2 'E[Bz Gleichung 16
Beim Ubergang €- C; soll schon ein Teil der Schaltladungizbewegt werden. Beobachten
wir nun den Ubergang in den Offenzustand O, einmmater Bedingungen, bei denen
Uberwiegend € vorliegt (vollstandig deaktivierte Kanéle), undneanderes Mal unter

Bedingungen, bei denen hauptsachlich lE2volkert ist (teilweise deaktivierte Kanéle).

Wesentliche Unterschiede werden beobachtet:

1. Wenn anfangs hauptsachlichlé&volkert ist, ist der Wert fur z kleiner.

2. Aus dem Zustand &ann der Offnungsprozess,(C0) insgesamt schneller ablaufen

als aus dem Zustand (C; - C, - O)

Die Parameter, die man aus makroskopischen Messubggtimmt, sind also nicht mehr
unabhéangig vom Ausgangszustand. Das wird zum Rmgbhkenn man die Ergebnisse von
Messungen unter unterschiedlichen Bedingungen adeunterschiedlichen lonenkanélen
vergleichen will. Solche Vergleiche setzten voraless der gleiche physikalische Parameter
bestimmt wurde. Das muss bei der Planung der Mgssubericksichtigt werden. Beispiels-
weise lasst sich der Wert flr z genauer bestimmenn man ihn bei sehr geringen Werten
von R (10* bis 10") bestimmt, weil dann wahrscheinlich der Zustandstrker bevélkert
sein wird (Almers, 1978). An spannungsabhangigeri Nand K™ -Kanalen wurden durch
solche Messungen bei extrem kleinen Offenwahrsthkkeiten friihere Abschatzungen der
gatingLadung von 6 auf etwa 12 Elementarladungen proaK&orrigiert (Hille, 2001).
Dieser Wert wurde mittlerweile durch direktere Meas$ahren bestatigt (Aggarwal und
MacKinnon 1996; Seoh et al., 1996)

2.2.4 Ein Modell fir HCN-Kanéale

Wahrend der Aktivierung von HCN-Kanalen nach ein@pannungssprung steigt der Strom
sigmoid mit der Zeit an. Dieser Zeitverlauf kanrr murch mehrere geschlossene Zustande
modelliert werden. Auch der Stromverlauf wéhrend Deaktivierung ist sigmoid. Daher
muss ein Model der HCN-Kanale mehrere offene Zukt&aufweisen. Altomare und
Mitarbeiter haben anhand von makroskopischen Abigién Zustandsmodelle fir HCN1,
HCN2 und HCN4 aufgestellt (Altomare et al., 200Dje Struktur der Modelle fur die
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verschiedenen Kanale ist identisch, sie untersehegich nur in den Ubergangsraten. Die

Modellannahmen sind einfach:

1. Jede der vier Untereinheit kann — je nach Rwsites Spannungssensors — zwei
unterschiedliche Zustande annehmen. Der ,nhachgébiustand beglnstigt die

Offnung der Pore, der ,zogerliche* Zustand begignsten Geschlossenzustand.

2. Unabhangig von den Zustanden der Untereinh&aen der gesamte Kanal offen oder

geschlossen sein.

Diese Modelle enthalten 10 Zustande. Durch einéndksinnvoller Annahmen wurde die
Anzahl der freien Parameter auf 7 reduziert (si@hb. 2-5). Damit konnten Stromspuren
beschrieben werden, die die Aktivierung bzw. Deadtung von HCN-Kanalen
widerspiegeln. Altomare und Mitarbeiter (2001) vendeten dabei allerdings keine
nummerischen Anpassungen. Die Werte der Parameatelew durch probieren ermittelt.

Die Aktivierung von HCN-Kanalen kann nach einemnsagden Beginn verhaltnismaRig gut
durch eine einfache exponentielle Funktion besbleriewerden. Altomare und Mitarbeiter
(2001) fanden, dass die entsprechende Zeitkonstapteeine gute Abschatzung der
Zeitkonstante des Ubergan@d—= O« ist. Es gilt alsaa.= 1/(a/a® + B@2). Durch die Koopera-
tivitdt der Untereinheiten 6ffnet der Kanal meisstewenn alle 4 Untereinheiten im ,nach-
giebigen* Zustand sind. Die Offnung des HCN-Karkisinte also vereinfachend durch ein
sequenzielles Modell (GC1-C2-C3-C4-04) beschrieben werden. Entsprechend
schliel3t der Kanal bevorzugt durch die Ubergéange. 03 02-.01- O~ C. Es gilt damit:
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4y 3y 2 y
C = Cl = C2 ——=0C3 = ~ C4
o | 25 35 ] 45
12
B I0( [3@1/2 o/a @ o/a 3@3/2 | a/a*? BBZ o/a
{ 4 /allz 3y/a1/2 ;’ 2y/a1/2 f y/auz i
— - 2 — —— =
O - 5E" - O] 255" 02 = 355" 03 = 451/2 04

geschlossen

Abbildung 2-5: Ein Markov-Modell fir HCN-Kanéle. @n) Schema, das die Zustande und die Ubergangsrate
zeigt. Es ist jeweils nur eine von mehreren moégliitKonformationen mit 1, 2 oder 3 ,nachgiebigenh&men
dargestellt. Es wird beispielsweise nicht untersgén, welcher der vier Spannungssensoren beim Bibgrg
C-C1 den ,nachgiebigen* Zustand einnimmt. Die vier giighen Varianten werden zusammengefasst.
Dadurch ergibt sich, dass die Ratenkonstante desgdhgs C. C1 viermal groRer ist, als die Ratenkonstante
des Ubergangs C3C4. Denn fir den Ubergang C3C4 gibt es nur eine Maoglichkeit: nur ein Spannuegssr

ist im ,zbégerlichen* Zustand und geht zum ,hachgiein“ Zustand Uber. Die Ratenkonstanter3, o, y sind
spannungsabhéngig. lhre Spannungsabhéngigkeit beisdhrieben alst = o,@xp(zg.V/kT) (analog furf3, &
undy). Das Modell hat die freien Parametgy Bo, do, Yo Und diegating-Ladungen g, z, z, z. Es wurde weiter-
hin angenommen:,z-z;, 7 =-z,. Um zu beschreiben, dass sich die Offenwahrsdbkkdit erhoht, wenn mehr
Spannungssensoren im ,nachgiebigen” Zustand sinddevein weiterer Parameter a eingefiihrt. Jedetiereei
Spannungssensor im ,nachgiebigen Zustand erniediggGeschlossenwahrscheinlichkeit um den Faktéisa
gilt also C1/01= alC/O. (Unten) Mechanistisches Modell. Die vier Spamyssensoren (Zylinder) eines HCN-
Kanals kdnnen in einem ,hachgiebigen“ Zustand ¢&ytinder sichtbar) oder in einem ,zdgerlichem* Zausd.

Ubergange von links nach rechts erhéhen die Zahlréehgiebigen® Untereinheiten, Ubergéange von obiach
unten 6ffnen die Pore.
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2.2.5 Bestimmung der Offenwahrscheinlichkeit

Der Strom durch N lonenkanéle mit Einzelkanallerwast:

(V) = N DAV) QY V) (R (V) Gleichung 17
dabei ist B(V) die Offenwahrscheinlichkeit bei der SpannungW.bezeichnet das Umkehr-
potential. Bei dieser Spannung verschwindet desnstrAus Gleichung 17 ergibt sich, dass
bei einer festen Spannung der Strom proportionalQftenwahrscheinlichkeit ist. Wenn der
Einzelkanalleitwery nicht von der Spannung abhangt, kann man veraégem:

|
%@onst: PO(\/) Gleichung 18

U

Haufig wird das Offnungsverhalten von lonenkanilarch das ModelC=C (Gleichung 2)
beschrieben (zu Beschrankungen dieses Ansatzes &iapitel 2.2.3). Im Rahmen des
Modells C=C sind R und O identisch (siehe Kapitel 2.2.1). Es ergibh sius Gleichung 13
und Gleichung 18:

V) [tonst= 1 =

= =P
V -V, 1+expg (AW, - zqV)/kT] ° V)
undmit Gleichungllergibtsich
1 (V) 1
[Const= =P i
V-V, v exdza vy, -vyrk] o) Gleichung 19

Fur die Gultigkeit von Gleichung 13 wurde vorausgets dass das System im Gleichgewicht
ist. Der Strom | muss also in einem Gleichgewia$and gemessen werden. Die
Spannungsabhéangigkeit vog ih Gleichgewicht wird durch digating-Ladung z und die
halbmaximale AktivierungsspannungMbeschrieben.
Aus der Mathematik der Markov-Modelle ergeben smiei Wege, diese Parameter zu
bestimmen. Zum einen kann der Gleichgewichtswest 8tomes bei verschiedenen Test-
spannungen gemessen werden. Aus der gemessendRelaliion kbnnen mit Hilfe der
Gleichung 19 z und ), bestimmet werden. Zum anderen kann die Messunlg laeiceiner
festen Testspannungr\Wurchgefihrt werden, weil sich die Offenwahrschelkeit nach
einem Spannungssprung nicht sofort &ndert. DemS#ndert sich gemal Gleichung 15. Er
ist daher unmittelbar nach dem Sprung zur Spannwhig proportional zur
Offenwahrscheinlichkeit vor dem Sprung. Es ist dedumdglich, mit unterschiedlichen
Vorpulsspannungen Wunterschiedliche Offenwahrscheinlichkeites(\R,) einzustellen und
diese unmittelbar nach dem Sprung zu einer feststspannung ¥ zu bestimmen. Die
Strome, die nach dem Sprung zur Testspannung tutreerdertail-Strome genannt. Fir
den ,instantanen‘ifstantaneoustail-Strom |y, der unmittelbar nach dem Spannungssprung
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gemessen wird, gilt:

L (V1) = N GV TV =) Py (V) + g (V) Gleichung 20

Ohne Annahmen Uber die Spannungsabhangigkeit deslkanalleitwertes gilt damit:

1
tail (\/T) 1 2 1+ eXF{ZGE(Vl/z _VV)/kT] o (\/V) GIQlChUﬂg 21

Durch die Konstante £wird der Leckstroms bericksichtigt. In Abbildung72ist ein
Spannungsprotokoll gezeigt, mit dem solche Messunlgechgefihrt werden kdnnen. Es ist
wichtig, dass die Spannung nach dem Sprung dewdtibheller stabilisiert wird, als sich die
Offenwahrscheinlichkeit andert. Nur dann ist die ftade dedail-Stromes proportional zur
Offenwahrscheinlichkeit am Ende des Vorpulses. HGMéle weisen eine sigmoide
Aktivierung und Deaktivierung auf. Ihre Offenwahmsmlichkeit &ndert sich also nach einem
Spannungssprung zunéchst langsam. Sie sind desehtbgut fir diese Art der Analyse
geeignet.

Abbildung 2-6 zeigt, dass fur HCN-Kanéle die Analgertail-Stréme und der Strome im
Gleichgewicht zu den gleichen Ergebnissen fiihrs Bedeutet, dass bei HCN-Kanéalen der
Einzelkanalleitwert im untersuchten Spannungsbkreinstant ist.

Die Analyse dertail-Stromes hat gegentber der direkten Messung voh W&sentliche

Vorteile:

1. Das Umkehrpotential des Stromes spielt fur diralpse keine Rolle — es muss nicht

bestimmt werden.
2. Es mussen keine Annahmen uber die Einzelkatiahakeit gemacht werden.
3. Der Leckstrom bei Vist konstant.

4. Die Testspannung ist nahezu beliebig.
a. Durch eine grol3e Differenz W entstehen auch fir kleine Offenwahrschein-
lichkeiten messbare Strome.
b. Ist \y das Umkehrpotential eines endogenen Stromes, diégér nicht zum

Messwert | bei.

5. Spannungsabhangige Stérungen, die im Vorpulseseri, aber nach dem Sprung zur

Testspannung schnell abklingen, haben keinen Ewfuf die Messung.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden durchgeh&idStréme analysiert
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¢ * e
2 5+ ° e
Y , . O (F ) 1 (V-Vy) [ 300 o
2 O ® tail-Strom L 50 =
[] 3 - -
= — 200 &
2 24 E|
S U —-150 =
- >

1 . =
o o — -100

e ° 8
0 | | | | | o
-80 -60 -40 -20 0 20
Vorpulsspannung (mV)

Abbildung 2-6: Aus Stromableitungen in Abbildung’/ B wurde die Spannungsabhéngigkeit der Offenwahr-
scheinlichkeit auf zwei Wegen bestimmt. Einmal &r$men | im Gleichgewicht (rot), das andere Ma tail -
Stromen (schwarz). Die Bestimmung der Strome | ilgicBgewicht und die Bestimmung deil-Stréme wird

in Kapitel 2.3.1 erklart. Der Leckstromydx wurde bei Spannungen zwischen 0 und+20 mV bestifaitdiesen
Spannungen sind keine HCN-Kandle aktiviert, allétratenden Stréme sind Leckstréme. Fir alle anderen
Spannungen wurde der Leckstrom extrapoliert. Datgide angenommen, dass das Umkehrpotential des

Leckstromes 0 mV betragt.

2.3 Auswertung der Stromspuren
Die Analyse der Stromspuren erfolgte mit dem PnognalGOR Pro 4 (Wavemetrics Inc.,

Lake Oswego, OR, USA). Zu Beginn der Auswertungdeuar die Stromableitungen mit
einem Software-Gaul}filter geglattet. Die Kantenfiestgz betrug 500 Hz. Alle Daten in
diesem Kapitel stammen von Stromableitungen anr éiedle, welche die HCN1 Mutante
N168D exprimierte.

Abbildung 2-7 A zeigt ein typisches SpannungsproliokDie Kommandospannung M4
variierte im Vorpuls in Schritten von 10 mV zwische30 und —90 mV. Im Testpuls betrug
sie —90 mV. Wegen des Zugangswiderstandes betrug tdisachlich anliegende
Membranspannung zwischen —87 und -82 mV.

HEK293 besitzen endogene Kanéle, die bei SpannuciiEmegativer als etwa -90 mV sind,
aktiviert werden. In einigen Zellen trugen sie irsg#m Spannungsbereich einen erheblichen
Teil zum Gesamtstrom bei. Es handelt sich dabeieimen K" -leitenden Einwartsgleich-
richter. Das K -Umkehrpotential liegt bei etwa —82 mV, wenn mindsisungen SIS und
ES2 gearbeitet wird. Die Differenz zur Testspannistggering, die K -Strome trugen

dadurch kaum zurail-Strom bei.
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2.3.1 Spannungsabhéangigkeit der Aktivierung

Im folgenden bezeichne ich die Zunahme der Offemschteinlichkeit als Aktivierung, die
Abnahme als Deaktivierung. Die Spannungsabhandiglezi Aktivierung wurde jeweils an
Stromantworten auf ein vollstdndiges Spannungskeotitobestimmt. Der Gleichge-
wichtsstrom wurde bestimmt, indem der Strom in minatervall am Ende des Vorpulses
gemittelt wurde. Mit diesem Gleichgewichtsstrommdéugangswiderstand,Rind dem Wert
k fur die R —Kompensation wurde der tatsachliche Weyt der Spannung am Ende des

Vorpulses bestimmt (Gleichung 1).

A
— 30 mV
Haltespannung
-90 mV
Vorpuls Testpuls

B

L g-

L d

________________ o

[Te)

N
<
o
o
o
N

1s

Abbildung 2-7: (A) Spannungsprotokoll. (B) Stromaaotten wéhrend des Spannungsprotokolls. Am Endesjed
Vorpulses wurde der Gleichgewichtsstrom bestimmtem Uber ein Zeitintervall gemittelt wurde (roter
Balken). (C) Das Ende des Vorpulses und der Bedam Testpulses sind in hdherer Zeitauflosung déetie
Der Pfeil markiert den Bereich nach dem Abklingesr #apazitiven Transienten (siehe Text), in dem die
Amplitude destail-Stromes bestimmt wurde. Im Inset ist dieser Béreiochmals vergréRert dargestellt. Das

Zeitintervall von 2,5 ms, in dem die Amplitude gé&eli wurde, ist durch rote durchbrochene Linierrkieat.

Nach dem Sprung auf die Testspannung treten irStiemableitungen schnelle Transienten
auf (Abbildung 2-7 C). Sie entstehen durch die niailistdndig abgeglichene Kapazitat der
Zellmembran. Die Amplitude desil-Stromes wurde nach dem Abklingen der Transienten
bestimmt. Dertail-Strom wurde dazu in einem kleinen Intervall geefiftin dem er fast
konstant war (Abbildung 2-7 B).

Dertail-Strom |5 wurde als Funktion der korrigierten Vorpulssparmiiy dargestellt
(Abbildung 2-8). Nach Abschnitt 2.2.5 igtjlproportional zur Offenwahrscheinlichkeit am
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Ende des Vorpulses. Die Spannungsabhangigkeit kkeridrung ist damit bestimmt. Sie

konnte durch eine Boltzmann-Funktion beschrieberdare (Gleichung 21):

-50 1

-100

-150

-200

tail-Strom (pA)

-250

-300

O
T T T T T T

-80 -60 -40 -20 0 20
Testspannung (mV)

-350

Abbildung 2-8: Die Amplitude deil-Stroms (siehe Abbildung 2-7 B) ist gegen die Spagni, am Ende des
Vorpulses aufgetragen. Die durchgezogene Kurveingt Boltzmann-Funktion (Gleichung 21). Der Einflukes
Zugangswiderstandes Ruf die Spannung wurde berlcksichtigt.

An jeder Zelle wurden mehrere Familien von Stroragibhgen aufgenommen, in der Regel 2
bis 3 Messungen bei jedem pH-Wert. Die jeweiligeeri&/ flir z und Y, wurden gemittelt

und gegen den pH-Wert aufgetragen (Abbildung 2-9).

A
-50 -4.5
-100+ -4.0
& -150- -35
S
S -2007 -3.0 ':]
&3 N
T 2507 2.5
-300 -2.0
-350- T T T T T T T T 1 T r T r T r T —- 15
-80 -40 0 40 80 4 5 6 7
Testspannung (mV) pH

Abbildung 2-9: (A) Spannungsabhéngigkeit der Aldiving fir verschiedene pH-Werte. Der Graph entfiélt
Daten der Abbildung 2-81). AuRerdem sind Amplituden vdail-Strdmen aufgetragen, die aus Stromantworten
bestimmt wurden, die bei verschiedenen pH-Werten derselben Zelle abgeleitet wurden. Durchgehende
Linien sind Boltzmann-Funktionen. (B) Die Parameteund \{;; der Boltzmann-Funktion sind Uber dem pH-
Wert aufgetragen.
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2.3.2 Aktivierungs- und Deaktivierungskinetik

Der Zeitverlauf der HCN1-Strome nach einem Spanssiging ist nicht exponentiell
sondern sigmoid (siehe Abbildung 2-10). Mit Hillees speziellen Programms (ChannelLab,
synaptosoft) habe ich versucht, die gemessenem8ileitungen durch das Markov-Modell
fur HCN1 zu beschreiben. Es gelang jedoch niclet Adifangsparameter so einzustellen, dass
die Anpassungen konvergierten. Vernachlassigt redoch die erste Verzdgerung in der
Stromantwort, lassen sich sowohl Aktivierung alshaweaktivierung gut durch einfach
exponentielle Funktionen beschreiben. Diese Bedbaghkann so gedeutet werden, dass die
Kinetik bestimmter Ubergange die Reaktion dominiemend zwar im Falle der Aktivierung
der Ubergang C4 04 und im Falle der Deaktivierung der Ubergang O (siehe Kapitel
2.2.4 und Abbildung 2-5). Daher schien es sinnveihfach exponentielle Anpassungen
vorzunehmen, auch wenn das Modell fir HCN1 offdrtah komplizierter ist. Das Ergebnis
einfach exponentieller Anpassung an sigmoide Kurwéngt von der Wahl des Start- und
Endpunktes ab. Um Variabilitaten durch willkirlichpassungsbereiche zu vermeiden,
wurden Startpunkt und Dauer der Anpassung mit eamapirisch gewonnenen Formel
festgelegt. Bei der Anpassung von Aktivierungspssea setzte sich die Verzdgerung vor
dem Start der Anpassung aus einem festen Intgi®&I06 s) und einem variablen Intervall
(0,00015 1) zusammen. Die Lange des angepassten Intervailsgbstets 5. Dabei istt die
Zeitkonstante aus dem jeweils vorangegangenertitiesachritt. Es wurde so lange iteriert,
bis aufeinanderfolgende Zeitkonstanten wenigerQOals% voneinander abwichen. In etwa
10 % der Falle wurde keine Konvergenz erreicht. Deeation wurde dann nach dem 20.
Schritt abgebrochen. War der Unterschied der Zesitanten aus den beiden letzten
lterationsschritten kleiner als 5 %, so wurde ihtt&ert Gbernommen, bei grol3eren Abwei-
chungen wurde fir die Kurve keine Zeitkonstanteegetpen.

Fur die Anpassungen an Deaktivierungskurven (sibieildung 2-10) wurde der gleiche
Algorithmus verwendet. Es liel3 sich allerdings kefieste Kombination von festem und
variablem Intervall finden, die fur alle Deaktivieigskurven befriedigende Anpassungen
lieferte. In einigen Fallen brachen die Stromantemrauch zu friih ab, um tatsachlich ein
Intervall der Lange anpassen zu konnen. In diesen Fallen wurden Langerk oder 3
verwendet. Ergebnisse der Anpassungen sind in éinhg 2-11 A dargestellt. Die so
bestimmten Aktivierungszeitkonstanteny: wurden Uber der Spannungy Vaufgetragen
(Abbildung2-11 B).
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200 pA

100 ms

Abbildung 2-10: Deaktivierung von HCN1-N168D. Ei&romantwort auf den Sprung von der Testspannung
(-90 mV) zur Haltespannung (-30 mV). Die einfactpexentielle Anpassung ist rot eingezeichnet. Dieidba

der Anpassung wurde iterativ auf 5 Zeitkonstaniagestellt.

