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REFERAT

Ein entscheidender prognostischer Parameter im Rahmen von Sepsis und Multiorganversagen
(MODS) ist die Einschrankung der Herzfrequenzvariabilitit. Ursichlich hierfiir wird neben einer
autonomen Dysfunktion auch eine direkte Beeintrichtigung des kardialen Schrittmacherstroms
(I und dessen molekularer Korrelate, der hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated
channels (HCN-Kanile), diskutiert. If leistet einen wesentlichen Beitrag zur spontanen diastoli-
schen Depolarisation und damit zur Modulation der Herzfrequenz auf Ebene des Sinusknotens.
Hauptverantwortlich fiir die toxische Manifestation schwerer gramnegativer Entziindungen
scheinen Lipopolysaccharide (LPS) zu sein, welche deshalb auch als Endotoxin bezeichnet werden.
Im Rahmen der gramnegativen Sepsis werden LPS aus der dufleren Zellmembran gramnegativer
Bakterien systemisch freigesetzt. Falls LPS die Kinetik von HCN-Kanilen direkt modulieren,
koénnte so die Herzfrequenzvariabilitit beeinflusst werden. In dieser Arbeit wurden elektrophysio-
logische Messungen in der whole-cell-Konfiguration der patch-clamp-Technik in stabil mit cDNA
des humanen HCN2-Kanals transfizierten Klonen der HEK293-Zelllinie durchgefiihrt. Im Kurz-
zeitexperiment wurden durch Zugabe von LPS in die Badlosung elektrophysiologische Zielpara-
meter unbehandelter Zellen gegen die LPS-exponierter Zellen verglichen. Im Langzeitexperiment
wurde die Badlosung wihrend des patch-clamp-Experiments ausgetauscht. Dies ermdglichte den
Vergleich vor und nach LPS-Exposition an derselben Zelle. Zellen mit Exposition gegen LPS akti-
vierten im Vergleich zu Kontrollzellen langsamer und bei negativeren Membranpotenzialen, zu-
dem geschah die Deaktivierung beschleunigt. Dieser Effekt ist konzentrationsabhingig und tritt
innerhalb von wenigen Sekunden ein. Er bleibt in Anwesenheit von LPS fiir mehrere Stunden er-
halten. Die maximale Stromamplitude war nach LPS-Exposition im Langzeitexperiment dauerhaft
reduziert. Unmittelbar nach Applikation der Badlésung wurden instantane Strémen beobachtet,
tiber deren klinische Bedeutung nur spekuliert werden kann. Die beobachtete erschwerte Aktivie-
rung und erleichterte Deaktivierung kardialer Schrittmacherkanile unter dem Einfluss von LPS
kénnte in vivo durch einen verzdgerten Ablauf der langsamen diastolischen Depolarisation zur
Bradykardie und Einschrinkung der Herzfrequenzvariabilitit fithren. Eine direkte Modulation
des hHCN2-Kanals durch LPS ist wahrscheinlich. Beziiglich der klinischen Bedeutung der in die-
ser Arbeit gewonnenen Ergebnisse muss jedoch berticksichtigt werden, dass es sich um ein hetero-
loges Expressionssystem handelt und somit kardiomyozytenspezifische Wechselwirkungen und
systemische Einfliisse nicht abgebildet werden. Eine weitere Limitation ist die Unkenntnis der lo-

kalen LPS-Konzentrationen und die verschiedenen LPS-Varianten bei Patienten.

Dahm, Saskia: Die Wirkung von Lipopolysacchariden auf kardiale Schrittmacherkanile vom Typ
hHCN?2, Halle (Saale), Univ., Med. Fak.; Diss., 57 Seiten, 2018
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1 EINLEITUNG

1.1 ROLLE DER AUTONOMEN DYSFUNKTION BEI SEPSIS, SIRS UND
MODS

Die Sepsis zdhlt als schwerste Verlaufsform akuter Infektionen zu den hiufigsten Todesursachen
in deutschen Krankenhdusern. Im Jahr 2003 gab es 60 000 sepsisassoziierte Todesfille auf deut-
schen Intensivstationen (Brunkhorst 2006). Im Jahr 2013 konnte eine Privalenz von 335:100 000
Einwohnern und eine Letalitit von 24,3% festgestellt werden (Fleischmann et al., 2016). Sepsis ist
ein komplexes klinisches Syndrom, das durch Verstirkung und Dysregulation einer initial adiqua-
ten Immunantwort des Wirts auf eine Infektion entsteht und zur lebensbedrohlichen Organdys-
funktion fiihrt (Cohen 2002; Singer et al., 2016). Durch eine {iberschiefende Aktivierung des an-
geborenen Immunsystems kommt es zur ibermifligen Freisetzung von Entziindungsmediatoren
und damit zur Organschidigung und Organdysfunktion. Beim Fortschreiten zum Mehrfach- oder
Multiorganversagen (multi organ dysfunction syndrome, MODS) spielt die Entkopplung der
durch das autonome Nervensystem vermittelten Interaktion der Organe eine entscheidende Rolle.
Bakterielle Toxine und Sepsismediatoren beeintrichtigen neuronale Reflexe und Zytokinkaskaden
(Schmidt et al., 2014) und fithren zur autonomen Dysfunktion (Heinroth et al., 1999; Schmidt et

al., 2008).

Ein prognostisch entscheidender Faktor fiir das Uberleben einer Sepsis ist der kardiovaskulire Sta-
tus (Parrillo 1989). Bei Patienten mit systemischer Entziindungsreaktion (SIRS), Sepsis und Mul-
tiorganversagen wurde eine Abnahme der Herzfrequenzvariabilitit beobachtet (Werdan et al.,
2009). Im Rahmen eines Multiorganversagens und im Rahmen der chronischen Herzinsuffizienz
ist das Ausmafl der Einschrinkung der Herzfrequenzvariabilitit entscheidend fiir Prognose und
Mortalitit (Schmidt et al., 2005; Schmidt et al., 2008; Schmidt et al., 2014). Bei der Entwicklung
der autonomen Dysfunktion spielen neben den Verinderungen am vegetativen Nervensystem Ver-
inderungen an der Zielzelle selbst eine entscheidende Rolle. Auf zellulirer Ebene konnte gezeigt
werden, dass die Exposition gegen Endotoxin die Schlagfrequenzvariabilitit an spontan kontrakti-
len Herzmuskelzellen reduziert (Schmidt et al., 2007) und den Schrittmacherstrom If beeintrich-

tigt (Zorn-Pauly et al., 2007).



1.2 HCN-KANALE

1.2.1 ART DES SCHRITTMACHERSTROMS

Der Schrittmacherstrom If leistet einen wesentlichen Beitrag zur spontanen diastolischen Depola-
risation und zur Modulation der Herzfrequenz auf Sinusknotenebene (DiFrancesco 2010). Es
handelt sich um einen bei Hyperpolarisation aktivierten gemischten Kationenstrom, der haupt-
sachlich von K%, jedoch auch von Na* (DiFrancesco 1981) getragen wird. Je nach extrazelluldrer
Kaliumkonzentration wird ein Verhiltnis der Na™- zur K*-Permeabilitit (PNa:PK) von 1:3 bis 1:5
angegeben (Biel et al., 2009). In physiologischer Losung findet sich ein Umkehrpotenzial des
Schrittmacherstromes von -10mV bis -20mV (Accili et al., 2002).

1.2.2 Die FamMILIE DER HCN-KANALE

Das molekulare Korrelat fiir If sind HCN-Kanile (hyperpolarization-activated, cyclic nucleotide-
gated channels, Ludwig et al., 1998; Gauss et al., 1998; Santoro und Tibbs, 1999; Ishii et al., 1999).
Sie gehoren zur groflen Superfamilie der Porenschleifen-Kationenkanile (pore-loop ion channels).
Die vier Gene HCN1+4 kodieren die a-Untereinheit von I#Kanilen und werden sowohl kardial als
auch neuronal exprimiert (Biel et al., 2009). Im Siugetierherzen werden hauptsichlich HCN1,
HCN2 und HCN4 exprimiert (Stieber et al., 2003; Stieber et al., 2004; Marionneau et al., 2005).
Jede HCN-Isoform zeigt eine unterschiedliche Kinetik, ein unterschiedliches Aktivierungspotenzi-
al und eine unterschiedliche Sensitivitit fiir cAMP. Neben Homotetrameren existieren in vivo
ebenfalls Heterotetramere (Baruscotti et al., 2005), deren biophysikalischen Eigenschaften zwi-

schen denen der einzelnen Homotetrameren liegen (Chen et al., 2001).

1.2.3 EXPRESSION UND FUNKTION DER HCN-ISOFORMEN

Im Sinusknoten des Erwachsenen werden HCN1, HCN2 und HCN4 stirker als im Vorhofmyo-
kard exprimiert. HCN1 ist die hiufigste Isoform, gefolgt von HCN4 und HCN2. Im Vorhofmyo-
kard sind HCN2 und HCN4 am stirksten exprimiert (Li et al., 2015). HCN1 aktiviert am
schnellsten bei am wenigsten negativen Membranpotenzialen und hat die geringste Sensitivitit
fiir cAMP (Ludwig et al., 1999). HCN4 aktiviert am langsamsten und reagiert am empfindlichsten
auf cAMP. HCN2 aktiviert schneller als HCN4, jedoch langsamer als HCN1. cAMP fiihrt zur
Modifikation der Kinetik des HCN2-Kanals im Sinne einer beschleunigten Aktivierung bei weni-
ger negativen Membranpotenzialen. Dies geschieht im stirkeren Ausmafl als bei Kanilen des
HCNI1-Typs, jedoch nicht so stark wie bei Kanilen vom HCN4-Typ (Mangoni und Nargeot, 2008).
Unabhingig von heterologer oder homologer Expression aktiviert HCN4 langsamer und bei posi-

tiveren Membranpotenzialen als HCN2 (Bucchi et al., 2002).