A B
PH645  0,-10,-20
—

~e——__

-30
40 100 -

-49
-59

200 pA

-68

=77

1 1 1 1 1
-87 .80 -60 -40 20 0
400 ms Spannung (mV)

Abbildung 2-11: Bestimmung der Aktivierungskinet{d) Stromantworten wurden bei einem festen pHAVer
(pH 6,45) und verschiedenen Spannungen aufgenonieiBpannung ist jeweils rechts neben der Ablgitinn
mV angegeben. Die roten Kurven sind einfach exptelén Funktionen. Die Dauer der Anpassung betras) d

5fache der Zeitkonstantan(B) Die Zeitkonstanten dieser Funktionen sindridex Spannung aufgetragen.

Es fallt auf, dass die Spannungsabhéangigkeit i@reinen zweiphasigen Verlauf annimmt.
Ausgehend von negativen Spannungen steigtmit zunehmend positiver Testspannung
zunéchst an, durchlauft ein Maximum und sinkt deweder ab. Ein Grund hierflr ist, dass
Taky, Wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben, eine Kombinatawus zwei oder mehr Ratenkonstanten
ist. Im einfachsten Fall ist=1/(a + 3). Die Spannungsabhangigkeit vap: hangt demnach
von der Spannungsabhéangigkeit der Ratenkonstantemd 3 ab. Altomare und Mitarbeiter
(2001) konnten fir HCN1 zeigen, dass und [ praktisch identische Spannungs-
abhangigkeiten haben. Sie konnten gut beschrieleetien durch:
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a(V) = a,exd-(z,q.V)/KT] Gleichung 22.1
BNV) = 5, exr{(zﬁqu)/kT] Gleichung 22.2

Es galt g = zzg = 0,94. Im Rahmen dieser Arbeit wird zur KurvenanpagsVvorta.:V-

Relationen die Gleichung 22.3 verwendet. Wahremteresolchen Anpassung wird die
Summe der Fehlerquadrate minimiert. Dabei steditidgarithmische Form, in der Gleichung
22.3 vorliegt, sicher, dass gleichgrol3e relativaléegleichwertig eingehen. Dadurch wird

der Algorithmus nummerisch stabiler.

In(l/7,,) =In(aV) =In(a,) - z,q.V /KT Gleichung 22.3

Zeitkonstanten (ms)

=1/(a+p)

-100 -80 -60 -40 -20
Voltage (mV)

Abbildung 2-12: Theoretischer Zusammenhang zwisd®nRatenkonstantenund 3 und der makroskopisch
messbaren ZeitkonstantenEs wurdea = ag@xp(Zq.V/kT) und B = Bo@xp(-2G.[V/kT) z = 0.94 angesetzt. Die

Parameteo, undf3, wurden so gewahlt, dassihnlich verlauft, wiay fur pH 7,3 in Abbildung 2-13.

Abbildung 2-12 verdeutlicht den Zusammenhang zvasdahn 3 und Ty =1/ (a + 3). Man
kann fur ein einfaches Modell (Gleichung 2), beimdsich die Ratenkonstanten gemaf
Gleichung 22.1 und Gleichung 22.2 verhalten, zeigiass das Maximum degV-Kurve

oft in der Nahe des M-Wertes liegt (Siehe Anhang A).

Betrachten wir nun die Spannungsabhangigkeit ugnfir verschiedene pH-Werte (siehe
Abbildung 2-13 A). Das Maximum verschiebt sich kigginem pH nach rechts, ahnlich wie
die Spannungsabhangigkeit der Aktivierung (siehéillong 2-9 A). Interpoliert man aus
dentarV-Kurven dietaWerte fir eine feste Spannung (farbige Punkte)tréngt sie gegen

den pH-Wert auf, so erhéalt man Abbildung 2-13 Be Besultierenden pH-Abh&ngigkeiten
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verlaufen fur die verschiedenen Spannungen redetsohiedlich. Bei -80 mV deutet sich fir
Take €ine Sattigung unterhalb von pH 6 an. Bei -30 no¥emt 1, dagegen oberhalb von

pH 6,45 in Sattigung zu gehen. Bei —20 mV ergiblh siogar eine konkavgy-pH-Kurve.

B
-2
pH

- 7,3 mV B
~—645 @ -20 100
-=59 ® -30 L7 3
=/~ 55 e -50 :g o

- 4.9 -80 K

-3

| T I T T 2

-80 -40 0 40  Mess- Inter- 5 6 7
Spannung (mV) werte poliert pH

Abbildung 2-13: Bestimmung der pH-Abhé&ngigkeit Vi bei einer festen Spannung. In A sind Zeitkonstante
gegen die Spannung aufgetragen. Sie wurden an&étlerbei verschiedenen pH-Werten bestimmt. Fasbig
die Werte eingetragen, die sich durch Interpolatien—80, -50, -30 und —20 mV ergeben. Die intagptdn
Werte sind in B Glber dem pH-Wert aufgetragen. Hierpretation der unterschiedlichen pH-Abhangitkeist

im Text angegeben.

Vermutlich bilden diese Unterschiede die Spannupiggagigkeit der Aktivierung ab und
nicht Unterschiede in der pH-Abhangigkeit einetdR&onstante. Vergleicht man die Lage
der Spannungsabhangigkeit der Offenwahrscheinlithike Abbildung 2-9 A und die
Spannungsabhangigkeit der Aktivierungszeitkonstamte Abbildung 2-13 A, so fallt auf,
dass die Maxima der Aktivierungszeitkonstante uiedhéilbmaximale Offenwahrscheinlich-
keit bei allen pH-Werten in etwa zusammenfallenAbbildung 2-12 wird deutlich, dass links
vom Maximum die Ratenkonstante den Wert vont dominiert. Rechts vom Maximum
dominiert dagegefs. Um die pH-Abh&ngigkeit der Aktivierungsraiebei fester Spannung zu
bestimmen, sollten also mdglicht negative Spannungewendet werden. Bei —80 mV sind
bei pH 4,9 und pH 7,3 mehr als 99 % der Kanalevadtti Nach Gleichung 4.1 ist damit
0,99<Po = a/(a + B) und deshalb 0,9%< 1. Weil B positiv ist, gilt aber auch
T=1/(a +B)<l/a (siehe auch Abbildung 2-12). Damit ist 0@%/t < 1/a. Das heil3t weicht
weniger als 1 % von @&/ ab. Die pH-Abhangigkeit vom (-80 mV) ist also ein geeignetes

Mal3, um die pH-Abhangigkeit der Ratenkonstanteei —80 mV zu untersuchen.
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2.4 Zellkultur

2.4.1 Losungen fur die HEK293-Kultur und die Transf  ektion

M10 Trypsin/EDTA*
10 % (v/v) fotales Kalberserum (FCS)* 0,05 % (wIvypsin
1 % (v/v) Antibiotika/Antimykotika* 0,02 % (W/VEDTA

1 % (v/v) nicht essentielle Aminosauren
ohne L-Glutamin (10&)*
in Minimal Essential Medium (MEM)
mit Earle's Salzen, 2 mM L-Glutamin,
NaHCQ; (1 x Flussigmedium)*

PLL-L6sung
0,1 mg Poly-L-Lysin/ml HO

PBS
137 mM NacCl

10 mM NaHPO,
2,6 mM KCI
1,8 mM KH,POy
pH 7,2

* Diese Lésungen wurden von GIBCO/Invitrogen bezoge
Eine Variante der Losung M10 ohne Antibiotika/Anykotika wird mit M10S bezeichnet.

2.4.2 Kulturbedingungen fur HEK293-Zellen

Fur die heterologe Genexpression wurde die Nietienee293 verwendet (HEK293; Graham
et al., 1977). Diese Zelllinie wurde durch Transfation mit Adenoviren aus menschlichen,
embryonalen Nierenzellen generiert.

HEK293-Zellen wurden in dem Nahrmedium M10 bei 378C% CQ und ~95 % Lulft-
feuchtigkeit in PetrischalenJ( 9 cm) kultiviert. Das M10-Medium wurde zweimal
wochentlich gewechselt. Bei einer Dichte von»10’ Zellenf1 9 cm-Schale (entspricht 90
% Konfluenz) wurden die Zellen abgel6st und aufen&chalen verteiltSplitting. Dazu
wurden die Zellen zunachst mit 3 - 5 ml PBS gewasamnd dann mit 1 ml Trypsin/EDTA
bei 37°C in ca. 5 min abgeldst. Die Zellen wurder8i- 10 ml M10 aufgenommen und die
Zelldichte der Suspension in einer Neubauer-Zahtkambestimmt. Fir die Zellerhaltung
wurde ein Teil der Zellen mit einer Dichte von ~X51(° Zellen (entspricht 10 - 20 %
Konfluenz) aufd 9 cm-Schalen mit frischem M10 ausgesat. Die védybteden Zellen

wurden in verschiedenen Dichten in Multiwellplattensgeséat und fur die Transfektion der
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HCN1-Gene verwendet. Nach etwa 30 Wochen§B0ttingRunden) wurden die HEK293-
Zellen verworfen und ein neues Aliquot tiefgefraeenZellen verwendet. Fir die
Langzeitlagerung wurden HEK293-Zellen geerntet, dieh in der logarithmischen
Wachstumsphase (60 - 70 % Konfluenz) befanden. Btwal® Zellen/ml M10 (10 %
DMSO) wurden in flissigem Stickstoff gelagert.

Tiefgefrorene Zellen wurden wie folgt ausgesat: Bigden schnell bei 37°C aufgetaut und
vorsichtig in 10 ml vorgewdrmtem M10 verdinnt. Urasdioxische DMSO zu entfernen,
wurden die Zellen anschlieRend pelletiert (5 mB0) 2 g, RT) und in 3 - 5 ml frischem M10
resuspendiert. Die Aussaat der Zellen erfolgteainier Dichte von ~% 10° Zellen prod 9

cm-Schale.

2.4.3 Transfektion von HEK293-Zellen
Fur die Transfektion wurden 0y5oder 1x oder 2x 10° HEK293-Zellen in den Vertiefungen

einer Multiwellplatten (Nunc, Wiesbaden) in MZ0 ausgeséat. Die Dichte richtete sich
danach, ob die Transfektion am 3., 2. oder 1. Tadpmler Aussaat erfolgen sollte.

Die Transfektion wurde mit Lipofectamine™ 2000 (nvgen) durchgefuhrt. Die Trans-
fektionsanséatze wurden nach Herstellerangaben gbmishd fur 20 min (RT) inkubiert.
Anschliel3end wurden sie zu den Zellen gegeben. Mdais 24 Stunden wurden die Zellen
mit 0,5 ml PBS gewaschen. Die Zellen wurden damshdiZugabe von 100 ul Trypsin/EDTA
bei 37°C vom Schalenboden abgeldst. Der Trypsiratewdurde gestoppt, indem die Zellen in
400 pl M1@S resuspendiert wurden. Jeweils 300 pl der Zellsusipa wurden dann auf
Poly-L-Lysin beschichtete Glasplattchen pipettiend die Zellen bei 37°C, 5 % GQind
~95 % Luftfeuchtigkeit fir 24 - 48 h inkubiert. Defelimedium wurde 3 - 4 h nach dem
Umsetzen 3 mM Natriumbutyrat zugefiigt, um das Esgiomsniveau zu steigern.

Die Beschichtung der Plattchen mit Poly-L-Lysin [Plerfolgte einen Tag vor dem Um-
setzen. Die Plattchen wurden hierzu in den Multkéhtten mit PLL-L6sung tdber Nacht
inkubiert. Unmittelbar vor dem Umsetzen wurde dielf06sung entfernt, die Plattchen

wurden zweimal mit PBS gewaschen und dann mit 100140 tberschichtet.
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3 Resultate

3.1 Einfluss des extrazellularen pH-Werts auf HCN1

Der Einfluss des extrazellularen pH-Werts auf die Aktivierumggseschaften der HCN1-
Kanale wurde in Ganzzell-Versuchen bestimmt. An jeder Zellelevzuné&chst in neutraler
extrazellularer Losung gemessen. Anschlieiend wurde die Losung dkedh Perfusion
ausgetauscht. Dabei wurden pH-Werte zwischen pH 7,3 und pH 4,3 eingestellt.
Abbildung 3-1 zeigt Stromantworten einer Zelle, die HCN1-Kandle imxgnte, bei ver-
schiedenen extrazellularen pH-Werten. Als Antwort auf den Spannuoggsgon 0 mV auf
—90 mV beobachtet man zunachst eine sehr schnelle, ,instantane’k@tmponente. Es ist
berichtet worden, dass ein Teil dieser schnellen Komponente durch HG&legetragen
werden kdnnte (Gauss et al., 1998). Ein zweiter Teil dieser Komposéedr iLeckstrom. In
einigen Experimenten ist diesen Strdmen noch ein transienter 8brertagert. Er entsteht
durch das Laden der Kapazitat der Zellmembran und kann nicht iduregr die Kapazitats-
kompensation des Verstarkers beseitigt werden. Nach diesen sohPelzessen beobachtet
man die charakteristische sigmoide, zeitabhangige Aktivierung @drlFKanéale (siehe auch
Einschub in Abbildung 3-1). Der Strom erreicht nach etwa 1 s seinenhGdsvichtswert.
Springt man von —90 mV wieder zuriick auf die Haltespannung von 0 mV, beobaahtet m
einen transienten Auswartsstrom, den sogenartate®trom. Er spiegelt die Deaktivierung
der HCN1-Kanéle wider.

Vergleicht man die Stromantworten bei pH 4,9 mit denen bei neutralemv@tden einige

Unterschiede deutlich.

1. Die Aktivierungsprozesse werden schneller, die Deaktivierungsproaegsainer.
2. Der Maximalstrom bei =90 mV nimmt ab.

3. Die Amplituden detail-Strome bei 0 mV nehmen ebenfalls ab.

AulRerdem andert sich die Spannungsabhéangigkeit der Aktivierung. Ide diese verschie-

denen Aspekte im Einzelnen untersuchen.
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100 ms

200 pA

pH 7,3 pH 4,9

Abbildung 3-1: Stromantworten einer Zelle bei pF TA) und pH 4,9 (B). (Haltespannung 0 mV, Testpuls

-90 mV). Der Einschub zeigt den sigmoiden BeginnAldivierung in einer héheren Zeitauflosung.

3.1.1 Spannungsabhéangigkeit der Aktivierung

Abbildung 3-2 zeigt Stromantworten auf Familien von Spannungsspriingen. Das $gannun
protokoll ist in Abbildung 3-2 A gezeigt. Nach einem Vorpuls auf sl@eiene Spannungen
springt man auf eine Testspannung von —90 mV, bevor die Zelle wieder eautdatte-
spannung von 0 mV gebracht wird. Auch die Stréme bei der TestspannuregAbialdung

3-2, C und E) kann man atail-Strome bezeichnen. Wahrend der Vorpulse werden HCN-
Kanale aktiviert. Die Dauer des Vorpulses wurde so gewahlt, dessrd?rozess sein Gleich-
gewicht erreicht. Die Vorpulsspannung bestimmt, welcher Anteilkadexle aktiviert wird.
Anhand der Amplitude desil-Stroms, unmittelbar nach dem Sprung, kann ermittelt werden,
wie grol3 dieser Anteil ist. Auf diesem Weg wird die Spannungsagidigder Aktivierung
bestimmit.

Wird der bei der Testspannung bestimmaié Strom (siehe z.B. Pfeil in Abbildung 3-2 C und
E) gegen die Spannung des Vorpulses aufgetragen, so ergeben sich skumneghe deren
Abszissenlage, Amplitude und Steilheit durch den pH-Wert beeinflumsten (Symbole in
Abbildung 3-3 A). Ansduern verschiebt die Kurven zu positiveren Spannungentdéofie
werden die Kurven deutlich flacher.
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Abbildung 3-2: (A) Spannungsprotokoll. (HaltespanguO mV, Vorpulsspannung variiert in Schritten von
10 mV, Testpulsspannung —90 mV). (B-E) Stromantamoriner Zelle auf das angegebene Spannungspritokol
bei pH 7,3 und pH 4,9. In C und E sind thd-Strome vergro3ert dargestellt. Die Pfeilspitze kigat den Zeit-
punkt, an dem die Amplituden diil-Strome bestimmt wurden (siehe auch Abbildung 3}.3 A

Diese Kurven kénnen gut durch die Boltzmann-Gleichung beschrieben wéstsoh(ng

23, siehe durchgehende Kurven in Abbildung 3-3 A).
I
I - | . + max min H
V)= 1+exp(zq, (V,,, —V)/KT) Gleichung 23

Der Parameter ), ist die Spannung, bei der die Amplitude des Stromé&sif 50 % ihres

maximalen Werted fax|min) @annimmt. Er wird auch als halbmaximale Aktivierungsspannung
bezeichnet. Der Wert des Faktors z bestimmt die SteilheiBdiézmann-Kurven bei der

Spannung V. Kleinere Werte von z fuhren zu flacheren Kurven. Im Zusammenharggemi
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Aktivierung von lonenkanalen bezeichnet man das Prodgktazch als apparengating
Ladung. Die Parameter;) und z wurden an mehreren Zellen fir verschiedene extrazellulare
pH-Werte bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-3 B gegenpi#tWert aufge-
tragen. M, ist fur pH-Werte oberhalb von pH 5,9 konstant. Bei pH 7,3 nimmtéihen Wert
von —62+ 3 mV an (n = 6). Unterhalb von pH 5,9 wird,weniger negativ. Die HCN1-
Kanale werden also bereits durch eine weniger starke Hypegadian aktiviert. Bei pH 4,3
betragt M, —27 mV (n = 2). Der Faktor z nimmt mit sinkendem extrazellulatérstetig ab,
von 5,1+ 0,4 bei pH 7,3 (n = 6) auf 1,9 bei pH 4,3 (n = 2). Der Verlauf der pH-Abkeipi
von Vi, und z zu niedrigen pH-Werten hin ist bei pH 4,3 noch nicht in Sattiguiderisind
HEK?293-Zellen in Losungen mit noch kleinerem pH-Wert nicht medbilstdaher konnten
keine saureren Bedingungen getestet werden.

A B
-100
-20
-5
S 304
—~ E -4
S -200- =
5 = .40 -3 I:J
3 . !
& 300 A pH4,3 504 -2
O pHA4,9
O pH7.3 L1
= Boltzmann- -60
O
400 Kunen -0
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Abbildung 3-3: (A) Spannungsabhéangigkeit der HOBIil-Strome bei unterschiedlichem pH. Die durchgezo-
gene Linie ist mit der Boltzmann-Gleichung und aiden Parametern berechnet worden: pH g3+ F97 pA,
Imin=-382 pA, 7= -58 mV, z = 5,7; pH 4,9:k= -124 pA, hin= -323 pA, Vi;= -48 mV, z = 3,0; pH 4,3, b=
-150 pA, hin= -261 pA, = -37 mV, z = 2,1. (B) Einfluss des pH-Wertes aid Barameter ¥, und z der
Boltzmann-Gleichung. Die dargestellten Werte sinitkdverte und Standardabweichungen (pH 7,3 n pi6;
59n=5;pH4,9n=4;pH4,3n=2). Fix 8 werden keine Fehlerabschatzungen angegeben.

Aus der Spannungsabhangigkeit deil-Strome erhélt man durch eine Normierung die
Spannungsabhéangigkeit der Offenwahrscheinlichkeit. Dabei wird amgeen, die maximale
Offenwahrscheinlichkeit &nax sei 1 und die minimale OffenwahrscheinlichkegmR sei 0.
Die resultierende Spannungsabhéangigkeit der Offenwahrscheintidhikést in Abbildung
3-4 dargestellt.
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Offenwahrscheinlichkeit

Membranspannung (mV)

Abbildung 3-4: Spannungsabhangigkeit der Offenwatelichkeit. Die Kurven wurden mit der Boltzmann-
Gleichung (Gleichung 21) und den Parametern z updb¥rechnet, die in Abbildung 3-3 B dargestellt sibg
senkrechten gestrichelten Linien deuten die Lage dg-Werte fir verschiedenen pH-Werte an. Die
durchgezogenen schwarzen Linien sind lineare Anagen an die V-Kurven jeweils im Punkt V = Y,. lhr
Anstieg ist proportional zu z. Der Proportionakfaktor betragt —#4kT. Bei 21°C entspricht das 0,01 mV
Andert sich die Spannung, ausgehend vap Mm beispielsweise 5 mV, so ergibt das eine Andgrder
Offenwahrscheinlichkeit von fast 0,3 bei pH 7,35,7, damitAP; = 5 mV[3,70,01 mV* = 0,285), aber nur
von 0,1 bei pH 4,3 (z = 2,1, dandiP, = 5 mV2,10,01 mv*=0,105).

3.1.2 Aktivierungskinetik

Um die Aktivierungskinetik zu bestimmen, wurde die zeitabhéangikgevidrung des HCN-
Stromes wahrend des Vorpulses durch eine einfach exponentielledfuaktjepasst. Da der
Beginn der Aktivierung sigmoid ist, wurde die Anpassung erst nachr ®eedgerung
begonnen. Die Zeitkonstante der angepassten Funktion war vom Startpunkt undr von de
Dauer des angepassten Bereiches abhangig. Um eine willkiRedteegung zu vermeiden
wurde Startpunkt und Dauer durch ein festgelegtes Verfahren bestsete auch Kapitel
2.3.2).

A

2s 500 ms

Abbildung 3-5: HCN1-Stromantworten bei pH 7,3 (Adubei pH 4,9 (B). Die Haltespannung betrug 0 mV,
rechts neben den Stromspuren ist die Testspannumy iangegeben. Einfach exponentielle Anpassungen a
die Stromkurven sind rot eingezeichnet.

43



3 Resultate

In der Regel wurde die Dauer auf das 5fache der Aktivierurtgemsianten eingestellt. Fur
Spannungen in der Nahe des HCN-Umkehrpotentials (-30 mV) warenrdimeSso klein,
dass eine Anpassung nicht moglich war. Ab etwa -50 mV waren die gurggen zuverlassig
(siehe Abbildung 3-5).
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Abbildung 3-6: Stromantworten auf Spannungssprimge21 °C (A) und 25 °C (B). In beiden Experimenten
betrug der pH-Wert 7,3. Die Haltespannung betrug\) rechts neben den Stromspuren ist die Testspaninu
mV angegeben. Einfach exponentielle AnpassungediarStromkurven sind rot eingezeichnet. (C und D)
Temperaturabhangigkeit der Aktivierungskinetik. (@g beiden Stromspuren aus den oberen Graphetedlie
-77 mV und 21 bzw. 25 °C aufgenommen wurden, smcharmiert, dass der zeitabhangige HCN1-Strom die
gleiche Amplitude hat. Dadurch ist der direkte Meich der Aktivierungszeitverlaufe mdoglich. Einfach
exponentielle Anpassungen sind rot dargestellt.§@)Aktivierungszeitkonstanten der Strome bei 2l @5 °C
sind uber der Testspannung aufgetragen. Multiptiziean die Zeitkonstanten, die bei 25 °C bestimmtden,

mit 1,8, so ergibt sich die graue Kurve, die psdttiidentisch mit der 21 °C-Kurve verlauft.

Die so bestimmten Zeitkonstanten variierten zum Teil sehr gtaidchen unterschiedlichen
Experimenten. Es lag die Vermutung nahe, dass unterschiedliofgefauren im Labor fir
diese Variabilitat verantwortlich sein konnten. Gerade HCN-Kanéigen eine sehr starke
Temperaturabhangigkeit der Aktivierungskinetik (Magee, 1998). Um zupfilfen, ob

Temperatureffekte fur die Variabilitat der Aktivierungszeitkansggén verantwortlich sein

kénnten, wurden HCN1-Strome bei unterschiedlichen Temperaturen gemaAssddung
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3-6). Die Aktivierungszeitkonstantany; dieser Strome wurden wie angegeben bestimmt und
gegen die Testpulsspannung aufgetragen (Abbildung 3-6 D). In dem halblogah#miBia-
gramm verlaufen digx-Spannungskurven fur 21 und 25 °C parallel zueinander. Der Einfluss
der Temperatur auf die Aktivierungskinetik kann deshalb durch einenl&iSphnnungen
konstanten Beschleunigungsfaktor beschrieben werden. In Abbildung 3-6 Daustdigr
Kurve eingezeichnet, die sich ergibt, wenn man die Aktivierwtigmstanten, die bei 25 °C
bestimmt wurden, mit 1,8 multipliziert. Diese Kurve verlauft geaaf der 21 °C Kurve. Eine
Erwarmung um 4 K fiihrt demnach fast zu einer Halbierung der Aktivgszeitkonstanten.
Aufgrund dieser Temperaturabhéngigkeit konnen bei der Bestimmung d&blpkhgigkeit

der Aktivierungskinetik nur Experimente gemittelt werden, die dleicher Temperatur
durchgefuhrt wurden. Abbildung 3-7 zeigt gemittelte Aktivierungkpestanten aus zwei

Experimenten bei 21 °C.
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Abbildung 3-7: (A) Spannungsabhéngigkeit der Aldivingskinetik fur verschiedene pH-Werte (n = 2). §Bl-
Abhéngigkeit der Zeitkonstanten bei —85 mV (n =g Temperatur betrug 21 °C.

Wird T4 halblogarithmisch tber der Spannung aufgetragen, so ergibt sign&ir festen
pH-Wert eine annahernd gerade Linie (Abbildung 3-7 A). Die Zeitlamstist also in etwa
exponentiell von der Membranspannung abhangig. Unter den vorliegenden Bgdimgun
vergrofdert sichta um den Faktor 5, wenn die Membranspannung um 50 mV depolarisiert
wird. Um die pH-Abh&ngigkeit der Aktivierungszeitkonstantgabei einer festen Spannung

zu bestimmen, werden die entsprechenden Werte aus den Daten in Abl3lduAgnter-
poliert. Die gewdahlte Spannung muss dazu in dem Spannungsbereich tegetrch
Messungen bei allen pH-Werten abgedeckt wurde. Die Spannungad@it@uch mdoglichst

negativ sein. Denn nur bei mdglichst vollstandiger Aktivierung alleNH@nale isttay: ein
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gutes Mald fur das Inverse der Aktivierungsrate. Je wenigeél&adeaktiviert sind, desto
kleiner ist der Einfluss der Deaktivierungsrate auf die Zeitlaomst (Gleichung 4.1). In
Abbildung 3-7 B ist die pH-Abhé&ngigkeit der Aktivierungszeitkonstantereiner Spannung
von -85 mV gezeigt. Man beobachtet eine deutliche Abnahme,anit niedrigem pH. Eine
Erh6éhung der Protonenkonzentration von pH 7,3 auf pH 4,3 beschleunigt die Aktivierung
etwa um den Faktor 6. Eine gleichwertige Beschleunigung wirdeh deiree Hyper-
polarisation der Membranspannung um —55 mV erreicht.

Die Beobachtung, dass man die Aktivierung der Strome, abgesehen veigrderden An-
fangsphase, gut mit einer einfach exponentiellen Funktion beschreibenl&ssinsich so
deuten, dass der Ubergang zwischen zwei bestimmten Aktivierungsteristdiesen Vorgang
dominiert. In Kapitel 2.2.4 wurde anhand eines kinetischen Modells @N-Kanéale be-
schrieben, dass dies vermutlich der Ubergang. O4 ist. Es bietet sich damit die Gelegen-
heit, einen definierten Ubergang innerhalb des komplexen Modells asbizned Spannungs-
und pH-Abhéngigkeit genauer zu untersuchen. Wie bereits in Kapitel é\8dhnt wurde,
kann die Spannungsabhangigkeit der Aktivierungsraten von HCN-Kan&lenh get durch
eine einfach exponentielle Funktion beschrieben werden (Gleichung 224¢i @ird die
Aktivierungsratea(V) durch ein spannungsunabhéngige Rate a(V = 0) und eine ,Schalt-
ladung“ zdge beschrieben. Betrachten wigy in einem Spannungsbereich, in dem die
Aktivierungsratea die Zeitkonstante dominiert, also fir sehr groRe Offenwahrscheinlic
keiten (Gleichung 8.1), dann igty =1/a. Unter diesen Bedingungen kann man durch
Kurvenanpassung die Paramatgrund z fiir verschiedene pH-Werte bestimmen. Dazu wird
die Gleichung 22.3 verwendet. In Abbildung 3-8 sind die entsprechenden Anpasasndgen
die resultierenden Parametey und z dargestellt. Betrachtet man die pH-Abh&ngigkeit von
0o und z, so féllt auf, dass die gesamte pH-Abhangigkeit #@nn ap steckt. Der Faktor,z

ist dagegen unabh&ngig vom pH-Wert (Abbildung 3-8 B). Im Gegensatzwazder Wert
fur z, den man aus der Beschreibung dai-Strom-Amplituden mit der Boltzmann-
Gleichung gewonnen hatte, deutlich abhangig vom pH-Wert. In Abbildung 3-&dDdve
pH-Abhangigkeit von z mit der vongzverglichen. Wie kann man dieses Ergebnis
interpretieren? Im Zustandsmodell fir HCN-Kandle (Kapitel 2.2d]efi die Aktivierung
vorwiegend entlang des Pfades-C1-C2-C3-C4- 04 statt. Bei jedem einzelnen
Ubergang (C-C1, C1-C2, usw.) wird ein Teil der apparentegatingLadung im
elektrischen Feld Uber der Membran verschoben. Die Grdfke die die Spannungs-

abhangigkeit der Aktivierung beschreibt, gibt an, welche Ladung dreiAltivierung der
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Kanale im Mittel verschoben wird. Beginnt die Aktivierung fur akenale im Zustand C, so
ist Zd. maximal. Liegen vor der Aktivierung jedoch alle Kanéle iostand C4 vor, so wird
z[de minimal. In diesem Fall beschreibt die Grolige zdie apparentegatingLadung des

Ubergang<C4= O,
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Abbildung 3-8: (A) Spannungsabhangigkeit vogfy. Anpassungen nach Gleichung 22.3 wurden in einem

Spannungsbereich vorgenommen, in dem mehr als 88r%anéle aktiviert waren (siehe auch Abbildund)3-

Die Anpassungen sind rot eingezeichnet. (B) pH-Agingkeit der Parametear, und z. Der Parameter,zist

nicht vom pH-Wert abhangig. (C) Das Inverse dervi&tungszeitkonstanten bei -85 mV und der Paranuete

sind in gleicher Weise vom pH-Wert abhangig.

Um zu beschreiben, welcher Prozess durch die Grgpflsezchrieben wird, teilt man den

Ubergang C4. O4 in zwei Schritte auf. Im ersten Schritt wird aus dem ZusGahHeraus ein

,angeregter" Ubergangszustand X erreicht. Im zweiten $atintmt der Kanal den Zustand

04 ein. Die Kinetik des Uberganges C®4 wird durchta beschrieben. Dieser Parameter

ist spannungsabhangig, weil ein Teil der apparegtimgLadung beim Ubergang C4X

im elektrischen Feld verschoben wird. Die GroReezentspricht diesem Anteil. Offenbar

wird beim Ubergang C4 X immer dieselbe Ladung verschoben, unabhangig vom pH-Wert

(siehe Abbildung 3-8 B). Die Ladunddg die wahrend des gesamten Aktivierungsprozesses
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verschoben wird, nimmt dagegen zu niedrigen pH-Werten hin ab. Das kann swegede
werden, das die Ubergange in Richtung von C nach C4 nicht nur durcitiveeg
Membranspannungen, sondern auch durch die Bindung von Protonen begunstigt werden. Im
Rahmen dieser Vorstellung ist damit eine untere Grenze fur den Wert von z bei séttigenden

Protonenkonzentrationen.

3.1.3 Deaktivierungskinetik
Die Deaktivierungskinetik wurde bei einer Spannung von 0 mV untersuihtaiDStrome,

die wéahrend der Deaktivierung nach dem Spannungssprung von —90 mV auf 0 mV aufge
nommen wurden, kdnnen nach einer ersten Verzégerung durch einfach expenEuatik}
tionen angepasst werden (Abbildung 3-9 A). Unterhalb von pH 5,9 nehmeZeitken-
stanten mit sinkendem extrazellularen pH-Wert ab (Abbildung 3-EBE Erhdéhung der
Protonenkonzentration von pH 7,3 auf pH 4,3 verzigert die Deaktivierung etwarum de
Faktor 3. Aktivierungs- und Deaktivierungskinetik sind damit entgegstgevom extra-
zellularen pH-Wert abhéangig (siehe auch Abbildung 3-13 A).
A B

100

Tdeakt (ms)
(2]

50 pA

pH 7,3

4 5 6 7

150 ms oH

Abbildung 3-9: (A)tail-Stréme, nach einem Sprung von —90 auf 0 mV. Alldndhmen stammen von einer
Zelle. Der pH-Wert der extrazellularen Losung isgegeben. Nach einem sigmoiden Beginn kdnnenadlie
Strome durch einfach exponentielle Funktionen beésibbn werden (rot).B) pH-Abhéangigkeit der Deakti-

vierungskinetik. Die Deaktivierungszeitkonstanteuraéen iber dem pH-Wert aufgetragen (n = 2).

3.1.4 Reversibilitat

An dieser Stelle wird untersucht, ob die Veranderungen der Kgeakmhaften durch
Protonen reversibel sind. Damit zeitabhangige Veranderungen dakniSrgecht beein-
flussen, wurden die Losungen innerhalb weniger Sekunden gewechselt. Daimi eiur
Perfusionssystem aus 2 dinnen Glasfiberrohrchen eingesetzt. Javeellésing stromte aus
dem entsprechenden Réhrchen direkt Gber die Zelle. Der andere Zufikes wnterbrochen.

Dadurch konnte die extrazellulare Losung in weniger als 2 s ausgbtaverden. Aul3erdem
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wurde ein Spannungsprotokoll mit relativ kurzen Pulsen eingesetzT.eAtspannung wurde
die Haltespannung gewahlt, dadurch ist der Kanal am Ende des Testpetsds wieder
deaktiviert und der nachste Vorpuls kann unmittelbar angeschlossen werden. Bustatih
kurzen Pulse erreicht der Strom wahrend des Vorpulses bei pH 7,3 sesdhg@lichtswert
nicht. Die Analyse detail-Strome gibt deshalb die Spannungsabhangigkeit der Offenwahr-
scheinlichkeit nicht ganz korrekt wieder. Das spielt bei der Unteusuc der Reversibilitat
aber keine Rolle. Abbildung 3-10 zeigt Stromantworten, die in pH 7,3, idapH 4,3 und

wieder in pH 7,3 aufgenommen wurden.

A E
+60 mV M
+20 mV I R
--------- <
c
(ep]
-120 mV 200 ms
pH 7,3 = C pH 4,3 = D pH 7,3 eese

Os 16 s~ :l 26s

— = &=
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3 nA

Abbildung 3-10: (A) Spannungsprotokoll. (B-D) Strantworten auf das Spannungsprotokoll. Zunachst evurd
die links dargestellten Stromspuren bei pH 7,3 @ufgnmen, anschlieRend wurde der extrazellulare @t-W
auf 4,3 gesenkt und etwa 5 s spater wurden dieriiitte dargestellten Stromableitungen aufgenomrivach
dem Wechsel zur urspriinglichen Lésung mit pH 7,8den die rechts dargestellten Ableitungen aufgenemm
Uber den Stromspuren ist jeweils der pH-Wert angegeaund die Linienart, die zur Darstellung von
Stromspuren oder abgeleiteten GréRen verwendet(gigtie E und Abbildung 3-11). (E) Uberlagerung der
Stromantworten auf den Spannungssprung zu —120 mV.
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In Abbildung 3-10 B-D ist zu erkennen, dass HCN1 bei pH 4,3 schneller aktivie lang-
samer deaktiviert als bei pH 7,3. Das wird in der Uberlagerun@ulemantworten auf den
Sprung zu =120 mV noch deutlicher (Abbildung 3-10 E). Hier ist auch gukearen, dass
bei pH 4,3 die Amplitude der Stréme am Ende des Vorpulses kleipalsish pH 7,3. Wirde
das Gleichgewicht der Aktivierung auch bei pH 7,3 erreicht, war®itierenz der Ampli-
tuden noch etwas grofRer. Die Kurven, die vor dem Wechsel auf pH 4,3a(gcburch-
gezogen) und nach dem Spulen (schwarz durchbrochen) aufgenommen wurdefervéabt
gleich. Ich schliel3e daraus, dass die Beschleunigung der Aktivierungjaiiteduktion der
Maximalamplitude reversibel sind. In Abbildung 3-11 ist dargestellie sich die
Aktivierungszeitkonstante und die SpannungsabhéngigkeitaileStromes im Verlauf des

Experimentes andern.

Auch wenn die saure Losung fir langere Zeiten appliziert wird] die Effekte auf die
Spannungsabhéangigkeit und Kinetik der Aktivierung weitgehend reverBiieeAmplituden
nehmen jedoch, abhéangig von der Zeit und vom pH-Wert stetig und iitmleab. Das wird

im nachsten Kapitel gezeigt.
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Abbildung 3-11: Spannungsabhéangigkeit tel-Strome (A) und der Aktivierungszeitkonstanten f&ch dem
Wechsel auf pH 4,3 (blau) andert sich die Spansalpigangigkeit detail-Stréme und die Kinetik der
Aktivierung. Wird der urspringliche pH-Wert wiedeingestellt (durchbrochene Linie), nehmen auch die
Parameter ihre Ausgangswerte wieder an. Der Emflder Protonen auf beide Parameter ist weitgehend
reversibel.
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3.1.5 Amplituden

Im Verlauf eines Ganzzell-Experimentes nimmt die Amplitude St#emes durch HCN1-
Kanale ab. Eine solche Abnahme der Stromamplituden mit der Zedtuch flr andere
lonenkanale beschrieben. Als eine mdogliche Ursache diskutient dag Auswaschen
zytosolischer Komponenten, die fur die Funktion der Kanale wichtig sind.

Als Mal} fur die Amplitude des zeitabhangigen HCN1-Stromes wedridiximale Amplitude
(Imax!Imin In Gleichung 23destail-Stromes gewahlt (siehe Abbildung 3-3 A). Dieses Mal}
eignet sich, weil es nicht durch den Leckstrom beeinflusst Wwirdbbildung 3-12 ist fir ein
typisches Experiment der Verlauf dieser maximale AmplitudetaleStromes tber der Zeit
aufgetragen. Der pH-Wert der extrazellularen Losung istgeizgn. Von kleinen Schwan-
kungen abgesehen, nimmt die maximale AmplitudetaiesStromes stetig ab. Bei saurem pH
(pH < 6) schien dieser Vorgang etwas schneller abzulaufen.aémight reversibel. Die
Tendenz einer schnelleren Abnahme bei pH-Werten unterhalb von 6 war bei allemErper
ten zu erkennen. Darlber hinaus variierten Ausmafd und Geschwindigkéitngéituden-
abnahme stark zwischen unterschiedlichen Experimenten. Eine Syktdmiamte nicht

gefunden werden.
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Abbildung 3-12: Verlauf der maximalen Amplitude digsl-Stromes lyaxlmin in Gleichung 23). Die Werte
stammen von einem Ganzzell-Experiment. Die Abszissekiert die Zeit, die nach dem Durchbrechen der
Zellmembran verstrich. Wahrend des Experimentesdemrextrazellulare Lésungen mit verschiedenen pH-
Werten verwendet. Am oberen Rand der AbbildundestWechsel des pH-Wertes angegeben.
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3.1.6 Abschéatzung des pK s der protonierbaren Gruppen

Protonen und andere Kationen kdnnen die Schalteigenschaften von lonenkandlesieuf z

lei Weise beeinflussen. Zum einen schirmen sie negative Qfefiladungen am Kanal oder

in dessen Umgebung ab. Elektrostatische Wechselwirkungen zwikeldengen, die ganz
oder teilweise Uber die Loésung hinweg stattfinden, werden abgeddhwéc die Starke der

Abschwéachung spielt lediglich die Konzentration und die Valenz denleme Rolle, nicht

aber die Spezies — Abschirmung ist unspezifisch (Hille 2001). Zumreandénnen Kationen

an spezifischen Bindestellen von lonenkanélen binden. Bei der Bindung viomd€atvird
die Oberflachenladung selbst geandert. Das elektrostatischei&@alentKationen tberlagert
sich mit dem elektrostatischen Potential der negativen BindestBlie Wechselwirkung mit
anderen Ladungen wird auch dann abgeschwécht, wenn sie nicht Uber dig hisueg
stattfindet. Die Bindung der lonen ist spezifisch. Fir die StarlsesiEffektes ist die Spezies
der lonen entscheidend. An HCN-Kanalen wurde kein spezifischektBfbn C&'- oder

Mg?*-lonen beobachtet (Chen et al., 2001, Henrikson et al. 2002; Malcolm, &0@p).

Mg**-lonen schirmen lediglich Oberflachenladungen ab. Wird in Abwlesit anderer

divalenter Kationen die Konzentration extrazelluldrer?ignen von 3 mM auf 30 mM

erhoht, so verschiebt sichy¥ bei HCNL1 lediglich um +9 mV (Henrikson et al. 2002). Aus

zweierlei Grinden schirmen divalente Kationen negative Ladungen welsezftektiver ab
als monovalente Kationen.

1. Divalente Kationen reichern sich in der Umgebung negativer @tleehladungen
- verglichen mit ihrer Konzentration in freier Losung - deutlictarler an, als
monovalente lonen.

2. Die Starke der Abschirmung wéachst etwa mit der Valenz undeni¥Wurzel der lonen-
konzentration.

Am HCN1-Kanal hat die Erhdhung der Protonenkonzentration von 0,05 uM (pH 7,3) auf

50 uM (pH 4,3) einen starken Einfluss auf die Spannungsabhéangigkeit undk Kieletkti-

vierung. Wie erwahnt, kdnnten diese Effekte als eine Verschieburejfektiven Membran-

spannung um +40 bis + 55 mV interpretiert werden. Ein Vergleich mit B&ekt von

30 mM Mdf* zeigt, dass der Einfluss der Protonen nicht durch das unspezifissohirnen

von negativen Oberflachenladungen erklart werden kann. Vielmehr kann danam

ausgehen, dass Protonen spezifisch an protonierbare Gruppen binden.

Eine protonierbare Gruppen lasst sich durch ihreg\Mért charakterisieren. Es handelt sich

dabei um den pH-Wert, bei dem die Gruppe mit einer Wahrscheinlicltke50% protoniert

vorliegt. An dieser Stelle werden zunachst apparente\jg&rte fur die pH-Abh&ngigkeit von
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Tgeaks Taky Z UNd M2 bestimmt bzw. abgeschéatzt. Dazu wird die pH-Abhangigkeit ditser-
meter durch eine Hill-Gleichung (Gleichung 24) beschrieben.