HCN3 wird ventrikuldr exprimiert und scheint in ventrikuliren Kardiomyozyten das Ruhe-
membranpotenzial und den Ablauf der Repolarisation durch eine depolarisierende Hintergrund-
leitfahigkeit, die vor allem in der Phase der spiten Repolarisation den Effekt von hyperpolarisie-
renden K*-Strémen antagonisiert, zu stabilisieren (Fenske et al., 2011). Die Uberexpression von
HCN2-Kanilen in embryonalen ventrikuldren Kardiomyozyten der Ratte fithrte zum Anstieg der
elektrischen Spontanaktivitit, wihrend die Uberexpression einer nicht-funktionalen Isoform zur
Suppression der natiirlichen Schrittmacheraktivitit und damit zu einer verminderten Schrittma-
cheraktivitit fithrte (Qu et al., 2001). Beim kongenitalen Fehlen von HCN-Kanilen im Sinuskno-
ten wurde sowohl fir den knockout von HCN1, als auch fiir HCN2 und HCN4 Sinusarrhythmie
und eine gesteigerte Herzfrequenzvariabilitit beobachtet (Herrmann et al., 2007; Baruscotti et al.,
2011; Fenske et al., 2013; Li et al.,, 2015). Zusitzlich war beim knockout des HCN2-Kanals das
Membranpotenzial in negativere Bereiche verschoben. An Sinusknotenzellen war die

Stromamplitude um ca. 30% reduziert (Ludwig et al., 2003).

Die beobachtete gesteigerte Herzfrequenzvariabilitit scheint dabei mit einer eigenstindigen Patho-
logie im Sinne eines Sinusarrests oder sinuatrialen Blocks einherzugehen, die Antwort auf betaad-
renerge Stimulation zeigte sich unverindert. Das kongenitale Fehlen von HCN1 oder HCN2-
Kanilen kann kompensiert werden, der HCN4-Kanal ist fiir die Entwicklung des kardialen Reiz-
bildungs- und Reizleitungssystems unerldsslich (Stieber et al., 2003). Trotz der sehr lebendigen
Diskussion der Wissenschaftswelt iiber die tatsichliche Bedeutung von HCN-Kanilen kann somit
durch knockout-Modelle zweifelsfrei eine wesentliche Rolle bei der kardialen Impulsbildung be-

legt werden.

1.2.4 STRUKTUR UND MODULATION VON HCN-KANALEN

Katecholamine wie Adrenalin und Noradrenalin beschleunigen die Aktivierung von If und fithren
zu einer gesteigerten Herzfrequenz (Tsien 1974; Noma et al., 1980; DiFrancesco et al., 1986). Ei-
nen Beitrag zur Sympathikus-vermittelten Modulation der Herzfrequenz leistet die betaadrenerge
Stimulation der Gs-Protein gekoppelten Adenylatcyclase. Bei steigenden intrazelluliren cAMP-
Spiegeln wird das Offnen der HCN-Kanile erleichtert und die Aktivierung beschleunigt. Im Ge-
genzug dazu fiihrt die GiProtein gekoppelte muskarinische Stimulation durch das parasympathi-
sche Nervensystem zum Absinken des intrazelluliren cAMP-Spiegels und damit zu einer verlang-

samten Aktivierung von If (DiFrancesco und Tromba, 1988).
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Abbildung 1 Schematischer Aufbau der o- Untereinheit eines HCN-Kanals, modifiziert nach Biel
et al., 2009

Strukturell sind HCN-Kanile den spannungsgesteuerten Kalium-Kanilen (Kv) dhnlich. Sie weisen
sechs Transmembransegmente (S1-S6), eine Selektivitits-Filter-Sequenz mit GYG-Motiv, multiple
Basenreste in der S4-Domine und einige saure Reste im Bereich der S2 und S3-Domine auf. Die
Basenreste im Bereich von S4 dienen als Spannungssensor und interagieren mit den sauren Resten
im Bereich von S2 und S3. Bei Mutation eines Serinrestes (Ser-306) im Bereich der S4-Helix wer-
den HCN2-Stréme mit grofler instantaner Komponente und kleiner zeitabhingiger Komponente
beobachtet. Die instantane Komponente beschreibt einen spannungsabhingigen Einwirtsstrom,
dessen Amplitude sich nach Anderung des Membranpotenzials ebenfalls ohne Zeitverzgerung
indert (Chen et al., 2000). Im Grenzbereich von S4 und der S4-S5-Verbindungsregion befindet
sich ein Histidinrest, der die pH-Sensitivitit von HCN-Kanilen vermittelt (Zong et al., 2001). Je-
der HCN-Kanal besteht aus vier a-Untereinheiten mit je einem Spannungssensor und einer Bin-
dungsstelle fiir cAMP. Die Kernregion ist von Subtyp zu Subtyp stabil, N- und C-Terminus zeigen
eine hohe Variabilitit. Am C-Terminus befindet sich die Bindungsstelle fiir zyklische Nukleotide
(cyclic nucleotide-binding domain, CNBD; Biel et al., 2009).