(As - A) Gleichung 24

A(pH) = Ag +]_+(KS/[H +])r

Die GrofRe A steht hier stellvertretend fur die untersuchten R&@aTR:, Tgeas Z UNA V2. As
und As kennzeichnen die Werte, die in Sattigung bei sehr sauren und seduhbasextra-
zellularen Losungen erreicht werden. Der MittelwergfAg)/2 wird bei einem pH-Wert von
pKs angenommen. Der so genannte ,Hill-Koeffizient* r beschreibtStalheit der Kurve.
Ein grolReres r fuhrt zu einer steileren Kurve. Mit Hilfe dasafeters r kobnnen auch Aus-
sagen uber die Stochiometrie der Bindungsreaktion getroffen werden. Hill-Funktiengenw
unter anderem genutzt, um zu beschreiben, wie sich Eigenschaften vemedproin
Abhéangigkeit von der Konzentration eines Bindungspartners andern.

A B
1 == Deaktivierung
=O= Aktivierung — -5 q]
4 >
200 =
~ _4 N
w N =
E > *
~ (# -3
1001 -
= | = B 1
0 -0
I I I 1 ' I 1 I
10" 10° 10 4 58 6 7
[HJex M) S pH

Abbildung 3-13: (A) pH-Abhéngigkeit vory, und T4ea bei €inem einzelnen Experiment. Die Zeitkonstaiee
Aktivierung bei —88 mV und die Zeitkonstante deraRivierung bei 0 mV sind Uber der Protonenkonzaitn
aufgetragen. Die pH-Abhangigkeit van, kann durch eine Hill-Funktionen beschrieben werd@) pH-
Abhangigkeit von ¥, und z. (ilbernommen von Abbildung 3-3 B) Die gebgiten Linien deuten an, wie aus

der pH-Abhangigkeit vomgeax €ine Obergrenze fir pkabgeschatzt wird (siehe Text).

Eine Anpassung der pH-Abhangigkeit vog: durch eine Hill-Funktion ergibt einen pK
Wert von 5,6 (Abbildung 3-13 A). Die Parameter der Hill-Funktion sing=A7 £ 11 ms;
Ag=270+7 ms;r=0,7 +0,1;4€ 2,410° + 41107 M (pK<= 5,6 + 0,07).

Die pH-Abhangigkeit der Aktivierungszeitkonstanten zeigt sowehisauren, als auch zu
basischen Werten hin ein Sattigungsverhalten (Abbildung 3-13rAfdgensatz dazu zeigen
die Werte flrtgeas Z und M, keine Sattigung zu kleinen pH-Werten hin. Dadurch lassen sich

die Parameter A r und pks weniger genau bestimmen. Rggakergab sich ein p&Wert von
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4,6 £0,3. Der fur die Kurvenanpassungen verwendete Levenberg-Marquardihgoit
konvergierte nicht fir die pH-Abhé&ngigkeit von z und,V Aber auch fur diese pH-
Abh&ngigkeiten kann ein Naherungswert flrs@bgeschatzt werden. Die Abschatzung wird
im Folgenden am Beispiel vom ) erklart.

Der bei pH 7,3 bestimmte Wert {) = -62 mV) dient als Abschéatzung furgADer ent-
sprechende Wert bei pH 4,34(¥= -27 mV) stellt eine untere Grenze fig dar. Damit ist
der pH-Wert, bei dem ¥ (-62 + -22)/2 = -42 mV betragt, eine obere Grenze fig s
Abbildung 3-13 liest man daftir einen pH-Wert von 4,8 ab. Analog erhalt msadex pH-
Abhéngigkeit von z eine Obergrenze furgon 5,4.

Man erhalt also aus der pH-Abhangigkeit unterschiedlicher nizdest unterschiedliche
Bereiche, fur die entsprechenden spKerte. Das kann darauf hindeuten, das mehrere
Gruppen titriert werden, die unterschiedliche apparenteVig&rte haben. Es gibt aber auch
andere Erklarungen. Da die Messungen nicht die Titration direktabbtén, sondern nur
nachfolgende Veranderungen, kann die Titration einer Gruppe untersdieedbid-
Abhangigkeiten bei unterschiedlichen gemessenen Parametern tiienvoEin Beispiel am
Modell C=C soll dies verdeutlichen. Wirde beim Modé&l=C durch die Titration einer
Gruppe mit pk = 5,4 der Parameter z von 5 auf 1 reduziert, dann wirde sich nicht nur z
sondern nach Gleichung 11 auch,Vandern. Weil V), proportional zu 1/z ist, ware der
apparente pkWert fur Vy» anders als der apparentegpiert fur z. Es ergibt sich pKV1)

= 4,7. Die etwas unterschiedlichen Bereiche degWerte flr Vi, und z lassen sich also,
zumindest beim einfachgd— C-Modell, erklaren, ohne die Titration mehrerer verschiedener

Gruppen vorauszusetzen.
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3.2 Einfluss von Protonen auf HCN1-Mutanten

Extrazellulare Protonen beschleunigen die Aktivierung, verzogern daktierung und
verschieben die Spannungsabhéngigkeit von HCN1-Kanédlen. Im letztetelKapirde
erlautert, dass wahrscheinlich die Titration protonierbarer GruppefKanalprotein diesen
Veranderungen zugrunde liegt.

Um herauszufinden, durch welchen Mechanismus die Protonen die Kanaibafesrs
andern, ist es wichtig, den Protonensensor - also die Bindungsgtdile(Protonen - zu
finden. Dazu wurde zunachst eine Liste aller in Frage kommendeno&é&iren zusammen-

gestellt. Folgende Informationen wurden bertcksichtigt:

1. Aus den pH-Abhangigkeit der Parameatgf, Tqeaks Z UNd M2 lassen sich apparente gK
Werte abschétzen, die alle unterhalb von 5,7 liegen. Sollten sich Rieameter auf-
grund der Titration protonierbarer Gruppen verandern, so ist esclahriéch, dass auch
der apparente pKWert dieser Gruppen unterhalb von 5,7 liegt.

In freier LOsung haben die Seitengruppen von 2 der 20 Aminosauren eig&grunter-
halb von 5,7. Es handelt sich dabei um Glutaminsaure fpK,25) und Asparaginsaure
(pKs= 3,65), unprotoniert sind sie negativ geladen. Die angegebengweke wurden in
freier LOsung gemessen. Da der Wert stark von den elektsostati Eigenschaften der
Umgebung abhangt, kann er im Protein anders sein als in Losung.

2. Intrazellulare Protonen spielen keine Rolle fir die beobachteten Effekte.

Zong und Mitarbeiter (2001) konnten zeigen, dass intrazellulare ProaoneHCN-Kanal
binden kénnen. Dadurch wird die Spannungsabhangigkeit der Aktivierung kerstér zu
negativeren Werten verschoben. Als Bindestelle wurde ein Histidim@azellularen Ende

des Spannungsfihlermotivs in S4 identifiziert. Sein apparentefWat betragt 7,6.
Demgegeniber fuhrt die Erhéhung der extrazellularen Protonenkonzentration zueeimsr R
verschiebung der Aktivierungskurve. Aul3erdem sind die verschiedenekteEfjuantitativ
verschieden. Wahrend die Titration der intrazellularen Seitgrnar Verschiebung von etwa

20 mV fuhrt, ist ;> durch extrazellulare Protonen um bis zu 35 mV verschoben. Die Effekte
sind also quantitativ und qualitativ (Richtung der Verschiebung)cheden. Daher kann
ausgeschlossen werden, dass der Effekt extrazellularer Protonem einee indirekte
Erhdhung der intrazellularen Protonenkonzentration zustande kommt. Der gesuchte
Protonensensor muss also flr extrazellulare Protonen zugangticihseHCN-Kanalen und

verwandten R-Kanalen wurden umfangreiche Studien zur Zugéanglichkeit von Aminasaure
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durchgefiihrt. Die Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dass abee#ular gelegenen
Aminosauren zuganglich sind. Es handelt sich dabei um die Aminosausan ihinker-
Domanen zwischen S1 und S2, S3 und S4, S5 und Pore und Pore und S6 (siehe Abbildung
3-14 oben und gepunktete Bereiche in Abbildung 3-14 B). Aber auch innerhalb der
Transmembransegmente befinden sich Aminosauren, die extrazellgiénglich sind. Hier

kann die Zugénglichkeit vom Aktivierungszustand des lonenkanals abh@vigenikko et

al., 2002; Bell et al., 2004; Vemana et al., 2004).

3. Die Eigenschaften von hHCN1, hHCN2, hHCN4 und dmHCN werden in &hnlicher Weise
durch Protonen verandert (R. Seifert, personliche Information; Stevens et al., 2001).

Da vier eng miteinander verwandte HCN-Kandale auf ahnlichesé\urch Protonen beein-
flusst werden, ist es wahrscheinlich, dass bei allen vier Kamkdemgleiche Mechanismus
zugrunde liegt. Unter dieser Annahme kann die Zahl der méglicheonBrsensoren durch
eine Gegeniberstellung der Aminosauresequenzen weiter eingegexdenwNur solche
Aminosauren, die in allen erwahnten Kanalen an vergleichbarendresitauftreten, kom-

men als Protonensensor in Frage.

Folgende Schlussfolgerung kann man aus den angestellten Uberlegigtgam ogliche
Protonensensoren im HCN-Kanal sind vermutlich Asparagin- und/odern@hsi@uren, die
zwischen HCN1,2,4 und DmHCN konserviert sind, und die sich in den Transmembran
segmenten oder im extrazellularen Proteinbereich befinden. Im Sequgech in

Abbildung 3-14 B sind die betreffenden Kandidaten rot und fett eingezeichnet.
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extrazellular
intrazellular
N Bindestelle

S1 S2
rHCN1: S DFRFYVOLIMLIMMVGNLVIIPVGITFFT EQTTTPWIFNVASTVFLLDLIMNFRTGTVRDSSE-IIL  DPKVIKMNY 206
rHCN2: S DFRFYVOFTMLLFMVGNLIIPVGITFFK DETTAPWIVENVVSTFFLMOLVLNFRTGIVIEDNTE-IIL - DPEKIKKKY 259
rHCN4: S DFRFYVULTMLLLMVGNLIIIPVGITFFK DENTTPWIVENVVSTFFLI DLVLNFRTGIVVEDNTE-IIL  DPQRIKMKY 337
DmHCN: SSFRFYWLCMLLLLVANLIILPVAISFFN DDLSTRWIAENCLSTIFLI DIVVNFRTGIMQM@NAEQVIL DPKLIAKHY 479

S3 S4
rHCN1: LKSWFVVDFISSIPV DYIFLIV EKG------- M DSEVYKTARALRIVRFTKILSLLRLLRLSRLIRYIHQWEFHMTYD 279
rHCN2: LRTWFVVDFVSSIPVDYIFLIV EKG------- | DSEVYKTARALRIVRFTKILSLLRLLRLSRLIRYIHQWEFHMTYD 332
rHCN4: LKSWFVVDFISSIPV DYIFLIV ETR------- | DSEVYKTARALRIVRFTKILSLLRLLRLSRLIRYIHQWEFHMTYD 410
DmHCN: LRTWFFDLISSIPL DYIFLIFNQIMKLQ DFSDSFQILHAGRALRILRLAKLLSLVRLLRLSRLVRYVS@®/Y--FLN 557
S5 Pore ...

rHCN1: LASAVVRIFNLIGMMLLLCHWOGCLQFLVPLLQFPPDCWYVSLEMVNDSWGKQYSYALFKAMSHMLCIGYGAQAPVSMS 359
rHCN2: LASAVMRICNLISMMLLLCHVBGCLQFLVPMLQFPSDCWVSINNMVNHSHLY SFALFKAMSHMLCIGYGRQASMT 412
rHCN4: LASAVVRIVNLIGMMLLLCHW)GCLQFLVPMLQFPHDCWVSINGMVNNSWGKQYSYALFKAMSHMLCIGYGRQAPVGMS 490
DMHCN: MASVFMRIFNLICMMLLIGHWSGCLQFLVPMLQGFPSNSWA/QHE$YWEQY SWALFKAMSHMLCIGYGRFPPQSLT 637

. S6
rHCN1: DLWITMLSMIVGATCYAMFVGHATALIQSESRRQYEKYKQW¥EQYMSFHKLPEMRQKIHDY YEHRYQGKIPEENIL 439
rHCN2: DIWLTMLSMIVGATCYAMFIGHATALIQSISSRRQYEKYKQWEQYMSFHKLPEFRQKIHDYYEHRYQGKMFELSIL 492
rHCN4: DVWLTMLSMIVGATCYAMFIGHATALIQSESRRQYEKYKQW¥EQYMSFHKLPPTRQRIHDYYEHRYQGKMFEESIL 570
DMHCN: DMWLTMLSMISGATCYALFLGHATNLIQESRRQYRKVKQEEYMAYRKLPBMRQRIEEYFEHRYQGKHBEH.IL 717

Abbildung 3-14: (A) Schematische Darstellung derul8ur einer HCN-Kanaluntereinheit. Die Transmem-
bransegmente sind als Tonnen dargestellt und m&@hezeichnet. (B)Der zentrale Bereich von HCNTNZ,
HCN4 und DmHCN im Sequenzvergleich. Transmembransete sind gelb hinterlegt, extrazelluléare
Abschnitte durch Punkte Uber den Sequenzen markfartinosduren sind mit dem Einbuchstaben-Code
eingetragen. Glutaminsdure (E) und AsparaginsdDjesind rot hervorgehoben. Davon sind diejenigeth fe
gedruckt, welche in allen vier Kanédlen konservigrtd maoglicherweise fur extrazellulare Protonen mngdjéh

sind. In HCN1 handelt es sich dabei um 9 Aminosa(sehe Text).

Im HCN1-Kanal gibt es 3 Glutaminsauren (E158, E229 und E235) und 6 Aspsiaggn
(D172, D178, D214, D222, D233 und D360) die in Frage kommen. Diese Aminosauren
wurden durch gezielte Mutagenese gegen andere Aminosauren ausgef@aschiel des
Aminosaureaustausches war, eine nicht protonierbare Aminosaure, odes niokddoleriert
wurde, eine Aminosdure mit anderemgpiert einzufiihren. Die Struktur des Proteins sollte
dabei mdoglichst wenig gestort werden. Aus diesem Grund wurde Ghs@mne gegen
Glutamin ausgetauscht und Asparaginsaure gegen Asparagin. In denk&en der
Aminosauren ersetzt dabei jeweils eine Aminogruppe die Carboypylgrder Saure. Die

resultierende Aminosaure (N oder Q) kann zwischen pH 3 und pH 12 nicht proteerden
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(Stryer, 1988). Der Austausch erhalt die GréRe der Seitenkeitigetvend, man bezeichnet

ihn auch als einen konservativen Austausch.

Aminosdureaustausch Funktionell
E158 > O +
D172 -> N/V/IE —
D178 > E —
D214 > E —
D222 > N/F/E —
E229Q+D233N+E235Q +
D360 > N —

Tabelle 3-1: Zusammenstellung der Aminosdureausteuan potentiellen Protonensensoren des HCN1e Viel

dieser Aminosaureaustausche filhren zum Verlustjegl Kanalfunktion (siehe zweiten Spalte).

An einigen der oben erwahnten Positionen wurden bereits von einer andbestsgkuppe
Mutationsstudien durchgefiihrt. Chen und Mitarbeiter (2001) neutralisieri@ege Amino-
sauren in HCN2. Unter anderem wurden die Asparaginsauren in S2 ude $8molog zu
D172, D178, D214 und D222 in HCN1 sind, durch Glutamin ersetzt. Jeder einzelne
Aminosaureaustausch fuhrte zum Verlust der Kanalfunktion. Die Autorentdformeigen,

dass bei einigen dieser Mutanten der Transport des Proteins Pladimamembran nicht
mehr funktioniert. Die molekularen Ursachen fir diesen Defekt st anklar. Die
Erwartung lag nahe, dass die entsprechenden Aminosaureaustaud¢i¢lirmuch zu nicht-
funktionellen Kanalen fuhren. Daher wurden D172, D178, D214 und D222 durch Giutami
saure ersetzt. Die Ladung bleibt in diesen Fallen erhalterGeitenkette wird lediglich um
eine CH-Gruppe verlangert. Sollte eine dieser Asparaginséuren einld®eiProtonensensors
des Wildtypkanals sein, wirde man in der Mutante eine verandertebpBhgigkeit
erwarten. DarUber hinaus wurden noch die Aminosaureaustausche D172V und D222F
untersucht. Diese Austausche filhrten an homologen Aminosaurepositiong@anmuisgs-
abhangigen EAG-Kanal zu funktionellen Kandlen. In Tabelle 3-1 sind Adréno-
saureaustausche aufgefiihrt, die im Rahmen dieser Arbeit untevsoicten sind. Nur bei

zwei der untersuchten Mutanten wurden Strome mit HCN-charaldehisn Eigenschaften
gefunden (siehe 2. Spalte in Tabelle 3-1). Im folgenden werden diesat®tuim Einzelnen
beschrieben.
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3.2.1 HCN1-E158Q

Die Glutaminsédure an Position 158 des HCN1-Kanals befindet siclexinazellularen
Proteinabschnitt zwischen S1 zu S2 (siehe Abbildung 3-14 B. Sie wurde Glutamin
ersetzt.

Von HEK293-Zellen, die mit HCN1-E158Q transfiziert worden waren, konmtdmste
Strome mit einer HCN-typischen Aktivierung abgeleitet veardsiehe Abbildung 3-15). Wie

bei der Untersuchung von Wildtyp-HCN1 wurde fur die Experiment&pannungsprotokoll

mit variablem Vorpuls und festem Testpuls verwendet (Abbildung 3-15NArh einem
Sprung auf Spannungen unterhalb von etwa —40 mV aktivierte der Strom zagjigb{siehe
Abbildung 3-15 C und E). Der Sprung von der Vorpulsspannung zur Testspannung von
-90 mV fuhrte zutail-Stromen (siehe Abbildung 3-15 D und F). Springt man von der Test-
pulsspannung (=90 mV) zurick auf die Haltespannung von 0 mV, misst maertatesl-
Strome, die den Verlauf der Deaktivierung widerspiegeln (siehe auch Abbildung 3-16 D)

Der E158Q-Kanal unterscheidet sich in diesen Eigenschaftenagwatitcht vom Wildtyp-
Kanal. Zur Bestimmung der Spannungs- und pH-Abhangigkeit der Aktivierung eakiib
vierung kénnen deshalb die gleichen Methoden eingesetzt werdemsjemin Kapitel 3.1
beschrieben wurden. Das heil3t, die Spannungsabhangigkeit der Amplitutiel-&rome
wurde durch die Boltzmann-Gleichung (Gleichung 23) beschrieben. Doen&tleitungen
wahrend des Vorpulses und nach dem Sprung von der Testspannung zur Haltespannung

wurden durch einfach exponentielle Funktionen angepasst.

Spannungsabhangigkeit der Aktivierung

Die Spannungsabhangigkeit d&il-Strome konnte gut durch die Boltzmann-Gleichung
(Gleichung 23) beschrieben werden (durchgezogene Linien in Abbildung 3-1&hB,aich
Legende der Abbildung). In neutralem pH betragf, \bei der Mutante HCN1-E158Q
-72 mV. Dieser Wert ist 10 mV negativer als beim Wildtyp. Beins&uern von pH 7,3 auf
pH 4,9 andert sich . um +14 mV auf —58 mV. Der Parameter z sinkt dabei von 4,5 auf 2,6.
Die Anderungen von ¥, und z durch das Ansauern sind damit ahnlich wie die, die beim

Wildtyp gemessen wurden: +15 mV fugMund —2,3 fir z.
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Abbildung 3-15: (A) Spannungsprotokoll. Haltespamgp) mV, Vorpulsspannung variierte in Schritten von
10 mV, Testpulsspannung —90 mV. (C und E) Stromariem auf das angegebene Spannungsprotokoll,
gemessen an einer Zelle, die HCN1-E158Q Kanéaleimignte. Der pH-Wert der extrazellularen Losungrbet

pH 7,3 (C und D) und pH 4,9 (E und F). In D und iRdsdie tail-Strdme vergro3ert und mit hdherer
Zeitauflosung dargestellt. Die Pfeilspitze markidgn Zeitpunkt, an dem die Amplituden dwil-Stréme
bestimmt wurden. (B) SpannungsabhangigkeittdiérStrome. Die durchgezogene Linie ist mit der Bokmm-
Gleichung (Gleichung 23) und folgenden Parametenedhnet worden: pH 7,3,d= -247 pA, hin= -947 pA,
Vyp=-72,1 mV, z=4,5; pH 4,9;.L= -173 pA, hin=-719 pA, ;= -57,7 mV, z = 2,6.

Aktivierungs- und Deaktivierungskinetik

Die Zeitkonstantertak und Tgeax: WUrden durch die Kurvenanpassung einfach exponentieller
Funktionen an die Stromableitungen bestimmt. Mit abnehmendem pH-Wert wurden die Werte

flr Tak Kleiner, wéhrend die Werte fiigeak: anstiegen. Wie Abbildung 3-16 C zeigt, war die
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Aktivierungszeitkonstante exponentiell von der Spannung abhangig. Wird digssammen-

hang mit Gleichung 22.3 beschrieben, so ergibt sich sowohl bei pH 7,3 als auch bei pH 4,9 flr
den Parameteryzein Wert von 1. Ebenso wie beim Wildtyp steckt die gesamte pH-
Abhéangigkeit vorta: im Parameteo,. Sein Wert andert sich von 0,09 bei pH 7,3 auf 0,8 bei

pH 4,9. Bei pH 7,3 und -91 mV betragk: 250 ms, bei pH 4,9 nur noch 34 ms. Das Ansduern
verringert Ta: also um den Faktor 7,3 - deutlich mehr als beim Wildtyp (Faktor 3).

Gleichzeitig wachstgeakum den Faktor 1,5 (siehe Abbildung 3-16 D und Legende).

-49
-58
-66
74
-82
-91
200 ms
D
1000 -
8] «==pH7,3
6] —O=pH4,9
w4
£ |
= <
100 ~ 8
8: N
6-

T T T T T
-100 -80 -60

Membranspannung (mV)

Abbildung 3-16: HCN1-E158Q-Stromantworten, bei pd 7A) und bei pH 4,9 (B). Die Haltespannung betrug
0 mV, rechts neben den Stromspuren ist die Testspanin mV angegeben. Die Stromableitungen wurdgn b
21 bis 22 °C aufgenommen. Einfach exponentielleasspngen an die Stromkurven sind rot eingezeic@gt.
Spannungsabhéngigkeit der Aktivierungskinetik fiirfp3 und pH 4,9. (DTail-Stréme, nach einem Sprung
von =90 mV auf 0 mV in pH 7,3 und pH 4,9. Nach einsigmoiden Beginn kdénnen diail-Stréme durch
einfach exponentielle Funktionen beschrieben weldet). Der Wert der Zeitkonstantgea betragt 27 ms bei
pH 7,3 und 40 ms bei pH 4,9.
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Vi (MV) z Zq Qo (1/s) | Takt (Ms) (-90 mV) [ Tgeakt (MS) (0 mV)
pH| 73 | 49 | 73 | 49 | 73 | 49 | 7,3 | 49 7,3 4,9 7,3 4,9
HCN1-wt -62 | 47 | 51|28 | 08| 08 |0,26]0,85 226 70 37 60
HCN1-E158Q | -72 | -58 | 45 | 26 | 1,0 | 1,0 | 0,09 | 0,8 263 36 27 40

Tabelle 3-2: Zusammenstellung der Parametey ¥/, Tax, TdeaxiOo UNd z fur HCN1-Wildtyp und HCN1-E158Q.

Ao (V) N Qo (PH4,9) | Take GH49) | Taeakt (oH 4,9)/
Aza Ao (PH7.3) | Taw (PH7.3) | Taeakt (PH7.3)

HCN1-wt +15 23 0 3,3 0,31 1,62

HCN1-E158Q|  +14 1.9 0 8,9 0,14 1,48

Tabelle 3-3: pH-Abhangigkeit der Parameter. Um #anfluss des pH-Wertes zu bestimmen, wurden fur die
Parameter der Spannungsabhangigkeit die absoluenscMebungen (Vs(pH 4,9)-Vi(pH 7,3), fur Zeit-
konstanten und Aktivierungsrater die relativen Anderungen(pH 4,9)/t1(pH 7,3)) berechnet.

Anhand der Gegeniberstellung in Tabelle 3-3 wird deutlich, dass auElgdigschaften der
Mutante HCN1-E158Q stark durch Protonen beeinflusst werden. Die n@hsid@ure an

Position 158 ist damit nicht der gesuchte Protonensensor.
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3.2.2 HCN1-QNQ (E229Q/D233N/E235Q)

Die drei negativ geladenen Aminosauren im extrazellularen Rbetedich zwischen S3 zu S4
wurden gegen neutrale Aminosauren ausgetauscht. Dabei wurde jeweilGlutaminséaure

durch Glutamin und eine Asparaginsaure durch Asparagin ersetzt.

H4,9
A pH 7,3 B p
---------------- 0mv | — - —0mvV
|
-90 mV
-90 mV
C
o D
L
<
c <
LQ c
- —
1s 1s L
E Y F \j
g g
- o
o
M ~
500 ms 150 ms

Abbildung 3-17: (A und B) Spannungsprotokolle biip,3 (A) und pH 4,9 (B) (Haltespannung 0 mV, Vdgu
spannung variiert in Schritten von 10 mV, Testpudssiung —90 mV). (C und D$tromantworten auf die
angegebenen Spannungsprotokolle, gemessen anZaher die HCN1-QNQ-Kanéle exprimierte. (E und F)
Tail-Strome in hdherer Zeitauflésung. Die Pfeilspitzarkiert den Zeitpunkt, an dem die Amplituden thl-
Strome bestimmt wurden (siehe auch Abbildung 3-18).

Von HEK293-Zellen, die mit HCN1-QNQ transfiziert waren, konnten rob&téme mit
einer HCN-typischen Aktivierung abgeleitet werden (siehe Abibiy 3-17). Wieder wurde
ein Spannungsprotokoll mit variablem Vorpuls und festem Testpuls vertvgholaldung

3-17 A und B). Die Stromantworten auf das Spannungsprotokoll sind denenildégW
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kanals sehr ahnlich und kbnnen mit denselben Methoden charakterisiert yegetierkKapitel
3.1).

Spannungsabhangigkeit der Aktivierung

In Abbildung 3-18 ist die Amplitude déail-Strome tber der Vorpulsspannung aufgetragen,
die entsprechenden Kurvenanpassungen mit Hilfe der Boltzmann-Gilgi¢@leichung 23)
sind als durchgezogene Linien eingetragen (Abbildung 3-18). Die Spannuawggebieit
verschiebt sich beim Ansauern von pH 7,3 auf pH 4,9 zu positiveren Spannundéitteim

(n = 4) andert sich ¥, von —-61+ 5 mV auf —-3at 2 mV. HCN1-QNQ hat also bei neutralen
pH praktisch denselben;¥Wert wie der Wildtyp. Bei der Mutante wird,¥ durch eine
Absenkung des pH-Wertes auf 4,9 allerdings deutlich starker verschgdemV) als beim
Wildtyp (+15 mV). Die Spannungsabhangigkeit der Aktivierung nimmt ddeh Anséuern
ab, der Parameter z sinkt von 4,4 auf 2,5.

-400
3
g -800-
o
& O pH73
& -1200 O pH4,9
= Boltzmann-
1600~ | | | | Fulnkt|onlen
-100 -80 -60 -40 -20 O
Vorpulsspannung (mV)

Abbildung 3-18: Spannungsabhéngigkeit tiel-Strome von HCN1-QNQ. Die durchgezogene Linie igtdar
Boltzmann-Gleichung (Gleichung 23) und folgendemaRe&tern berechnet worden: pH 7,3, -467 pA,
Imin= -1467 pA, \{,7=-68,0 mV, z = 4,2; pH 4,9;,L= -234 pA, hin=-1114 pA, V{=-35,6 mV, z = 2,5.

Aktivierungs- und Deaktivierungskinetik

Die einfach exponentiellen Anpassungen, mit dengrund Tgeax: bestimmt wurden, sind in
Abbildung 3-19 A und B dargestellt. Die Spannungsabhéngigkeit der Akiingszeitkon-
stanten ist in Abbildung 3-19 C dargestellt. In der halblogargbh@n Auftragung ergeben
sich geradet,V-Kurven, deren Anstieg bei pH 4,9 deutlich geringer ist als bei pH 7,3.
Dadurch ist g bei HCN1-QNQ vom pH-Wert abhangig, anders als beim Wildtyp udNH
E158Q. Der Wert vongzfallt von 1,2 bei pH 7,3 auf 0,7 bei pH 4,9. Auch der Paranweter
andert sich mit dem pH-Wert. Sein Wert steigt beim AnsauerrdemnFaktor 100. Diese
Anderung ist um ein Vielfaches groRer, als beim Wildtyp. DearRatert,q, gemessen bei

-90 mV, ist weniger stark vom pH-Wert abhéngig @s Beim Ansauern sinkta: um den
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Faktor 15. Auch diese Anderung ist deutlich groRer, als bei Wildighe auch Tabellen 3-2

und 3-3). Obwohl die Mutante HCN1-QNQ bei neutralem pH langsamerniexktals der
HCN1-Wildtyp, fuhrt die starke pH-Abh&ngigkeit vag:; dazu, dass die Mutante bei pH 4,9
schneller aktiviert, als der HCN1-Wildtyp bei pH 4,3. Die Deaktiuigy verlauft dagegen bei
allen pH-Werten langsamer, als beim Wildtyp. Der Wert u@g betragt 90 ms bei pH 7,3

und 113 ms bei pH 4,9 (siehe Abbildung 3-19 D und Legende). HCN1-QNQ deaktiviert damit
nur etwa halb so schnell, wie der HCN1-Wildtyp.

A B
-66
T =73
g 81 p
Lo Lo
o —
200 ms
C D
1000 - == pH 7,3
< —=O= pH 4,9
Z
I—'% 21 g—
8
100 re}
8
6
4-
1 ' 1 ' 1 ' 1
-100 -80 -60 -40
Membranspannung (mV)

Abbildung 3-19: HCN1-QNQ-Stromantworten, bei pH 1A und bei pH 4,9 (B). Die Haltespannung betrug
0 mV, rechts neben den Stromspuren ist die Testspanin mV angegeben. Die Stromableitungen wurdgn b
21 bis 22 °C aufgenommen. Einfach exponentielleasspngen an die Stromkurven sind rot eingezeic(@gt.
Spannungsabhangigkeit der Aktivierungskinetik fir'ph3 und pH 4,9. (D)ail-Strdme, nach einem Sprung
von =90 mV auf 0 mV in pH 7,3 und pH 4,9. Nach einsigmoiden Beginn kdénnen diail-Strdme durch
einfach exponentielle Funktionen beschrieben wer@et). Der Wert der Zeitkonstantg,y ist 90 ms bei
pH 7,3 und 113 ms bei pH 4,9. Der Einschub zeigimierte Kurven, an denen die geringen Unterschaste
Deaktivierungskinetik deutlich werden. Die maximaAlmplitude dedail-Stromes wurde dazu wurde nach dem
Abklingen des kapazitiven Transienten bestimmti{§fgze) und auf 1 normiert.

65



3 Resultate

In der Tabelle 3-4 sind alle Parameter zusammengestelltnd¥ildtyp und an der Mutante
HCN1-QNQ bei pH 7,3 und pH 4,9 bestimmt wurden. Die Unterschiede zwischen de
Werten bei pH 7,3 und den Werten bei pH 4,9 sind in Tabelle 3-5 angegeben.

Vi (MV) z Zq A, (1/s) Takt (Ms) (-90 mV) | Tgeakt (MS) (0 mV)
pH| 73 | 49 | 73 | 49 | 73 | 49 | 73 | 49 7,3 4,9 7,3 4,9
HCN1-wt -62 | 47 | 51 |28 | 08| 0,8 |0,26|0,85 226 70 37 60
HCN1-QNQ 61 | -36 | 44 | 25 | 1,3 | 0,7 | 0,03 | 3 419 29 90 113

Tabelle 3-4: Zusammenstellung der Parametey ¥/, Taw, TgeaxsOo UNd z fur HCN1-Wildtyp und HCN1-QNQ

AVas (V) Az Al Qo (pH 4,9)/ Takt (PH 4,9)/ | Tgeakt (PH 4,9)/

g Qo (pH 7.3) Takt (PH7.3) | Tgeakt (PH7.3)
HCN1-wt +15 -2,3 0 3,3 0,31 1,62
HCN1-QNQ +25 -1,9 -0,5 100 0,07 1,26

Tabelle 3-5: pH-Abhangigkeit der Parameter. Um Baérfluss des pH-Wertes zu bestimmen, wurden fut-Zei
konstanten und Aktivierungsraten, die relativen Anderungert(pH 4,9)/ 1(pH 7,3)), fur die Parameter der
Spannungsabhéangigkeit die absoluten Verschiebuf\gefipH 4,9)-Vi,.(pH 7,3) berechnet.

Bei der Mutante HCN1-QNQ verandern sich alle Paramstén Ansauern von pH 7,3 auf

pH 4,9. Bei M, und ap sind die Anderungen bei der Mutante sogar wesentlich gréRer, als
beim Wildtyp. Der gesuchte Protonensensor ist durch die Aminosataescise E229Q,
D233N und E235Q nicht entfernt worden.
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3.2.3 Nicht-funktionelle Mutanten
Neben den im letzten Kapitel besprochenen 4 Aminosauren existiereitebewKandidaten,

die als Protonensensor in Frage kommen (siehe Abbildung 3-14 B). Edtlsiciddabei um

je 2 Asparaginsauren in den Transmembransegmenten S2 und S3 (D172 und D118dD214
D222), sowie eine Asparaginsaure hinter der Pore, kurz vor S6 (D368 mlurden gegen
ungeladene oder andere negativ geladene Aminoséuren ausgetausehtTébelle 3-1).
HEK?293-Zellen wurden mit der jeweiligen DNA transfiziert. Anrlex Zelle wurden Stréme
beobachtet, die sich von endogenen Stromen unterschieden, die man an Kontrollzellen messen

kann, d.h. die Kanalmutationen sind auch nicht-funktionell.

Die Rolle geladener Seitenketten in den transmembranalen Segn&htS3 und S4 wurde
an verwandten lonenkanalen zum Teil sehr gut untersucht (Tiwari-Wéaatrad., 1997;
Chen et al., 2001; Sato et al., 2003). Die Ergebnisse fuhrten zu derlMpgstdass negativ
geladene Aminoséauren in S2 und S3 mit positiv geladenen AminosaurdnSalzbricken
ausbilden. Neutralisiert man eine dieser Ladungen durch gezieltgdhese, so kommt es
damit in der Mutante zu einer freien Ladung in einem transmeralera Bereich. Dies ist
jedoch energetisch so ungunstig, dass in vielen Fallen das Protaimmilor richtig gefaltet
vorliegt. Die Auswirkungen konnen mannigfaltig sein. Beim Shaker-Kédilaltte diese
Situation zu einer unvollstdndigen ,Reifung” des Proteins, d.h. bestimost#ranslationale
Prozesse, wie Glykosylierung oder Phosphorylierung waren andetisn aVildtypprotein
(Tiwari-Woodruff et al., 1997). Bei Mutanten des KAT1-Kanals warkidigekte Integration
des Proteins in die Membran gestort (Sato et al., 2003). Chen und Mé@afaeden, dass der
Transport von entsprechenden HCN1-Mutanten in die Plasmamembran fasfneid
unterbunden war (Chen et al., 2001).

Tauscht man aber gleichzeitig beide geladenen Seitengruppen elneriiSke gegen neu-
trale oder aber gegen entgegengesetzt geladene Aminoséurendaus,néan den Gesamt-
ladungszustand nur wenig. Tats&chlich konnten solche Mehrfachmutantegressfol
analysiert werden. Fir einige Aminosauren in S2, S3 und S4 konnte ®eitheg zu
spannungsabhangigen Prozessen untersucht werden (Tiwari-Woodruff 2004l; Silver-
mann et al., 2003)

Es erschien sinnvoll, diese Strategie auch hier anzuwenden, alsochidunktionellen
HCN1-Mutanten (D172N, D178N, D214N, D222N) durch einen zweiten Aminosaureaus-
tausch in S4 zu ,retten“. Leider sind, im Gegensatz zu S2 undli&3,adungen in S4

zwischen den verschiedenen Kanalfamilien nicht eindeutig zuzuordnerer Dsth es
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schwierig, vorherzusagen, welcher Aminosaureaustausch in S4 die S2-3ivdteBiten

retten konnte.

Tabelle 3-6 gibt eine Zusammenstellung der zunachst geplantenngstiutanten®. Es sind
verschiedene einfache oder mehrfache Neutralisationen positidengen in S4 auf dem
Hintergrund der nicht-funktionellen Mutanten, bei denen eine Asparaginsa8ée oder S3

neutralisiert worden watr.

Hintergrund geplanter Rettungsversuch
+ K238Q/R241Q/R244Q/R247Q
+ K250Q

D172N + K256Q

+ K259Q

+ K238Q/R241Q/R244Q/R247Q
+ K250Q

D222N + K256Q

+ K259Q

+ K238Q/R241Q/R244Q/R247Q
+ K250Q

D178N + K256Q

+ K259Q

+ K238Q/R241Q/R244Q/R247Q
+ K250Q

D214N + K256Q

+ K259Q

Tabelle 3-6: Uberblick iiber geplante und bereitersuchte Rettungsmutationen.

Nicht alle dieser geplanten Mutanten konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht

werden. Im néachsten Kapitel werden die vorlaufigen Ergebnisse daltgestel

3.2.4 Rettungsmutanten

3.2.4.1 D172N + R259Q

Vor dem Hintergrund des Aminosaureaustauschs D172N wurde das Arginim Bositgon

259 neutralisiert. HEK293-Zellen wurden mit HCN1-D172N/R259Q-DNA fraiest. Zwei

bis drei Tage spater konnten Stréme mit einer Amplitude von 0,5 biski2inrA00 mV abge-

leitet werden (siehe Abbildung 3-20). Solche Strome treten wedesntrddlzellen auf, noch

in Zellen, die mit HCN1-D172N transfiziert wurden.

Auf Spannungsspriinge von einer Haltespannung von +60 mV zu Testspannungen zwischen
+40 und -120 mV resultieren Stromantworten mit einer zeitunabhangigen oed ei
zeitabhangigen Komponente. Der zeitabhangige Strom wéchst ohrig®fenzg sofort nach

dem Spannungssprung. Der Zeitverlauf lasst sich durch eine einfachestielle Funktion

gut beschreiben (siehe Abbildung 3-20 B). Die Zeitkonstanten sind kleinedeurttich
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weniger spannungsabhéngig als beim HCN1-Wildtyp (siehe Abbil@8t#®D). Der Wert fur
Zy betrug 0,17, der Wert fiirg 6,5.

A B g!.
+60 mV 3 =
+40 mV e
< (T
o
O D
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A ] A ] A e
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-200
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Abbildung 3-20: (A) Spannungsprotokoll. (B) Strormaarten auf das angegebene Spannungsprotokoll, geme
sen an einer Zelle, die HCN1-D172N/R259Q exprimieEinfach exponentielle Anpassungen sind rot ein-
getragen. Die Lange des angepassten Intervallsenterhtiv auf finf Zeitkonstanten eingestellt (iiisnahme
der obersten Ableitung). Der Balken zeigt, in welthintervall der Strom gemittelt wurde, um die Amule
am Ende des Testpulses zu bestimmen. Sie ist irgérgdie Testpulsspannung aufgetragen. (D) Spasnung
abhangigkeit der Aktivierungskinetik. Die schwatgerve gibt den Mittelwert von 3 Messungen an eidelle

wieder. Zum Vergleich wurden die Aktivierungszeitistanten des HCN1-Wildtyps mit eingetragen.

Am Ende des Testpulses hat der Strom sein Gleichgewicht herr&itird dieser Gleich-
gewichtswert gegen die Testspannung aufgetragen (Abbildung 3-20 Ckesateman, dass
der Strom bei etwa —25 mV sein Vorzeichen wechselt. Diese Spammahigmkehrpotential
genannt. Leckstrom hat ein Umkehrpotential von ca. 0 mV. Da der Stréibitdung 3-20
ein deutlich negativeres Umkehrpotential hat, flie3t er durch einefispee Leitfahigkeit.
Zwischen +40 mV und —80 mV ist der Strom praktisch linear von der Spanbh&dgag
(Abbildung 3-20 C). Die Grof3e der Leitfahigkeit ist demnach fastbbéangig von der

Spannung.
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Abbildung 3-21: (A) Bestimmung der Amplitude destakhéngigen Stromes an vier Stromableitungen aus
Abbildung 3-20 B. (B) Spannungsabhangigkeit detabbiingigen Stromes. Die in Graph A bestimmten &/ert
sind rot eingetragen. Das Umkehrpotential des Stsobetragt —30 mV.

Um das Umkehrpotential des zeitabhangigen Stromanteils zu énmwtied die Differenz
zwischen dem Strom am Anfang und dem Strom am Ende des Testpedsiesmt (siehe
Abbildung 3-21 A). Dieser Strom wird tUber der Testspannung aufget(agdre Abbildung
3-21 B). Er verschwindet bei =30 mV (n = 3).

In der Einfilhrung wurde beschrieben, dass extrazelluldréoBen den Einwartsstrom durch
Wildtyp-HCN-Kanéle blockieren. Der Strom, der an Zellen geeressird, die mit HCN1-
D172N/R259Q transfiziert wurden, ist ebenfalls’8snsitiv. In Abbildung 3-22 A - C ist
dargestellt, welche Strome vor, wahrend und nach der Perfusion mit Es@Vigemessen
wurden. Unterhalb von etwa —80 mV sind die Ableitungen nicht mehr stadtle(guch
Legende der Abbildung 3-22). Fir die Beschreibung des Cs-Effektes aubtdime

beschranke ich mich auf den Spannungsbereich zwischen +40 und —80 mV.
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Abbildung 3-22: (A - C) Extrazellulare Gsonen blockieren den Strom an einer Zelle, die RENI1-
D172N/R259Q transfiziert wurde. Es wurde das Spagsprotokoll aus Abbildung 3-20 A verwendet. Die
Ableitungen im linken Graphen wurden vor*@igabe aufgenommen; die im rechten Graphen nactudem
Cs" ausgewaschen war. Unter den Graphen ist angegehienyelcher Farbe der jeweilige Strom unten
dargestellt wird. (D) Spannungsabhangigkeit desorf#s. In allen drei oberen Graphen wurde die
Stromamplitude am Ende des Testpulses bestimmtgageén die Spannung aufgetragen. Der Effekt dér Cs

lonen auf den Strom ist reversibel.