Das Offnungsverhalten wird sowohl durch das Membranpotenzial als auch durch die intrazelluli-
re cAMP-Konzentration beeinflusst. cAMP bindet dabei phosphorylierungsunabhingig auf der
zytoplasmatischen Seite direkt an den Kanal. Es verschiebt die Aktivierungskurve in positivere Po-
tenzialbereiche, beschleunigt die Aktivierung, verlangsamt die Deaktivierung und stabilisiert dabei
die HCN-Kanile im offenen Zustand (DiFrancesco et al., 2006). Ob dabei eine allosterische Inter-
aktion der Untereinheiten stattfindet wird noch kontrovers diskutiert (DiFrancesco 1999; Altoma-
re et al,, 2001; Thon et al., 2013). Neben cAMP kann Ifauch durch phosphorylierungsabhingige
Prozesse, auxilidre Untereinheiten und interagierende Strukturproteine, die die sub-Membran-

Lokalisierung beeinflussen, moduliert werden. MinK-Related Peptide 1 (MirRP1) stellt eine auxili-



are B-Untereinheit fiir HCN1 und HCN2 dar. Es beschleunigt die Aktivierungskinetik und er-
hoht die Protein- und Stromexpression (Yu et al., 2001). Die Lokalisation von HCN-Kanilen in
Caveolae, spezialisierten lipid rafts, reguliert sowohl im homologen als auch im heterologen Ex-
pressionssystem die Kanalkinetik (Barbuti et al., 2004). Die durch B2-Rezeptoren abhingige Akti-

vierung kann nur bei Kolokalisation in lipid rafts stattfinden (Barbuti et al., 2007).

Die maximale Leitfihigkeit liegt im homologen Expressionssystem bei ca. 1pS (DiFrancesco 1986),
im heterologen Expressionssystem fiir HCN2 bei 1,5-1,8pS (Dekker und Yellen 2006; Thon et al.,
2013). Sie wird durch Bindung von cAMP nicht beeinflusst (Bois et al., 1997). Die Expression im
homologen oder heterologen System hat bet HCN2 und HCN4 einen Einfluss auf das Potenzial
der halbmaximalen Aktivierung (Bucchi et al, 2002). Die stationire Aktivierungskurve von
hHCN2-Kanilen verlduft sigmoidal, wihrend der Zeitverlauf der Aktivierung nach anfinglicher

Verzogerung durch eine monoexponentielle Funktion beschrieben werden kann.

Es lassen sich eine instantane Komponente linsthHCN2) und eine zeitabhingige Komponente
IhHCN2 unterscheiden. Die instantane Komponente ist nicht durch Cs* blockierbar und kommt
moglicherweise durch einen ,Leckzustand® des Kanals zustande (Proenza et al., 2002). Bei Memb-
ranpotenzialen, die gering negativ sind, dominiert die langsam aktivierende Komponente, bei

stark negativen Membranpotenzialen gewinnt die schnelle Komponente an Bedeutung (Chen

2001).

1.3 LIPOPOLYSACCHARIDE

Hauptverantwortlich fiir die toxische Manifestation schwerer gramnegativer Infektionen und der
generalisierten Entziindung ist Endotoxin (Rietschel et al., 1994). Endotoxin ist als Lipopolysac-
charid ein integraler Bestandteil der dufleren Zellmembran gramnegativer Bakterien. Bei Sepsispa-
tienten sind 62% in der Blutkultur gesicherten Bakterien gramnegativ. E. coli zihlt zu den hiu-
figsten gramnegativen Erregern (Angus et al., 2013). Der Phospholipidanteil von Endotoxin wird
als Lipid A bezeichnet und verankert das Molekiil in der bakteriellen Zellwand. Nach Bindung an
das LPS-bindende Protein (LBP) und CD14 aktiviert freies Lipid A das angeborene Immunsystem
in Verbindung mit dem akzessorischen Molekiill MD-2 {iber den Toll-like-Rezeptor 4 (TL-R 4) als
pathogenassoziiertes molekulares Muster (PAMP, pathogen associated molecular pattern; Akira et
al., 2006). Das Ausmaf! der Aktivierung variiert je nach Bakterienspezies. Lipid A von E. coli ist
ein starker Aktivator der angeborenen Immunantwort. Es enthilt zwei Phosphatgruppen und

sechs Acylketten mit 12 bis 14 C-Atomen (Trent et al., 2006).
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Abbildung 2 Schematischer Aufbau von LPS modifiziert nach Klockner et al., 2011. Glucosamine
(GleN) bilden die Basis von Lipid A, die innere Kernregion besteht typischerweise aus Heptosen
(Hep) und 2-Keto-3-desoxyoctonsiure (Kdo)