In der Gegenwart von 5 mM CsCI sind die Strome deutlich Kkleinenwd&ts flieRende
Strome weisen keine zeitabhingige Komponente adtla@sn blockieren 70% des Ein-
wartsstromes bei —80 mV, sowie etwa 40% des Auswartsstromes-30amV (siehe
Abbildung 3-22 D). Der Einfluss von Csst vollstandig reversibel. Nach Auswaschen der
Cs'-haltigen Lésung sind die Strome praktisch identisch mit denen voZutgbe (siehe
Abbildung 3-22 D)

Die gemessenen HCN1-D172N/R259Q-Strome sind in vielen Eigenscha@fdruhtypisch.
Insbesondere das sigmoide Aktivierungsverhalten von HCN-Kanalendst Mutante nicht
vorhanden. Das Umkehrpotential und der Block durchi@sen unterstiitzen die These, dass
die Strome durch die HCN1-Mutante flie3en.
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3.2.4.2 D222N + R259Q

Auf dem Hintergrund des Aminosaureaustauschs D222N wurde das Arginim Bogigéon
259 neutralisiert. HEK293-Zellen wurden mit HCN1-D222N/R259Q DNA traiesti Auch
bei dieser Mutante konnten zwei bis drei Tage spater grof3e &Smineiner Amplitude von
0,5 bis 2,5 nA bei -100 mV abgeleitet werden (siehe Abbildung 3-20). SStotwme treten
weder in Kontrollzellen auf, noch in Zellen, die mit HCN1-D222N transfiziert wovasen.
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Abbildung 3-23: (A) Spannungsprotokoll. (B-D) Extedlulare C&-lonen blockieren den Strom an einer Zelle,
die mit HCN1-D222N/R259Q transfiziert wurde. Es deidas oben dargestellte Spannungsprotokoll vergtend
Die Ableitungen im linken Graphen wurden vor degZbe von Csaufgenommen; die im rechten Graphen,
nachdem Csausgewaschen war. Unter den Graphen ist angegelitenelcher Farbe der jeweilige Strom unten
dargestellt wird. (E) Spannungsabhangigkeit desng#s. In den drei mittleren Graphen wurde die Strom
amplitude am Ende des Testpulses bestimmt und gigeBpannung aufgetragen. Der Effekt de-IGaen auf

den Strom ist fast vollig reversibel.
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Bei Spannungsspringen von +60 mV zu Testspannungen zwischen +40 und —120 mV erge-
ben sich zeitunabhangige Stréme, die an Kontrollzellen nicht auftréten Amplitude ist
spannungsabhangig, das Umkehrpotential liegt bei etwa —25 mV (shdikelukg 3-23 E).
Cs'-lonen blockieren 70% des Einwartsstromes bei -90 mV und etwa 30% ussiAs-
stromes bei +30 mV. Die zugrundeliegenden Kanéle haben damit ahniggres&haften wie
HCN1-D172N/R259Q-Kanaéle. Ich schliel3e daraus, dass der Strom dutdNiE-Mutante

fliel3t.

Bisher wurden nur diese beiden Rettungsmutanten untersucht. Ihre €hsierking ist noch
nicht abgeschlossen. Die anderen, in Tabelle 3-6 aufgezahlten, potentiellen SRedtiamgen,

konnten aus Zeitgriinden im Rahmen dieser Arbeit nicht charakterisiert werden.
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3.3 Einfihren einer negativen Ladung in S2

Im Kapitel 3.2.4 wurde beschrieben, dass bei den HCN1-Mutanten, hen desparagin-
sauren in S2 oder S3 ausgetauscht wurden, keine HCN-Strome nachweistta Es kann
daher nicht entschieden werden, ob eines dieser Aspartate in S2 undr'8i @es gesuchten
Protonensensors des Wildtypkanals ist. Daher wurde nach einer antiigjieshkeit gesucht,
Ruckschlisse auf den Ort des Protonensensors zu ziehen. Wie lvesditistehangt der pK
Wert von der Umgebung der protonierbaren Gruppe ab. Wird in der Naheusiailiche
Ladung eingefihrt, so kann das direkte Auswirkungen auf deiWx4t haben.

Vergleicht man die Aminosduresequenzen von S2-Segmenten verwandéskaoale
(Abbildung 3-27), so fallt auf, dass in S2 negativ geladene Aminosaarerdrei
verschiedenen Positionen auftreten kdnnen. Die entsprechenden Positiortlé@Nih sind
168, 172 und 178. An der ersten Position findet man negative Aminosauren irerkanél
der EAG-Familie, der CNG-Familie und der Kv-Familie. In alledCN-Kanélen dagegen
findet sich an der entsprechenden Position ein ungeladenes Aspgdiagéin rHCN1). Es
erschien deshalb wahrscheinlich, dass beim Austausch N168D oder N16&inhdiinktion
erhalten bleibt. Gleichzeitig bestand die Hoffnung, dass die eingefiifdung den p&Wert
eines - moglicherweise benachbarten - Protonensensors verandert.

168 172 178

rHCN1 : WIIF  NVASDTVFLLDLIM 181
rHCN2 : WIVF NVVSTFFLMDLVL 234
rHCN4 : WIVF NVVSTFFLI DLVL 142
DmHCN : WIAF NCLSDTIFLI DIVV 453
hERG : LAVV DLIV DIMFIV DILI 512
DmEAG : LLVV DSIV DVIFFI DIVL 287
bEAG1 : WLVV DSIV DVIFLV DIVL 267
bCNG1 : WLAF DYLSDVVYLLDMFV 215
bCNG2 : WLVL DYVSDVVYIADLFI 192
Shaker: FFLI  ETLCHWFTFELTV 330
hKv1.1: FFIV  ETLCIIWFSFELVV 238
hKv1.3: FFVV ETLCIIWFSFELLV 260
hKvl.4: FFIV  ETVCIVWFSEFVV 238

Abbildung 3-27: Sequenzvergleich der S2-Segmentewasmdter lonenkanale. Die negativ geladenen

Aminosauren Asparaginsaure (D) und Glutaminsauyeiftl rot eingetragen.
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3.3.1 HCN1-N168D

HEK293-Zellen wurden mit HCN1-N168D DNA transfiziert. Zwei lisei Tage nach der
Transfektion konnten charakteristische HCN-Strome abgeleitetlewe(siehe Abbildung
3-28). Wie bei der Untersuchung von Wildtyp-HCN1 wurde fur die Experenein
Spannungsprotokoll mit variablem Vorpuls und festem Testpuls verwendgiHB&/erten
oberhalb von 5 sind die Stromantworten denen des HCN1-Wildtyps &hnlichieBegeren
pH-Werten ist, anders als beim Wildtyp, ein Grol3teil der Kargilersbei der Haltespannung
geoffnet. Bei pH 4,3 ist es schlie3lich experimentell nicht mebglich, alle Kanale zu
schliel3en, weil dazu sehr grol3e positive Spannungen benétigt werden. Bei diesen Spannungen
aktivierten bei pH-Werten unterhalb von 5 grof3e endogene Strome,edigtahilitat der
Ableitung verringerten. Die Spannungsabhangigkeit der Aktivierung HieN1-N168D-
Kanéle wurde durch die Analyse dail-Strome bestimmt, wie sie in den Kapiteln 2.3.1 und

3.1.1 beschrieben wurde.
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Abbildung 3-28: Stromantworten, gemessen an eiedle Zdie mit HCN1-N168D transfiziert war. Der pHeW

der extrazellularen Lésung ist jeweils rechts auBegegeben. Die Haltespannung betrug +30 mV, ds-Te
spannung —90 mV. Die Vorpulsspannung variierte éhrien von 10 mV (pH 7,3 — pH 5,5) bzw. 15 mV
(pH 4,9 und pH 4,3). Links ist jeweils die gesaBteomableitung zu sehen (A - E). Der Einschub ipefgt drei
Stromableitungen bei pH 7,3 in groRBerer Auflésubiger kann man erkennen, dass der Kanal schon bei
Springen zu -20 mV teilweise aktiviert wird. Bei gt8 (D) und pH 4,9 (E) beobachtet man zusétzliche,
vermutlich pH-aktivierte endogene Strome. Sie hasiéerdings keinen Einfluss auf dtail-Strome (I und J).

(F - J) Die tail-Strome sind in einer héheren Asfldg dargestellt. Die Pfeilspitze markiert den igitkkt, an

dem die Amplituden ddail-Strome bestimmt wurden (siehe Abbildung 3-29).
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Spannungsabhangigkeit der Aktivierung
In Abbildung 3-29 ist die Amplitude deail-Strome (Pfeile in Abbildung 3-28 rechts) gegen

die Vorpulsspannung aufgetragen. Die entsprechende Anpassung durch dieaBoitz

Gleichung (Gleichung 23) ist als durchgezogene Linie eingetragen. Inlaeeitazellularer
LAsung betragt Y. = =32+ 3 mV (n = 10). Das ist eine recht grol3e Verschiebung relativ zu
den -62 mV des Wildtyps, wenn man bedenkt, dass in der Mutante ledigiemegative
Ladung eingefuhrt wurde. Beim Anséuern auf pH 4,3 wigg §ramatisch verschoben. Die
halbmaximale Aktivierungsspannung bei pH 4,3 betragt#55nV (n = 3). Das ist eine sehr
groR3e Veranderung (+93 mV), mehr als 2,5 mal so viel, wie beirdt\Wil Der Parameter z
sinkt dabei von 3,& 0,3 (n=10) auf 1,6 0,3 (n=3) (siehe auch Abbildung 3-29 rechts und
Tabelle 3-7).

Interessant ist, dass die pH-Abhangigkeiten vea Whd z bei der Mutante sehr verschieden
sind (Abbildung 3-29 B). Wahrend sich z sehr stark zwischen pH 7,3 und pH 55 @mdie
unterhalb von pH 5,5 praktisch konstant ist, &ndert sighuiterhalb von pH 5,5 wesentlich
starker mit dem pH-Wert, als oberhalb von 5,5. Daraus kann man schidessndie pH-
Abh&ngigkeit von ¥, und z durch die Titration von mehreren unterschiedlichen Gruppen
zustande kommt. Beim Wildtypkanal Uberlappen die pH-Bereiche, imdgale i, bzw. z
andern, weitgehend.

A 50 -4
-100

- -3

S -150-

IS

S -200- -2

@

T -250 ':]

- 1 N
-300
-350 L 1 1 1 ! I 1 T T T T T ' 1 - 0
-80 -40 0 40 80 4 5 Y 6 7
Testspannung (mV) P

Abbildung 3-29: (A) Spannungsabhangigkeit der HOWI68D+ail-Stréme. Die durchgezogenen Linien sind
mit der Boltzmann-Gleichung (Gleichung 23) bere¢hmerden. Die entsprechenden Parameter sind inlfBabe
3-7 angegeben. (B) Einfluss des pH-Wertes auf dieafeter z und ), der Boltzmann-Gleichung. Die
dargestellten Werte sind Mittelwerte und Standangathungen (pH 7,3 n = 10; pH 6,8 n = 4; pH 6,45 #4;
pH59n=4;pH55n=3; pH 4,9 n=2; pH 4,3 8). Fir n<3 sind keine Fehlerabschatzungen amgege
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pH73 ] pH68| pH6,45 pH5d pH55 pH49 pH43
Lmin 75 61 57 .50 53 -64 -64
lmax | -346 -310 -294 -290 -281 -226 -154
Vi 34,2 32,1 -29,6 -19,0 -8,0 17,9 66/9
z 4,2 3,7 3,4 2,2 1,9 1,9 15

Tabelle 3-7: Parameter der Boltzmann-Gleichung kbilung 3-29 (A). \{;; und z sind in Abbildung 3-29 (B)
Uber dem pH-Wert aufgetragen.

pH 6,45 0, -10, -20
A B pH 4,9 42
_“-\_30 - /
12
-40
< -2
S -49 -16
o
8 59 -30
S -44
N o
68 S 58
v e et PP tonsr _77 _71
-87 -85
400 ms 200 ms
C N
24 Aktivierung i Deaktivierung
é PH
H == 7,3
-0 6,8
i =O= 6,45
! -0O=5,9
i =0O=55
! O =0= 4,9
i 4,3
21 ;

-80 -40 0 " 40
Spannung (mV)

Abbildung 3-30: Spannungsabhangigkeit der Aktivgyskinetik. (A und B) Stromantworten aus Abbildung
3-28 bei pH 6,45 (A) und pH 4,9 (B). Die Spannusgriechts neben den Kurven in mV angegeben. Einfach
exponentielle Anpassungen sind rot eingezeichhet, Dauer betragtts Der Zeitverlauf der Stromantwort nach
einem Sprung von +30 auf +42 mV bei pH 4,9 (B) gilen Zeitverlauf der Deaktivierung wieder. (C)
Spannungsabhéangigkeit der Zeitkonstanten, dierinotderen Graphen und an weiteren Messungen anlusrse
Zelle bestimmt wurden. Fur pH 4,3 wurde die Aktiviegskinetik durch Anpassung deil-Stréme bei —90 mV
bestimmt. Die senkrechte Strich-Punkt-Linie trediet Daten in Aktivierungs und Deaktivierungskonstan

Spannungsabhangigkeit der Aktivierungskinetik

Die Zeitkonstante T wurde durch Kurvenanpassungen mit einfach exponentiellen

Funktionen bestimmt (siehe Abbildung 3-30 A und B). Fiur pH 4,3 existiereinueinziger
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verlasslicher Messpunkt. Er wurde durch Anpassungen antaleStrom bei -85 mV
bestimmt { in Abbildung 3-30 C).

Fur die Spannungsabhangigkeit voi: ergeben sich bei den anderen pH-Werte konkave
Kurven, die ihr Maximum in der Nahe der Spannung &nehmen (Abbildung 3-30 C). Der
Anstieg der linken Flanke wird zu niedrigeren pH-Werten hin kleinks heil3t die
Spannungsabhéngigkeit wird schwacher

B
6-
pH
=173 5  =O0=T, ca-85mV
6,8
, 7 - -O=T_ (-85 mV
=645 £ ° ake )
-=59 =
== 55 31
= 4,9
. 2x101' . | . | . |
-80 -60 -40 -20 0 20 5 6 7
Spannung (mV H
C p g (mV) D p
-1,0 . ({
124 0.8 12 | ac
aQ 5
— —
N 0,6 C g
=8 ':] =8 30 5
¢ -0,4 & ¢ =
44 44 =
0.2 _ 258
0- -0 0- )
1 1 1 1 1 1
5 6 7 4 5 6 7
pH pH

Abbildung 3-31: pH-Abhangigkeit der Aktivierungskiik. (A) Es ist jeweils die linke Flanke degV-Kurven
aus Abbildung 3-30 C dargestellt. Kurvenanpassor(gate Geraden) nach Gleichung 22.3 wurden inngine
Spannungsbereich vorgenommen, in dem mehr als 88rdKanéle aktiviert waren. (B) pH-Abh&ngigkeit von
Ta bei —80 mV. Die Zeitkonstante der Aktivierung weiraus den Daten in A interpoliert und Uber dem perHW
aufgetragen. Rot dargestellt ist die Zeitkonstagteder Aktivierung detail-Strome bei etwa -85 mV (Beschrei-

bung siehe Text). (C) pH-Abhangigkeit der Paramegarnd z. (D) Die pH-Abhangigkeit von 1/; unda,.

pH-Abhangigkeit der Aktivierungskinetik

Wie bereits erwahnt koénnen Aktivierungszeitkonstanten auch anhandaiie3trome
bestimmt werden, die nach Spriingen von der Vorpuls- zur Testspannung (oaV)-85
aufgenommen wurden. Diese Aktivierungszeitkonstanten werden inenfidg alsStiy

bezeichnet. Bei der Mutante HCN1-N168D ist es sinnvoll, fur distiBenung der pH-
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Abh&ngigkeit der Aktivierungskinetik die Werte fiig; anstatt der Werte fimy zu verwen-
den. Die Werte vom,; undtak konnen sich unterscheiden da — durch die grol3e Verschiebung
von Vi, — bei pH-Werten unterhalb von 5,9 bei der Haltespannung (+30 mV) nieht all
Kanale vollstandig deaktiviert sind. Bei einer Vorpulsspannung, digiyeysals die Halte-
spannung ist, sind mehr Kanéle vollstandig deaktiviert. Damit ist dikanstantety, die
nach dem Sprung von der gré3ten positiven Vorpulsspannung ermittelt wurdeessan
geeignet, die Kinetik der Aktivierung aus einem vollstdndig deakten Zustand zu
beschreiben. Kanale, die nicht vollstdndig deaktiviert sind, aktivieaeh dem Sprung zu
negativen Spannungen mdoglicherweise schneller, als das bei vollstdedigivierten
Kanélen der Fall ware (siehe auch Beispiel in Kapitel 2.2.3).kianen pH-Werten, bei
denen bei der Haltespannung deutlich weniger Kanéle vollstandigviled sind als bei der
positivsten Vorpulsspannung, wirde man demnach erwartentgasdeiner ist alsti,;. Die
pH-Abhangigkeit vont und Ta ist in Abbildung 3-31 B dargestellt. Bei pH 4,9 w5k
deutlich kleiner alg,;, bei groReren pH-Werten gleichen sich die Werte. Der Wentf{ist
unterhalb von pH 6,5 fast konstant. Beim HCN1-Wildtyp nahm die Aktivieruitgenstante
dagegen mit sinkendem pH-Wert stetig ab. Abbildung 3-31 D verdeuttieBs die pH-
Abhangigkeit von Ity vollig anders verlauft, als die pH-Abhangigkeit des Parametgrs
Der Parameter 14; zeigt fur kleine pH-Werte ein Sattigungsverhalten, der Pateno, fur
grolle pH-Werte. Letzteres ist in Abbildung 3-31 D nicht unmittelbasichtlich.
Beriicksichtigt man jedoch, dass keine negativen Werte annehmen kann, so wird klar, dass
Op zu groReren pH-Werten hin nicht deutlich kleiner werden kann. Deerséhiied im
Verlauf der pH-Abh&ngigkeit von 4 und oy ist leicht verstandlich. Da 44 = a(-85 mV)

gilt, sind die Grol3en 14, 0o und z, sind durch Gleichung 22.1 miteinander verbunden.
Weil der Parameter g stark vom pH-Wert abhangt, unterscheiden sich die pH-
Abhéngigkeiten von if; undao (Abbildung 3-31 C). Wenn nun aber die Aktivierungsraten
bei -85 mV (1)) und bei 0 mV o) in so unterschiedlicher Weise vom pH-Wert abhangen,
wie kann dann ein apparenter pWert fiur die pH-Abh&ngigkeit der Aktivierungskinetik

bestimmt werden?

pH-Abhangigkeit der Deaktivierungskinetik

In Abbildung 3-32 (A) sindail-Strome dargestellt, die den Verlauf der Deaktivierung nach
dem Sprung von etwa —85 mV zur Haltespannung von +30 mV wiederspiegeln.hEinfac

exponentielle Anpassungen sind rot eingezeichnet. Die entsprechenden Zamiemgeax:
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sind rechts in Teil B gegen den pH-Wert aufgetragen. Anégrtoer pH-Wert von 7,3 auf

4,9, steigttyeakiauf das 4,4fache an.

A B 100+
» 804
E
%60
I—'u
< 40+
o
8
N 20
1 ' 1 ' 1 ' 1
4 5 6 7
200 ms pH

Abbildung 3-32: (A)tail-Stréme aus Abbildung 3-28, aufgenommen wahrend Diktivierung nach dem
Sprung von —90 mV auf +30 mV. Einfach exponentiéigassungen sind rot eingezeichnet. Die Lange des
angepassten Intervalls wurde iterativ auf 3 Zeititanten eingestellt (auRer pH 4,9:@),8(B) pH-Abhéngigkeit

der Zeitkonstanten.

Der Abfall vonTtgeax:beim weiteren Anséuern zu pH 4,3 spiegelt vermutlich nicht eineddher
Deaktivierungsrate wider. Er wird durch die stark verschobenanBpgsabhangigkeit der
Aktivierung verursacht. Bei pH 4,3 und +30 mV wird die Zeitkonstante nicht ohech eine
einzelne Ratenkonstante bestimmt (siehe auch Kapitel 2.2.1).

3.3.2 HCN1-N168E

HEK293-Zellen wurden mit HCN1-N168E-DNA transfiziert. Zwei kigei Tage nach der
Transfektion konnten charakteristische HCN-Strome abgeleitetlewe(siehe Abbildung
3-28). Wie bei der Untersuchung von Wildtyp-HCN1 wurde fur die Experenein

Spannungsprotokoll mit variablem Vorpuls und festem Testpuls verwendeh &laem

Sprung auf Spannungen unter etwa —20 mV aktivierte der Strom zeitaphh@ulitativ

unterscheiden sich die Stromableitungen nicht von denen des HCNZ1{WildBur

Bestimmung der Spannungs- und pH-Abhangigkeit der Aktivierung und Dealtigie
wurden daher die bereits beschriebenen Methoden eingesetzt (sieh&agpiel 2.3. und
Kapitel 3.1).
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Abbildung 3-33: Stromantworten gemessen an eintle Zgie mit HCN1-N168E transfiziert war. Der pH-We
der extrazellularen Lésung ist jeweils rechts auBegegeben. Die Haltespannung betrug +30 mV, ds-Te
spannung —90 mV. Die Vorpulsspannung variiertedghriten von 10 mV. Die Graphen A bis D zeigen jdsve
die gesamte Stromableitung zu sehen. Die tail-S#réimd in einer hoheren Auflésung dargestellt (H)-Die
Pfeilspitze markiert den Zeitpunkt, an dem die Aitojplen dertail-Strome bestimmt wurden (siehe Abbildung

3-34). Bei der Erniedrigung des pH-Werts ging d&N-4Strom in diesem Experiment relativ stark zurick.
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Spannungsabhangigkeit der Aktivierung

Bei pH 7,3 betragt die halbmaximale Aktivierungsspannupg+/-41+ 2 mV (n = 10), das
entspricht einer Verschiebung von +21 mV gegenuber dem Wildtyp und von -9 mN- gege
tber der Mutante HCN1-N168D. Der Ubergang von pH 7,3 zu pH 4,3 verschighinv
+39 mV auf -2t 5 mV (n = 3). Die pH-abhangige Verdnderung vam V6t damit nur 4 mV
groBer als beim HCN-Wildtyp. Beim Ansduern sinkt die Spannungsabhkargider
Aktivierung und damit z. Der Wert fur z betragt 3, 0,4 bei pH 7,3 (n = 10) und 2400,2
bei pH 4,3 (n = 3). Die pH-abhéngige Veranderung von z ist damit éiemer als beim
Wildtyp und bei der Mutante HCN1-N168D.

Der Verlauf der pH-Abhangigkeit von z (siehe Abbildung 3-34 recht) &howin des
Wildtyps. Auch bei HCN1-N168E sinkt z stetig mit dem pH-Wert. piieAbhangigkeit von
V12 zeigt sowohl zu kleinen, als auch zu grof3en pH-Werten hin ein Sasigrhglten. Eine
Anpassung mit der Hill-Funktion (Gleichung 25) ergibt einer-j¥ert von 4,8.

A B
2200 - 0- ~4
Z -400 —
S S 10 -3
= E
§ -600 <
77 > -204 -2 ,:]
5 800 [; T
-1000 — -307 -1
-1200 — -40-
T T T T T 1 ———-0
.80 40 0 40 80 4 5 6 7
Vorpulsspannung (mV) pH

Abbildung 3-34: (A) Spannungsabhangigkeit ta-Strome von HCN1-N168E. Der Einschub zeigt die Date
zu pH 4,0 in groRBerer Auflésung. Die durchgezogehsten sind mit der Boltzmann-Gleichung berechnet
worden, die entsprechenden Parameter sind in EalBel angegeben. (B) Einfluss des pH-Wertes auf die
Parameter z und 4 der Boltzmann-Gleichung. Die dargestellten Weitel Mittelwerte und Standardabwei-

chungen (pH7,3n=10;pH6,45n=1;pH6,0npR24,9n=3;pH4,7n=3;pH4,3n=3; pHA06 1).

pH 7,3 pH 4,9 pH 4,3 pH 4,0
I min -262 -171 -186 -166
| max -1192 -600 -478 -256
Vi -39,5 -31,5 -4,3 3,1
z 4,0 2,9 1,9 1,6

Tabelle 3-8: Parameter der Boltzmann-Gleichung khildlung 3-34.
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Spannungsabhangigkeit der Aktivierungskinetik

Die Spannungsabhangigkeit der Aktivierungskonstanggmst in Abbildung 3-35 unten links
dargestellt. Es ergeben sich konkave Kurven, die ihr Maximum in dee Nér jeweiligen
Spannung Y, annehmen. Zu negativen Spannungen hintdggtauch bei HCN1-N168E
exponentiell von der Spannung abhéangig. Um die Spannungsabhangigkeit genantar-
suchen, wurden die Daten in Abbildung 3-35 unten links mit der Gleichung 2gepasst.
Das geschah jeweils in dem Spannungsbereich, in dem mehr als 90%ndée Kktiviert

waren.

pH 4,9 0, -10, -20

500 ms 500 ms

-80 -60 -40 -20 0 20
Spannung (mV)

Abbildung 3-35: Spannungsabhéngigkeit der Aktiweyskinetik. (A und B) Stromantworten aus Abbildung
3-33 bei pH 4,9 (A) und pH 4,0 (B). Die Spannurtgéshts neben den Kurven in mV angegeben. Eindaplo-
nentielle Anpassungen sind rot eingezeichnet. Daedd der Anpassung wurde iterativ auf Sestgelegt. Bei
pH 4,0 konnte die Stromantwort nach dem Sprung-80fmV wegen der geringen Amplitude nicht angepasst
werden. Die Stromspur wurde nicht eingezeichne}. $fannungsabhéangigkeit vag,. Kurvenanpassungen
(rot) nach Gleichung 22.3 wurden in einem Spannb@gsch vorgenommen, in dem mehr als 90 % der Kanal

aktiviert waren.

pH-Abhangigkeit der Aktivierungskinetik

Die Kurven flr Tt bei pH 4,3 und pH 4,0 liegen Ubereinander, es scheint so, als ob der
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Einfluss der Protonen auf die Aktivierungskinetik in diesem Konzeotigbereich gesattigt

ist. Der Messwert bei pH 4,0 und —71 mV féllt dabei aus der Reilmelanpassungen nach
Gleichung 22.3 an diey+V-Kurven (siehe Abbildung 3-36 A) ergaben eine pH-Abhangig-
keit fur z,, bei der der Wert des Parameters zwischen pH 7,3 und pH 4,9 leicht,wéchs
zwischen pH 4,9 und pH 4,3 deutlich absinkt (Abbildung 3-36 B). Zwischen pH 4,3 und
pH 4,0 andert sichqznur wenig. Ebenso wigy: andert sich auch der Wert voig zwischen

pH 4,9 und pH 4,3 deutlich und ist zwischen pH 4,3 und pH 4,0 praktisch konstant. Trotz der
pH-Abhangigkeit von g verlaufenap und 1t. recht &hnlich (Abbildung 3-36 D). Aus der
pH-Abhangigkeit aller drei Parametey, z1o und Tt lasst sich jeweils ein pkWert von etwa

4,8 abschéatzen. Da das gezeigte Experiment das einzige ist, ilstd@mableitungen bei

pH 4,0 aufgezeichnet werden konnten, wird das Sattigungsverhalten deetariim pH-
Werte unterhalb von 4,3 nicht durch weitere Messungen bestatigamleren Eigenschaften
der pH-Abhangigkeit der Aktivierungskinetik, insbesondere die deuthefierung der Para-

meter %, 0o und Ta zwischen pH 4,9 und pH 4,3 sind in mehreren Experimenten bestatigt

worden.
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Abbildung 3-36: pH-Abhangigkeit der Aktivierungskitik von der Mutante. (A) pH-Abhangigkeit der
Parameten, und z. (B) pH-Abhangigkeit vort, bei —83 mV. Die Zeitkonstante der Aktivierung werdus
den Daten in Abbildung 3-35 C interpoliert und Ullm pH-Wert aufgetragen. (C) Vergleich der pH-
Abhangigkeit vorog und 1t .
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pH-Abhangigkeit der Deaktivierungskinetik

In Abbildung 3-37 (A) sindail-Strome dargestellt, die den Verlauf der Deaktivierung nach
dem Sprung von etwa —85 mV zur Haltespannung von +30 mV widerspiegeln. Einfach
exponentielle Anpassungen sind rot eingezeichnet. Die entsprechenden Zamteomgeax:

sind rechts in der Abbildung gegen den pH-Wert aufgetragen. SingtHd@/ert von 7,3 auf

4,0, steigttyea: UM das 3,3fache. Bei der Interpretation des Graphen in Abbildung 3-37 A
muss beachtet werden, dass bei pH 4,3 bzw. pH 4,0 etwa 7 % bzw. 15 %ndéx Kei der
Haltespannung nicht deaktiviert sind. Dadurch wiggdy: auch von der Aktivierungsrate
beeinflusst. Der Wert flrgeax: iSt daher etwas kleiner als das Inverse der Deaktivierungsrate
(1/B). Berlcksichtigt man den Einfluss vonmit Hilfe der Gleichungen, die flir das Modell
C=C gelten, so erhédlt man eineipH-Kurve (siehe Gleichungen 4.2 und 7). Die
Deaktivierungsrate zeigt fur niedrige pH-Werte kein Sattiguadelten (graue Kurve in
Abbildung 3-37 B).

120
A B
100+
©w
é 80 1/p
< ke
S g rn
9 = 60
s}
404
1 1 ' 1 1
100 ms 4 5 on ® 7

Abbildung 3-37: (A)tail-Strome aus Abbildung 3-33, aufgenommen wahrend Diktivierung nach dem
Sprung von —90 mV auf +30 mV. Einfach exponentiéigassungen sind rot eingezeichnet. Die Lange des
angepassten Intervalls betragt §H 7,3 und pH 4,9) bzw. 8 (pH 4,3 und pH 4,0). (BDie pH-Abhéangigkeit

der Zeitkonstanten. Die graue Kurve stellt das iseeler Deaktivierungsrate dar (siehe Text).
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3.3.3 Vergleich zwischen HCN1 und den Mutanten HCN1 -N168D
und HCN1-N168E

Das Asparagin an der Position 168 des HCN1-Kanals wurde gegeAsgiagginsaure bzw.
eine Glutaminsdure ausgetauscht, in der Hoffnung, dadurch die pH-Agkéihgder
Kanaleigenschaften so zu veréndern, dass Ruckschlisse auf den Protonem$gingosind.
Der folgende Vergleich soll die Unterschiede zwischen den Eigaften der Wildtypkanale
und den Eigenschaften der Mutanten zusammenfassen. Insbesondere wdaey moglich
ist, ein apparenter pKWert - oder eine obere bzw. untere Grenze fir degWHKrt -
abgeschatzt, der die pH-Abhéangigkeit des jeweiligen Parametersdibschr

Neutraler pH-Wert

In Losungen mit pH 7,3 aktivieren die Mutanten bereits bei wenigerimegebpannungen,
als der Wildtyp. Fir HCN1-N168D ist} um etwa +30 mV verschoben, fir HCN1-N168E
um etwa +21 mV. Diese Veranderungen sind vergleichbar mit derug&sSndes pH-Wertes
auf den Wildtyp, dort verschob sich ¥beim Ubergang von pH 7,3 zu pH 4,3 um +35 mV.
Auch der Wert der apparentgyatingLadung zd. wird durch die Aminoséureaustausche
N168E und N168D verdndert. In neutralem pH betragt der Wert flr hdidén Mutanten
etwa 3,6. Er ist damit 1,5 kleiner als fur den Wildtyp (z = 5,2). Wert z = 3,6 wird beim
HCN1-Wildtyp etwa bei pH 5,6 erreicht.

Bei neutralem pH unterscheiden sich die Zeitkonstanigder beiden Mutanten nur gering-
figig (siehe Abbildung 3-38 A). Beide aktivieren etwa 4,5 mal schmelle der Wildtyp
(siehe Abbildung 3-38 B). Die Aktivierungskinetik, die die Mutantem meutralem pH
aufweisen, wird vom Wildtyp etwa bei pH 4,6 erreicht (siehe auctvaae Strichlinie in
Abbildung 3-38 B).
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Abbildung 3-38: (A) Spannungsabhangigkeit der Alktivngszeitkonstanten von HCN1-Wildtyp (wt) und den
Mutanten HCN1-N168D und HCN1-N168E bei pH 7,3. @iséatzlich zu den Daten des linken Graphen sind
zwei Kurven eingeflgt, die den Vergleich von Wildtynd Mutanten unterstiitzen. Die Graue Kurve elnitste
wenn die Werta,, des Wildtyps bei pH 7,3 durch 4,5 dividiert werdBie schwarze Strichlinie stellt digy
V-Kurve des Wildtyps fir pH 4,3 dar. Sie macht diebt dass der Wildtyp in sauren Losungen ahnlicimsl|
aktiviert, wie die Mutanten bei pH 7,3. Die Zeitlstanten anhand von Messungen bei 21 °C (HCN1-Wi)dty
bzw. 21,5-22 °C (Mutanten) bestimmt.

Bezlglich der Spannungsabhéangigkeit der Aktivierung und der Aktiviekiumggsk sind die
Eigenschaften der Mutanten HCN1-N168D und HCN1-N168E bei neutralem rg des
HCN1-Wildtyp-Kanals in sauren Loésungen recht &hnlich.

pH-Abhangigkeit

Halbmaximale Aktivierungsspannung VvV

Die pH-Abh&ngigkeit wird dadurch charakterisiert, wie stagl &furch Protonen verschoben
werden kann, und welchen apparenterns-¢ert dieser Effekt hat. Beim Ubergang von
pH 7,3 nach pH 4,3 verschiebt sichAbeim Wildtyp um +35 mV, bei der Mutante HCN1-
N168E um +38 mV. Fir den Wildtyp wurde pK 4,8 geschatzt. Fir HCN1-N168E lasst sich
der pKs-Wert recht genau bestimmen. Er betragt 4,8. Anhand veAWétt und Starke der
Verschiebung von Y, lasst sich kein Unterschied zwischen der pH-Abhangigkeit vgn V
beim HCN1-Wildtyp und bei HCN1-N168E feststellen

Fur die pH-Abhangigkeit von ) wird bei der Mutante HCN1-N168D gk 5,2 geschatzt.
Damit lasst sich nicht entscheiden, ob dersp¥ert der pH-Abh&ngigkeit von ¥ bei
HCN1-Wildtyp und HCN1-N168D unterschiedlich sind. Die absolute Anderung ven V
durch extrazellulare Protonen wurde allerdings deutlich verandéihrend bei HCN1-
Wildtyp durch das Anséuern von pH 7,3 auf pH 4,3 eine Verschiebung vom +35 enherr
wird, betragt die Verschiebung bei HCN1-N168D +90 mV.
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Abbildung 3-39: (A) Die pH-Abhangigkeit vony¥ bei HCN1-Wildtyp und den Mutanten HCN1-N168D und
HCN1-N168E. (B) Die pH-Abhéngigkeit von z bei HCN{i#dtyp und den Mutanten HCN1-N168D und
HCN1-N168E. Dargestellt sind Mittelwerte und Stami@dweichungen (wt: pH 7,3 n = 6; pH 5,9 n = 5;48
n=4; pH 4,3 n=2; HCN1-N168D: pH 7,3 n =10; pl8 n = 4, pH 6,45 n = 4, pH 5,9 n = 4; pH 5,5 B;=

pH 4,9 n=2; pH4,3 n =3; HCN1-N168E: pH 7,3 16; pH 6,45 n=1; pH6,0Nn=2; pH 49 n = 3; pA 4
n=3; pH 4,3 n=3; pH 4,0 n=1). Fir n<3 sinthke~ehlerabschatzungen angegeben
Spannungsabhangigkeit der Aktivierung - z

Der Verlauf der pH-Abhangigkeit von z ist bei HCN1-Wildtyp und HCENI168E recht
ahnlich (Abbildung 3-39 B). Wie beim Wildtyp lasst sich anhandzdpH-Kurve auch bei
der Mutante lediglich eine obere Grenze fur den apparenteWMet angeben, sie betragt
5,2. Der geringe Unterschied zur Obergrenze desVg&rtes beim Wildtyp (5,4) lasst keine
Schlussfolgerungen zu. Die pH-Abhéangigkeit von z bei HCN1-N168D untedsthgich
dagegen deutlich von der des Wildtyps. Bei der Mutante ist z fur pHeNinterhalb von
pH 5,5 konstant. Die_Untgrenze flr den apparenten gWerte betragt 6,2. Der apparente
pKs-Wert, der sich aus der pH-Abhangigkeit von z ergibt, verschiatht durch den
Aminosaureaustausch N168D um mindestens +0,8. Interessant ist auclghdass sler pH-
Abhé&ngigkeit von ¥, und z ganz unterschiedliche Abschatzungen fir die entsprechenden
pKs-Werte ergeben (p& 5,2 und pk= 6,2). Daraus schliel3e ich, dass die pH-Abhangigkeit

von Vi, und z durch die Titration von mehreren unterschiedlichen Gruppen zustande kommt.

pH-Abhangigkeit der Aktivierungskinetik

Die pH-Abhangigkeit der Aktivierungskinetik wird anhand der Pat@moo, z, und Tk
charakterisiert (Abbildung 3-40 A bis C).

Beim HCN1-Wildtyp h&ngen nur die Werte vap und 1. vom pH-Wert ab. Der Wert des
Parametersyzist dagegen konstant. Dietd4-pH-Kurve und diexno-pH-Kurve verlaufen sehr

ahnlich. Beide scheinen bei grofRen pH-Werten zu séttigen. Es sSigbstjeweils eine
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Obergrenze fir den apparentenspiert abschatzen. Aus dertdd-pH-Kurve ergibt sich
pKs< 4,9 und aus dexy-pH-Kurve ergibt sich pk< 4,8.

Bei der Mutante HCN1-N168E &hnelt der Verlauf der pH-Abh&ngigkeit allen drei
Parametermy, zyz und tak. Am starksten andern sich die Werte der Parameter zwischen
pH 4,9 und pH 4,3. Sowohl oberhalb, als auch unterhalb dieses Bereiches gtigim&s-
verhalten zu erkennen. Damit lasst sich flr alle drei Paramiet@pparenter piabschatzen.
Es ergibt sich jeweils ein Wert fur gkwischen 4,6 und 4,8.

Bei der Mutante HCN1-N168D ist der Parametgistarker vom pH-Wert abhangig, als bei
HCN1-Wildtyp oder HCN1-N168E. Mit sinkendem pH-Wert wirgd stetig kleiner, ein pk
Wert kann nicht abgeschéatzt werden. Der Paranogtsinkt mit wachsendem pH-Wert. Da
0o keine negativen Werte annehmen kann, lasst sich aus dem VerlgaH-ddah&ngigkeit
von g eine obere Grenze fur den entsprechenden\jgirt abschatzen. Man erhalt §K5,5.
Wie im Kapitel 3.2.1.1 erwéhnt, wird bei der Mutante HCN1-N168D amestekr
Zeitkonstanten,: bei —85 mV die aquivalente Zeitkonstantg verwendet. Die Ify;-pH-
Relation zeigt zu kleinen pH-Werten ein Sattigungsverhalten. E$ $&&sh dadurch eine
Untergrenze fur den entsprechenden pH-Wert angeben. Man erh@/t= p&8. Die
Unterschiede der Abschatzungen anhand der pH-Abhangigkeit ugnubd vonag (pKs <
5,5), lassen vermuten, dass auch die pH-Abh&ngigkeit der Aktivierungkkaheth die
Titration von mehreren unterschiedlichen Gruppen zustande kommt. Die Abschéatbhenge
HCN1-Wildtyp und der Mutante HCN1-N168E deuten dagegen nicht darauf ss,adah
bei diesen Kanalen mehrere Gruppen protoniert werden.
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Abbildung 3-40: pH-Abhéangigkeit der Aktivierungskitik dargestellt anhand der ParametgiA) z, (B) und

1/Takt (C)
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Es war das Ziel dieser Arbeit, die molekularen Ursachen der Mdioiulvon HCN-Kanéalen
durch extrazellulare Protonen aufzuklaren. Dazu wurden der HCN1yyilgdtd HCN1-
Mutanten bei verschiedenen pH-Werte untersucht. Die Spannungsabhéndegkékii-
vierung und die Kinetik von Aktivierung und Deaktivierung wurden durch die Reears -,

Z, Taky Op UNd z beschrieben. Bei einigen Mutanten unterscheidet sich die pH-Abkérigig
dieser Parameter nur wenig von der pH-Abhangigkeit beim WildtggeDBen unterscheiden
sich die Mutante HCN1-N168D sowie die Rettungsmutanten HCN1-D172N/R26@Q
HCN1-D222N/R259Q sehr deutlich vom HCN1-Wildtyp. Aus den Eigenschaftererdies
Mutanten kdnnen wichtige Informationen Uber den gesuchten Protonensensor gewonne

werden.

4.1 HCN1-N168D

Durch den Aminosaureaustausch N168D wurde im S2-Segment eine ndgativeg ein-
gefuhrt. Trotzdem entsprechen die Eigenschaften von HCN1-N168D & ad#wen eines
teilweise protonierten HCN1-Wildtyps, obwohl die Anzahl der nggatiLadungen durch die
Protonierung verringert wird. Moglicherweise befindet sich digefiihrte Asparaginsaure in
unmittelbarer Nahe des Protonensensors, oder, wenn es mehrere Protonemsgibs in
unmittelbarer Nahe mindestens eines Protonensensors. Durch die Erra#guthakalen
Protonenkonzentration in der Umgebung der eingefihrten negativen Laduhg dainn der
apparente pkWert des Protonensensors erhoht. Ein Sensor in der Nahe der eingefiihrte
Ladung wéare schon bei pH 7,3 teilweise protoniert und dadurch warengeiesEhaften von
HCN1-N168D bei pH 7,3 und HCN1-Wildtyp bei saurem pH vergleichbar. [e§ediheorie,
dass durch den Aminoséureaustausch N168D der apparegt®/gaK mindestens eines
Protonensensors erhoht wird, sprechen auch die geschatzteWwemte flr die Mutante
HCN1-N168D. Aus der pH-Abhéangigkeit von z undgl/ergeben sich fir HCN1-N168D
Abschatzungen von pK> 6,2 bzw. pk >6,8. Fur den Wildtyp ergeben sich aber Ab-
schatzungen von pi 5,4 bzw. pk< 4,9.

Bei der Mutante HCN1-N168D andern sich z ungh Vh unterschiedlichenpH-Bereichen.
Das lasst sich nur erklaren, wenn man annimmt, es gdbe mimslestei protonierbare
Gruppen, mit unterschiedlichen apparentens-j¥erten. Dabei ergibt sich das folgenden
Bild:

1. Bei der Titration wirde demnach zuerst eine Gruppe mit eipparenten pkWert

oberhalb von 6,2 protoniert. Dabei werden z ugg kleiner, Vi, verschiebt sich
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etwas zu positiven Werten hin und die Deaktivierungszeitkonstagie verandert
sich nicht (siehe Abbildungen 3-39 und 3-40).

2. Bei pH-Werten unterhalb von 6 wird dann eine zweite Gruppe protovirtwird
noch deutlich positiver. Auf3erdem ist im Bereich unterhalb von pH 6 audbedidi-
vierungskinetik pH-abhangiggeax: Steigt deutlich an. Die Parameter z ugd &ndern

sich dagegen nicht weiter (siehe Abbildungen 3-39 und 3-40).