Der Saccharidanteil besteht aus O-Antigen und Kernregion (Raetz 1990). Die Anzahl der sich
wiederholenden Kohlenhydrateinheiten und damit die Linge der O-spezifischen Kette sind hoch
variabel. Es existieren sowohl deutliche Unterschiede zwischen unterschiedlichen Spezies als auch
innerhalb eines Bakterienstammes bis hin zur unterschiedlichen Anzahl von Wiederholungsein-
heiten auf der Oberfliche eines Individuums. Die Heterogenitit der Kernregion ist weniger aus-
geprigt und beschrinkt sich auf das hauptsichlich aus Hexosen bestehende Gebiet des dufleren
Kerns (Rietschel et al., 1994). Neben CD14 und TLR-4 wird LPS ebenfalls durch den MSR
(macrophage scavenger receptor), CD11b/CD18 und Ionenkanile erkannt (Blunck et al., 2001;
Cohen 2002). Die Bindung von LPS an den TL-R4 induziert unter anderem die Translokation von
NF-«B und fiihrt somit zur Aktivierung von Zytokin-Gen-Promotoren. Neben verschiedenen an-
deren Interleukinen kommt es zur Freisetzung von IL-1, I1-6 und TNF-o. IL-1 und TNF-o sind
dabei prototypische inflammatorische Zytokine und vermitteln viele der immunpathologischen
Wirkungen des LPS-induzierten Schocks. Neben proinflammatorischen Zytokinen sind dabei
ebenfalls Chemokine, Lipidmediatoren wie Prostaglandine und der Plittchen-aktivierende Faktor
(platelet activating factor, PAF), sowie Sauerstoffradikale wie Superoxid und NO beteiligt. Diese
Mediatoren fithren zur Hyperkoagulabilitit, zu Fieber, zur Vasodilatation und zum kapillaren

Leck (Cohen 2002).

1.4 KARDIALE EFFEKTE VON LPS

LPS kann auch mediatorenunabhingig direkt Zellen des neuronalen, kardiovaskuliren und des
Immunsystems beeinflussen und somit zu organspezifischen Erkrankungen fithren (Werdan und
Miiller-Werdan, 1996). Die kardiale Funktion wird durch LPS auf vielfiltige Weise beeintrichtigt.
LPS wird in Kardiomyozyten stirker als in Makrophagen intrazellulir aufgenommen (Cowan et
al., 2001) und fiihrt an atrialen Myozyten direkt zur Reduktion der Kontraktilitit und zur Pro-
duktion von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a (Kapadia et al., 1995). Dies geschieht

unabhingig von CD14 oder Lipopolysaccharid-bindendem Protein. Spiter fihrt LPS tber ver-



schiedene Mechanismen, wie die Produktion von NO-Derivaten, die Produktion von freien Radi-
kalen und Arachidonsiurederivaten zu einer progredienten kontraktilen Dysfunktion, zu einer

erschwerten betaadrenergen Stimulation und zum Zelltod (Cowan et al., 2000).

Nach intraperitonealer Injektion von Endotoxin konnte bei Ratten eine Abnahme der Herzfre-
quenzvariabilitit bei tachykarder Kreislaufsituation beobachtet werden (Gholami et al., 2012). In
der Analyse der Frequenzspektren zeigte sich nach LPS-Injektion sowohl eine Abnahme der im
Bereich der durch die respiratorische Sinusarrhythmie beeinflussten hochfrequenten Anteile (high
frequency, HF) als auch im Bereich der durch sympathische und parasympathische Modulation
beeinflussten niederfrequenten Anteile (low frequency, LF; Zila, et al., 2015). Nach intravendser
LPS-Injektion bei freiwilligen Probanden fiihrte LPS zu einer Reduktion der Herzfrequenzvariabi-
litit (Godin et al., 1996). Dabei fiihrt bereits eine Dosis von 0,04ng/kg KG zu einem biologischen
Effekt. Dieser trat 1-2h nach LPS-Injektion auf und erreichte sein Maximum nach 3-4h. Die Gabe

von Ibuprofen konnte den Verlust der Herzfrequenzvariabilitit nicht aufhalten.

Die Reduktion der Herzfrequenzvariabilitit durch Exposition gegen Endotoxin kénnte durch ei-
ne autonome Dysfunktion und Verinderungen am zentralen Nervensystem oder direkt durch die
Interaktion mit der Zielzelle bedingt sein (Werdan et al., 2009). Auf zellulirer Ebene reduziert
Endotoxin die Schlagfrequenz von Herzmuskelzellen (Schmidt et al., 2007), was fiir einen direk-

ten Einfluss von LPS auf die Bildung von Schrittmacherpotenzialen am Herzen spricht.

1.4.1 EFFEKT VON LPS AUF DEN SCHRITTMACHERSTROM Ir

Der in vitro-Effekt von LPS auf If wurde an humanen Myozyten des rechten Atriums erstmals
2007 untersucht (Zorn-Pauly et al., 2007). Menschliche Vorhofmuskelzellen aktivieren nach mehr-
stiindiger Inkubation mit 1ug/ml oder 10ug/ml LPS im Vergleich zu Kontrollzellen langsamer
und bei negativeren Membranpotenzialen. Eine Konzentration von 100ug/ml zeigte sich zytoto-
xisch. Die maximale Leitfihigkeit war nicht beeinflusst. Zudem zeigte sich ein vermehrtes Anspre-
chen der mit 10ug/ml LPS inkubierten Zellen auf Isoprenalin. Im mathematischen Modell einer
Sinusknoten-Schrittmacherzelle des Kaninchens fiihrte die Verschiebung der halbmaximalen Akti-
vierung von If in negativere Potenzialbereiche zu einer Zunahme der Zykluslinge (cycle length,
CL) des Aktionspotenzials. An HI-1 Zellen, einer immortalisierten Zellinie von Kardiomyozyten
der Maus, konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Gabe von LPS die Aktivierung von If verzo-
gert und die Deaktivierung beschleunigt. Dieser Effekt tritt schon nach mehreren Minuten auf

(Wondergem et al., 2010).