Kann man anhand der Verdnderung der einzelnen Parameter vietiegtimmen, welche
Zustande des Kanals durch die Titration beeinflusst werden? Man kann versuchen, anhand des
Markov-Modells fir HCN-Kanéale (Altomare et al., 2001) die Anderung RErameter auf

Anderungen ganz bestimmter Ubergénge oder Zustande zuriickzufiihren.

4y 3y 2y Y

C = = C1 ————=C2 — (C3 — ~ C4

0 25 35 45 /

I ]

B |la B@m a/a'? @ a/a BB3/2 of/a®? BBZ o/a

{ 4y L2 3y o2 . 2y L2 ] v a2

O =—— 01 =—=02 =— 03 === 04
5@" 25@ 3%@ 45@

Abbildung 4-1: Zustandsmodell fir HCN-Kanéle (Altare et al, 2001). Zur Erlauterung siehe Abbildurg 2
Die weniger haufig auftretenden Ubergange sind giagezeichnet. Da die Aktivierung vorwiegend emgla
C-C1-C2-C3- C4- 04 stattfindet, kann man C auch als ,tief deaktieis* Zustand bezeichnen. In diesem
Sinne ist C4 einem Offenzustand unmittelbar benathi-tr die Zustande C bis C3 gilt das nicht, da d

Ubergange G O, C1- O1 usw. viel weniger wahrscheinlich sind als-024.

Dabei gehe ich auch an dieser Stelle davon aus, dass die Aktivierunggesrds durch den
Ubergang C4. O4 stattfindet und die Deaktivierung tiberwiegend durch den Ubergarn@ O
stattfindet (siehe auch Abbildung 4-1). Ich beginne mit dem erstenlipagn Titrations-
schritt. Im Kapitel 3.1.2 wurde bereits diskutiert, dass der WexrtRégameters z abnimmt,
wenn die Aktivierung eines Kanals im Mittel von immer weniger deaktivierten Zustanden
aus stattfindet. Beim ersten Titrationschritt nimmt z ab.e@®er festen Haltespannung sind
demnach immer weniger Kanale in den Zustdnden C und C1 und dafir meheKanale in
den Zustanden C3 und C4. Ubergange, die vom tief deaktivierten ZustarRichinng des
weniger tief deaktivierten Zustandes C4 fuhren, laufen bei egsterf Haltespannung also

leichter ab, wenn die erste Gruppe protoniert ist. Die Kinetik d&siAysschrittes C4 O4
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sollte sich allein dadurch aber nicht verandern. Um zu erklaren, wagubei der Titration
der ersten Gruppe kleiner wird, muss man zusétzlich annehmen, utdssier Ubergang
C4- X durch die Titration begunstigt wird. Wie schon in Kapitel 3.1.2 skehter fur den
,angeregten“ Ubergangszustand, tiber den der Kanal den Zustand ©HteWarum wird
nun C4- X durch die Titration beguinstig? Nimmt die Energie des Kamalgustand C4 zu,
so dass dieser Zustand ,instabiler” wird? Oder andern sich digetisehen Verhaltnisse des
Zustands C4 nicht — wird vielmehr die Energie im Zustand X verriag&ei der
Beantwortung dieser Frage hilft es, die pH-Abhé&ngigkeit derkidearungskinetik zu
betrachten. Im ersten Titrationsschritt wirda nicht verandert, d.if3 hangt nicht vom pH-
Wert ab. Unter der Annahme, dass der Parameter a, der die Koofiraties
Offnungsschrittes beschreibt, auch nicht vom pH-Wert abhéngtydstaa® konstant. Mit
anderen Worten, die Differenz der inneren Energie des Kanasistand X und der inneren
Energie des Kanals im Zustand O4 andert sich beim Titriea. vahrscheinlich ist also
die innere Energie im Zustand X auch nicht pH-abhangig und die AlaomTty im
Verlauf der Titration wird Uber eine Erh6hung der inneren Energieekggivierten Zustands
O4 verursacht. Man koénnte auch sagen, bei der Titration der ersten Gobyepealb von
pH 6 werden die deaktivierten Zustande destabilisiert. Auch discWiebung von Y, zu

weniger negativen Spannungen lasst sich dadurch erklaren.

Die Ladung &, die im Mittel bei der Aktivierung eines Kanals tber die Ndeam bewegt
wird, andert sich im zweiten Abschnitt der Titration nicht méWan kdnnte das so inter-
pretieren, dass alle deaktivierten Kanéle bereits in dektidieaten Zustand sind, der einem
aktivierten Zustand unmittelbar benachbart ist (Zustand C4). Mit end&orten: es ist nicht
moglich, die Schaltladung noch weiter zu verschieben, ohne den Kanal zu &benso wie
z, ist auchtak beim zweiten Schritt der Titration stabil. Die Energie, difgabracht werden
muss, um den Kanal von C4 in den Ubergangszustand X zu bringen biaiatekonstant.
Der Anstieg vortgeak: Und die starke Verschiebung von,zu positiveren Spannungen lasst

sich deshalb nur durch eine Stabilisierung des aktivierten Zustandes erklaren.

Die Ergebnisse fir die Mutante HCN1-N168D kdénnen so gedeutet werdgsnmiladestens
zwei protonierbare Gruppen existieren. Eine protonierbare Gruppe wirbdatiberon pH 6
titriert, die Titration fuhrt zur Destabilisierung der deaktitear Zustande. Eine weitere
Gruppe wird unterhalb von pH 6 titriert und diese Titration stabitisdie aktivierten
Zustande. Was kann man noch tber diese protonierbaren Gruppen aussageh2s$isaiatie

um die Gruppen, die auch im Wildtypkanal titriert werden? Oder dpiatje pH-
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Abhangigkeit der Parameter mdglicherweise die Titration eiegefiigten Aminoséaure
(D168) wider? Es wurde bereits im Resultatteil erwahnt, dass S#itenketten der
Asparaginsaure (D) und des Asparagins (N) ahnlich gro3 sind. Wiuiztedpgrch die
Protonierung der Saure auch noch der Ladungsunterschied beseitigt,otleam sich die
Eigenschaften von HCN1-Wildtyp und HCN1-N168D einander annahern. Das €iegart
aber beobachtet. Je niedriger der pH-Wert ist, desto deutlichenscim¢iden sich Mutante
und Wildtyp. Ich vermute daher nicht, dass sich die EigenschaéieMutante andern, weil
D168 protoniert wird. Vielmehr werden wahrscheinlich in der Mutargegtiiichen Gruppen
protoniert wie im Wildtyp. Dabei ist allerdings der apparente-Ykert mindestens einer der
Gruppen durch den Aminoséureaustausch erhdht worden. Welche Gruppe kérsgendas
Und wieso zieht der Aminosaureaustausch N168E keine so starken Areferdegpk-
Werte nach sich?

Wie oben erwédhnt, kann der apparente-ji¥ert eines Protonensensors durch enge Nachbar-
schaft zur eingeflihrten negativen Ladung D168 erhdht werden. Diechi@atsiass der Aus-
tausch N168E keine signifikante Verschiebung der apparentehVigite verursacht, weist in
die gleiche Richtung. Die Seitenkette der Gutaminsaure istMatieylgruppe langer als die
der Asparaginsaure. Wahrscheinlich reicht diese Verlangerunguausdie Carboxylgruppe
am Ende der Seitenkette weiter weg von abstol3enden, benachbartevene@atippen zu
positionieren. Die Carboxylgruppe der Glutaminsdure kommt dem sathesbenfalls
negativen Protonensensor wahrscheinlich nicht so nahe wie die Carbppdgter Aspara-
ginséure. Das reicht aus, um die Verschiebung des apparenteWetes des Protonen-
sensors signifikant zu verringern. Der betreffende Protonensensor Ismgsiaz in der Nahe
der Position 168 liegen. Sucht man in der Abbildung 3-14 nach negativ geladenen
Aminosauren, die im Protein in der Nahe der Position 168 liegen konétkrgofort D172
auf. Sollte das S2 Segment eiaeHelix bilden, dann liegt D172 nur eine Windung nach
D168, beide Aminosauren befinden sich auf derselben Seite der BelixAbstand den-
Kohlenstoffatome der beiden Aminosauren betragt damit weniger als 0Dianderwandt-
schaft zwischen HCN- und EAG-Kanalen liefert Hinweise @t weitere moglicherweise
benachbarte Asparaginsaure. Im EAG-Kanal befindet sich antelée B S2, die homolog
zur Position 172 im rHCNL1 ist, auch eine Asparaginsaure. Diese bildeAG gemeinsam
mit einer Asparaginsaure im S3 (homolog zu D222 in rHCN1) Bindestelle fir M§'-
lonen. Ein Mg*lon wird dabei durch die beiden negativen Ladungen koordiniert
(Silvermann et al., 2000). Die Ladungen kdnnen sich also sehr nahe komnegtrduEshaus

maoglich, dass sich die entsprechenden negativen Ladungen auch im &@Ndgehr nahe
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kommen kénnen. Damit wére also mdglicherweise D222 in der Nahe von ubti7@amit
auch in der N&he von D168. Alle anderen Protonensensor-Kandidaten befoiden Kianal
vermutlich weiter weg von der Position 168. Die besten Kandidaten fiirgdsuchten
Protonensensor sind damit die Aminosauren D172 und D222. Leider fiihrte dauguis
dieser Asparaginsauren gegen andere Aminosauren zu nicht-funktioKalfgilen. Die
Auswirkungen dieser Aminosdureaustausche konnten daher nur indirekt, in den
Rettungsmutanten HCN1-D172N/R259Q und HCN1-D222N/R259Q untersucht werden.

4.2 Die Rettungsmutanten

Bevor die Eigenschaften der Rettungsmutanten im Hinblick auf dimm@s@ureaustausche
D222N und D172N bewertet werden kénnen, muss geklart werden, welchen Ed#luss
Aminosaureaustausch R259Q hat. Leider konnte im Rahmen dieser Arbeludante
HCN1-R259Q nicht untersucht werden. Chen und Mitarbeiter untersugtdech die ent-
sprechende Mutante des HCN2 (Chen et al., 2000). Es stellte sicis,haaias der Austausch
R312Q auf dem verwendeten Hintergru&x®{130-HCN2) nur zu einer leichten Verschie-
bung von V> (+10 mV) und einer Reduktion von z (von 3,3 auf 2,4) fuhrt. Die Zweifach-
mutante HCN1-D222N/R259Q war demgegentber im untersuchten Spannungsketsich s
geoffnet. Auch bei der zweiten Rettungsmutante HCN1-D172N/R259@nwiaei einer
Haltespannung von +60 mV noch mehr als 80 % der Kanale getffnet. Es katmtgekiart
werden, ob es durch Depolarisation der Membran Uberhaupt méglicless, Mutanten zu
schlieRen. Aus den geringen Anderungen der Kanaleigenschaften, die deo-Ami
saureaustausch R312Q bei mHCN2 (homolog zu R259Q bei rHCN1) hervomti&3edch,
dass die Aminosaureaustausche D172N bzw. D222N dazu fihren, dass einl @eafitei
Mutanten-Kanéle bei +60 mV gedffnet ist. Weist das darauf hirg D432 und D222 die
gesuchten Protonensensoren des HCN1-Kanals sind? Bei den Retttargem hangt die
Offenwahrscheinlichkeit kaum von der Spannung ab. Deshalb konnte auch nichticiite
werden, ob der pH-Wert einen Einfluss auf dig\WRPRelation hat. Es lasst sich daher nicht
direkt entscheiden, ob die Aminosaureaustausche D172N und D222N derhtgesuc
Protonensensor entfernt haben. Ware das der Fall, dann sollten digg&uatitanten etwa die
gleichen Eigenschaften haben wie der vollstandig protonierte Wildéy@alKBei solchen pH-
Werten, bei denen elektrophysiologische Messungen an HEK 293-ZAaiigirch sind (pH>

4), ist der Protonensensor des HCN1-Kanals leider nicht vollstanditpnprt. Die
Beschleunigung der Aktivierung und die Verschiebung vea XU positiveren Spannungen
durch extrazellulare Protonen zeigen aber beim Wildtyp auch bei pl@cB kein

Sattigungsverhalten. Es ist daher durchaus moglich, dass di¢anditge Titration des
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Protonensensors zu Kandlen fuhrt, die so wie die Rettungsmutanten, beiV+B&um

geschlossen sind.

Im letzten Abschnitt hatte ich die Vermutung aufgestellt, Bassler Mutante HCN1-N168D
die gleichen Gruppen protoniert werden, wie beim Wildtyp, und dass nendesine dieser
Gruppen in der Mutante bei groReren pH-Werten titiriert wirddaks beim Wildtyp der Fall
ist. Dementsprechend wére HCN1-N168D bei pH 4,3 ein gutes ,Modellidtirvollstandig
protonierten Wildtyp. Die Strome durch HCN1-N168D-Kanéle bei pH 4,3 c¢ameétn durch
die Mutante HCN1-D172N/R259Q sehr &hnlich. In beiden Féllen ist eft& der Kanale
bei +60 mV gedffnet. Der kleine Anteil geschlossener Kanale wicth etnem Spannungs-

sprung zu —90 mV relativ schnell aktiviert.

Sowohl die Eigenschaften von HCN1-N168D als auch die der Rettungsemutarisen
darauf hin, dass die Aminosauren D172 und D222 zum gesuchten ProtonensensoXtles H

Kanals gehoren.
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5 Zusammenfassung

Hyperpolarisationsaktivierte und zyklisch Nukleotid-gesteuerte lan®ik (HCN-Kanale)
spielen eine wichtige Rolle bei der Erzeugung rhythmisch akfivezesse im Herzen und in
vielen Nervenzellen. Kirzlich konnte gezeigt werden, dass dieseekanéth in einer Gruppe
von Geschmackszellen vorkommen und dort an der depolarisierenden Antwaausef
Stimuli beteiligt sind. Unter Sauerstimulation (< pH 6) aktivieCN-Kanale schneller und
bei weniger negativen Spannungen. Die molekularen Grundlagen dieser pHyilk#n
sind noch unbekannt. Es war das Ziel dieser Arbeit, diese Fragestellung zu aetersuc
Durch zielgerichtete Mutagenese wurden neun verschiedene negatiergElAminosauren
im HCN1-Kanal neutralisiert. Die Eigenschaften der Mutanterdemiin einem heterologen
Expressionssystem elektrophysiologisch untersucht. Die Aktivierigggsehaften wurden
anhand der Spannungsabhangigkeit der Offenwahrscheinlichkeit sowie aldrafktivie-
rungs- und Deaktivierungskinetik charakterisiert. Nicht alle disgganten bildeten funktio-
nelle Kanale. Die Untersuchung ergab, dass die funktionellen Mutantéfetigleich zum
Wildtypkanal &hnlich stark durch Protonen beeinflusst werden. Fur d@evenichtfunktio-
nellen Mutanten konnte die Kanalfunktion ,gerettet” werden, indem ein weitereroséire-
austausch im S4-Segment vorgenommen wurde. Es handelt sich dab& Amidoséuren
D172 (in S2) und D222 (in S3), die jeweils zusammen mit dem Arginin R259 (in S4) neutrali-
siert wurden. Die Doppelmutanten waren funktionell, ihre Aktivieruiggsschaften unter-
schieden sich jedoch massiv von denen des Wildtypkanals. Tatséchteh diese Mutanten
uber den gesamten untersuchten Spannungsbereich fast vollstandig geiwffdestand, der
dem des vollstéandig protonierten Wildtypkanals entsprechen kdonnte. Diesen kdnnen wir leide
experimentell nicht erfassen, da die Zellen pH-Werte unterhalb vaoh4 tolerieren. Die
Ergebnisse machen es aber wahrscheinlich, dass D172 und D222 Teitestesten
Protonensensors darstellen.

In einem zweiten Ansatz, die pH-Abhangigkeit der HCN-Kandleiztersuchen, wurde das
Asparagin N168 in S2 durch eine zusatzliche negativ geladene Amiacs@&atzt, einmal
durch Asparaginsaure (N168D) und einmal durch Glutaminséaure (N168@eskn Mutan-
ten sind Spannungsabhéngigkeit und auch pH-Abhéngigkeit einiger Paraeaierh ver-
schieden von denen des Wildtypkanals. Schéatzt mapVyptte aus den verschiedenen pH-
Abhangigkeiten ab, so erhalt man groRere Werte als beim Wildthipinterpretiere diese
Ergebnisse so, dass die neu eingefiihrte negative Ladung die dietskiriSigenschaften in
der Umgebung des Protonensensors so verandert, dass sich des®géertpkerschiebt. Der
gesuchte Protonensensor sollte also in der N&he der Positioredé8. IDas ist fur D172 der
Fall, wahrscheinlich auch fir D222. Ich schliel3e aus den ErgebnisssnPd72 und D222
mit groRer Wahrscheinlichkeit den gesuchten Protonensensor des HCN1-Kanals bilden.
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6 Abstract

6 Abstract

Hyperpolarization-activated and cyclic nucleotide-gated ion chan{tCN) mediate an
inward cation current that contributes to spontaneous rhythmictgdtivithe heart and the
brain. In a subset of taste cells HCN channels contribute to pfutadieing response evoked
by sour stimuli. The gating properties of HCN channels are dieatigtaltered if extra-
cellular pH drops below 6. Channel activation at low pH is much fastéroccurs at less
negative potentials than at neutral pH. The underlying moleculahanesm of the pH
sensitivity has not been determined. The aim of this work was ntifidéhe proton sensor(s)
of the rHCN1 channel and to elucidate the mechanism that couples pintbng to the
alteration of gating properties.

Site-directed mutagenesis was employed to neutralize nine differentveggatiarged amino
acids that could serve as pH-sensor. Mutants were heterologopsigsad in HEK293 cells
and characterized with electrophysiological methods. Gating prepevére quantified by the
voltage dependence of open probability-{Rrelation) and time constants of activation and
deactivation. For none of the functional mutants the pH dependence @fptrasneters was
abolished. Five of the nine targeted residues could not be changed \witlosstof function.
For D172N in S2 and D222N in S3 this loss was reversed by a second amino acid exchange in
S4 (R259Q). The double mutants were functional. However, theV-Rlation and acti-
vation kinetics were significantly different from wildtype projes in a way that resembles
the effect of complete protonation of the wildtype channel. Unforéyndtis not possible to
protonate the pH-sensor in wildtype channels completely within theapgk that is tolerated
by the HEK293 cells (pH > 4.0). Although a direct comparison betweeonngletely
protonated wildtype and the double mutants is therefore not possilde, rdsults indicate
that D172 and D222 are part of the proton sensor in HCN1 channels.

In a further attempt to alter the pH dependence of the chanb@8 iIN S2 was replaced by an
aspartate or a glutamate. Again the pH dependence ofstherélation and the pH depen-
dence of activation and deactivation time constants was quantifiedpgadent pk values
were estimated. For some of the parameters the apparenapies estimated for the mutant
HCN1-N168D were significantly larger than those estimatedhi®mwildtype. | conclude that
the introduced negative charge influenced the apparexwvalkie of a nearby proton sensor.
This effect might be caused by local accumulation of protons around the negatipeof the
aspartate’s side chain. Based on that interpretation a protar séiesild be close to N168 in
the wildtype channel. The aspartate D172 is located very aopesition 168 and so is
probably also D222. Based on the results of two different approachekjese®172 and
D222 are probably proton sensors of HCN-wildtype channels.
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8 Anhang

In einem Zustandsmodell, dass aus einem Offenzustand O und einem Geschlosgk@zusta
besteht (Gleichung 2), die durch eine Energiebarriere (den ,angeregisiahd X) getrennt
werden, sind die Ratemundf3 exponentiell von der Spannung abhéngig. Die Summe der
apparentegating-Ladungen der Ratenkonstanten entspricht der appargatieg-Ladung

des gesamten Ubergangs: z;=zz

- _Z,9V
a(\/)—aoexp{ T ]

BV) = B, exr{ zﬁqev)

KT

Die Zeitkonstanta, mit der sich das Gleichgewicht nach einer Stérung einstellt, ist elsenfall
von der Spannung abhangig. Es gilt:

1
a+p

Der Ubergang in ein neues Gleichgewicht findet also bei der Spannunggsarfesten statt,

bei dera + 3 minimal wird. Die Extremwertaufgabe kann Differenzieren geltst werden.

gesuchtMinimumfura V) + S(V)
di@ + 5) !

Extremweraufgabe——— =0
dV V=V
max
a+pB=a,exd z,qV,. /KT|+ 5, exdz WAV kT]
- z Z.0V !
d(a+ﬂ) - Zaqe ao ex Zaqevmax + ﬂqe ,BO ex ,qu max =0
dv kT kT kT kT
wennz,,z, # 0,danngilt :

- Z, qevmax Z/; qumax
Z a,exg —+=" =z B ex
«%0 [{ KT } sPo F{ KT

mit 20 = ex W folgt
B, kT
V__ —-AW
Z_a - ex[{ qu max 0 j|
Z, kT
In Z_a — AVVO ~ Zoevmax .
z, KT '
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KT(In(z,) = In(z,)) = AW, = 2V,
AW,
itV,,, =— folgt
mi 1/2 ZGE o g
KT
V.=V, -~ (in(z,) -1
max 1/2 ZOE (n(za) n(zﬁ))

Bei 22°C qgilt kKT/g= 25,4 mV. Fir das Beispiel z = 5 F+zz3 ergibt sich die folgende Kurve:

VlIZ - Vmax (mV)

Man kann ablesen, dass die Spannupg.\bei der die Zeitkonstantethr Maximum
annimmt, nur dann mehr als 10 mV vop\abweicht, wenn die Aktivierungsratenkonstante
o wesentlich starker oder wesentlich schwacher von der Spannung abhangt, als die

Deaktivierungsratenkonstarfte Je Grof3er z ist, desto weniger weichtMon Vi, ab.
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