2 ZIELSTELLUNG

Nachdem erstmals der direkte Einfluss von LPS auf den Schrittmacherstrom If gezeigt werden
konnte (Zorn-Pauly et al., 2007), war es Ziel dieser Arbeit, diesen Effekt niher zu untersuchen.
Dies sollte nun nicht auf Ebene der Vorhofmuskelzellen, sondern auf der Ebene des molekularen
Korrelats von If, der HCN-Kanile, geschehen. Es wurden stabil mit cDNA des hHCN2-Kanals
transfizierte Klone der HEK293-Zelllinie gewdhlt. An nativen HEK 293-Zellen konnte If nicht
nachgewiesen werden (Varghese et al., 2006). Um mit der Arbeit von Zorn-Pauly (Zorn-Pauly et al.,
2007) vergleichbare Ergebnisse zu erreichen, wurde der hHCN2-Kanal untersucht, der im mensch-
lichen Vorhofgewebe am stirksten exprimiert wird (Li et al., 2015). Es sollte untersucht werden,
unter welchen Voraussetzungen LPS einen Effekt auf InHCN2 erzielen kann (z.B. Aufbereitung der
LPS-Stammlésung und Inkubationsdauer). Der Eintritt des Effektes sollte zeitlich untersucht wer-
den. Der Einfluss von LPS auf wesentliche elektrophysiologische Zielparameter von IhHCN2, wie
z.B. Aktivierungs- und Deaktivierungskinetik, stationire Aktivierungskurve und Maximalstrom,
sollte ndher charakterisiert werden. SchlieSlich galt es den konzentrationsabhingigen Einfluss von
LPS auf diese Parameter untersucht werden. Aufgrund der starken Variabilitit der stationiren Ak-
tivierungskurve (AVo,5) zwischen unterschiedlichen Zellen gelang es in diesem Versuchsaufbau
nicht, diskrete Anderungen der Aktivierungskinetik nach Exposition gegen geringe Dosen LPS zu
detektieren. Die Unterschiede der stationdren Aktivierung waren zwischen unterschiedlichen Zel-
len stirker ausgeprigt als vor und nach Exposition gegen geringe Dosen LPS. So musste eine
Messkonfiguration fiir elektrophysiologische Langzeitexperimente mit Losungsaustausch entwi-
ckelt werden, die den direkten Vergleich elektrophysiologischer Zielparameter an einer Zelle vor

und nach Exposition gegen LPS erméglichte.



3 MATERIAL UND METHODIK

3.1 CHEMIKALIEN UND PHARMAKOLOGISCHE SUBSTANZEN

Tabelle 1 Chemikalien und pharmakologische Substanzen

Substanz
CaCl2
EDTA
EGTA

Glukose

HEPES

KCl
KH2PO4

MgCl2

Na2ATP
NaCl

Na2HPO4

Trypsin

3.2

Molekulargewicht (g/mol)

147,02

372,24

380,04

180,16

238,3

74,55

136,1

203,3

765,39

58,44

137,99

14476 Units/mg protein

ZUSAMMENSETZUNG DER LOSUNGEN

Firma

Merck - Gruppe, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Einthofen

Sigma-Aldrich, Einthofen

Sigma-Aldrich, Einthofen

Sigma-Aldrich, Einthofen

Merck - Gruppe, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Einthofen

Merck - Gruppe, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Einthofen

Merck - Gruppe, Darmstadt

Merck - Gruppe, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Einthofen

Tabelle 2 Zusammensetzung der Losungen fiir die Zellkultur

CaCl2 x2H20

EDTA

Glukose xH20

HEPES

KCl

KH2PO4

EDTA-Waschpuffer  Trypsinlosung 0,1% HEPES-Ringer
) ) 1,2
0,54 0,54 )
- - 5,5
- - 10
2,68 2,68 5,4
1,47 1,47 -



MgCl2 x6H20 -
NaCl 137
Na2HPO4 xH20 8,33
pH-Einstellung -
Streptomycin 10 mg/1
Trypsin -

137

8,33

0,1% (v/v)

0,8
122,5
1

NaOH (pH=7,4 bei 37°C)
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Tabelle 3 Zusammensetzung der Losungen fiir die elektrophysiologischen Experimente

Badl6sung (Tyrode, Extrazellulirlésung  Pipettenlésung (Intrazelluldrlosung)

CaCl2 x2H20 1,8 -
EGTA - 1
Glukose 10 -
HEPES 5 10
KCl 30 140
KH2PO4 - -
MgClz x6H20 0,5 6
Naz-ATP - 5
NaCl 110 -
pH-Einstellung NaOH (pH 7,4 bei 20°C) KOH (pH = 7,2 bei 20°C)

3.3 HERSTELLUNG DER LIPOPOLYSACCHARID-STAMMLOSUNG

Tabelle 4 Verwendete Lipopolysaccharide

LPS 2630 LPS 3012
Firma Sigma-Aldrich, Einthofen Sigma-Aldrich, Einthofen
E.coli Serotyp Escherichia coli 0111:B4 Escherichia coli 0111:B4
Endotoxingehalt >500 000EU/mg >500 000EU/mg
Gehalt an de.naturlerten <1% <1%
Proteinen
RNA-Gehalt 60% 10-20%
Extraktionsmethode/ . .
. Phenolextraktion Phenolextraktion und Gelchromatografie
Aufreinigung

In den elektrophysiologischen Experimenten wurde iiberwiegend LPS 2630 verwendet. Die Pripa-
rationsmethode der LPS-haltigen Badlosung wurde im Rahmen der Dissertation modifiziert. Aus
dem LPS-Pulver wurde zunichst eine Stammlosung (5mg/ml, MolBio-Wasser, Sigma-Aldrich) her-
gestellt, diese wurde bei 9°C aufbewahrt. Am Tag des Experiments wurde die Stammléung im In-
kubationsmischer (TS 100 Thermo Shaker, Peqlab, Erlangen) bei 100°C fiir 60min gekocht und
geschiittelt, um mogliche Mizellen aufzubrechen. Anschlieflend wurde diese zunichst in Badlo-
sung (Tyrode) zur Zielkonzentration verdiinnt. Unmittelbar vor dem Experiment wurde die LPS-
haltige Badlosung erneut bei Raumtemperatur mit 2900U/min durchmischt (IKA MS2 Mini
Shaker, Gemini BV, Apeldoorn, NL).
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3.4 KULTIVIERUNG DER HEK-293-ZELLEN

Die elektrophysiologischen Experimente wurden an nativen HEK293-Zellen und stabil mit cDNA
des hHCN2-Kanals transfizierten Klonen der HEK293-Zelllinie durchgefiihrt. Die stabil trans-
fizierten Zellklone wurden freundlicherweise durch PD Dr. Juliane Stieber vom Institut fiir Klini-
sche und Experimentelle Pharmakologie der Universitit Erlangen bereitgestellt. Die HEK-293-
Zellen wurden bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Als Nahrmedium diente DMEM/Ham‘s F12-
Medium (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Nutrient Mixture F-12, PAA, Pasching, Osterreich).
Diesem wurde 10% FCS zugesetzt (DMEM- Ham’s-F12-+-Medium). Das Medium wurde spitestens

nach 72h ausgetauscht.

Wenn der Boden der Zellkulturschale (@ 10cm, Falcon, Colorado, USA) dicht bewachsen war,
wurden die Zellen passagiert. Nach dem vorsichtigen Entfernen des Nahrmediums wurden 5ml
EDTA-Waschpuffer hinzugegeben. Dieser wurde nach 3min entfernt und 10 Tropfen (ca. 0,5ml)
Trypsin-Losung appliziert. Sie wurde belassen bis die Zellpopulation sich durch sanftes Klopfen
vom Boden der Zellkulturschale ablésen lief. Anschliefend wurde 8 ml DMEM- Ham’s-F12-+
Medium hinzugegeben. Die Zellen wurden durch kraftvolles Pipettieren vereinzelt, 1ml der Zell-
suspension wurden mit 10ml DMEM- Ham’s-F12-+Medium in der neuen Zellkulturschale ausge-
sat. Fiir die elektrophysiologischen Experimente wurden die Zellen am Vortag in kleine Zellkul-
turschalen (@ 3,5cm) in DMEM-Ham's-F-12-Medium ohne den Zusatz FCS ausgesit und iiber
Nacht im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Die Zellkulturschale wurde unmittelbar
vor Beginn des Experiments aus dem Brutschrank entnommen. Nach etwa 20 Passagen wurde die

Zelllinie verworfen.
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3.5 PATCH-CLAMP-EXPERIMENTE

3.5.1 VERSUCHSAUFBAU UND VERWENDETE GERATE

~ Spritzenbehilter
mit Badlosung

. Zufluss Badlosung

Inversmikroskop
~ e (Axiovert 100,
~ Zeiss, Jena)

Hauptverstirker
(Axopatch 2004,

. Axon Instruments,
Kalifornien)

Computer (MS-
DOS)

Mikromanipulator
(Narishige Int.,
Tokyo)

Vorverstirker
(CV 201A
Headstage, Axon
Instruments,
Kalifornien)

Abfluss Bac:llfjsung

Schlauchpumpe mit Anlegen eines

Auffangbehiltnis Unterdrucks
T Patchpipette
Referenzelektrode ™ _ _
.. Aufsatzring mit
Weg der Badldsung integrierter
LLEELEEEL - Zu-und Abfluss-
Moéglichkeit
" Badkammer

Abbildung 2 Schematischer Aufbau des patch-clamp-Messplatzes mit den Modifikationen fiir die
Langzeitexperimente

Das Inversmikroskop befand sich auf einem durch Luftkissen schwingungsgedimpften Tisch in
einem Faraday'schen Kifig. Als Badkammer diente die Zellkulturschale (@ 3,5cm). Alle Messun-

gen wurden bei Raumtemperatur (20-24°C) durchgefiihrt. Die Zellkulturschale wurde wenige Mi-
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nuten vor Beginn des Experimentes aus dem Brutschrank entnommen und auf Konfluenz und
Vitalitit Gberprift. Ideal hat sich ein iiberwiegend konfluierender Zellrasen mit isoliert liegenden,
fest haftenden Einzelzellen herausgestellt. Ein umgebender Zellverbund ohne direkten Kontakt
zur Zielzelle und ein spindelférmiges Aussehen der Zielzelle erwies sich als giinstig. Das Zellkul-
turmedium wurde am Messplatz entfernt und die Badkammer mit Badlosung befiillt. Die Mes-
selektrode aus chloriertem Silberdraht befand sich in der mit Elektrodenldsung gefiillten Glaspi-
pette, die Referenzelektrode (Silber/Silberchlorid-Pellet, Science Products, Hotheim) in der Badls-
sung der Zellkulturschale. Ein mechanischer Mikromanipulator (Narishige International, Tokyo,

Japan) erméglichte das Manovrieren des Pipettenhalters in allen drei Ebenen.

3.5.2 HERSTELLUNG DER PATCHPIPETTEN

Die Glaspipetten wurden aus Borosilikatglaskapillaren (Hilgenberg, Malsfeld; @Innen 1mm @DAugen
2mm) mit einem automatischen Elektrodenziehgerit (DMZ Universal Puller, Zeitz Instruments,
Miinchen) hergestellt und anschliefend am aufrechten Lichtmikroskop manuell nachpoliert. Der

elektrische Widerstand der sich in der Badlésung befindlichen Patchpipette lag bei 2-4MQ.
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Abbildung 3 Links: Erreichen der whole-cell-Konfiguration. Die Patchpipette nihert sich der
Zielzelle (A). Durch Druck auf die Zellmembran und Anlegen eines Unterdrucks an das Innere der
Patchpipette stiilpt sich ein Teil der Zellmembran omegaférmig in die Spitze der Patchpipette. So
entsteht eine hochohmige Verbindung zwischen dem Glas der Patchpipette und der Zellmembran
(gigaseal), die cell-attached-Konfiguration der patch-clamp-Technik ist erreicht (B).

Durch erneuten Unterdruck wird der Membranfleck (patch) aufgerissen, ohne dass der gigaseal
zerstort wird, die whole-cell-Konfiguration der patch-clamp-Technik ist erreicht (C). In dieser
Konfiguration ist die Ldsung im Zellinneren mit der Losung im Inneren der Patchpipette
verbunden. Es besteht ein direkter elektrischer Zugang zur Zellmembran. So kann das Potenzial
der gesamten Zellmembran kontrolliert werden. Die Experimente in dieser Arbeit wurden in der
whole-cell-Konfiguration der patch-clamp-Technik durchgefiihrt.

Rechts: Vereinfachtes Ersatzschaltbild fiir whole-cell-Konfiguration und Funktionsprinzip des
patch-clamp-Verstirkers. Durch Fragmente von Zellsoma und Zellmembran in der Offnung der
Patchpipette entsteht der Serienwiderstand Rs (D). Die Zellmembran gleicht einem Kondensator
mit der Membrankapazitit Cm und dem Membranwiderstand Rm (E).

Uber den Operationsverstirker (OPA) wird sowohl ein Kommandopotenzial vorgegeben (Usoll), als
auch das aktuelle Membranpotenzial und der tiber die Zellmembran fliefende Strom registriert
(Upip tiber den Riickkopplungswiderstand Rf zum Ausgangspotenzial Uaus). Abbildung 3
modifiziert nach Numberger und Draguhn, 1996.

3.5.3 PRINzIP UND ERREICHEN DER WHOLE-CELL-KONFIGURATION

Die Patchpipette wurde mit Elektrodenlésung befiillt. In der 200xVergréflerung wurde eine pas-
sende Zielzelle ausgewihlt und die Patchpipette mit Hilfe des mechanischen Mikromanipulators
in deren Nihe bewegt. Nach Eintauchen der Patchpipette in die Badlésung wurde zuerst der Pi-
petten-offset im voltage-clamp-Modus kompensiert. Offset-Potenziale bilden sich an Ubergingen
in der Messapparatur aus (Silberdraht-Elektrodenlésung oder Badldsung-Erdungselektrode). Zur
Kompensation der offset-Potenziale wurde zuerst mit einer Frequenz von 1Hz ein rechteckiger

Testpuls von 100ms Linge und einer Spannung von 10mV repetitiv appliziert. Das Stromsignal
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konnte auf einem Computerbildschirm beobachtet werden. Mittels des Pipetten-offset-
Potentiometers des patch-clamp-Verstirkers wurde dann solange das Potenzial verindert, bis der
Strompuls die Nulllinie (0 pA) erreicht hatte. Bei diesem Potential flieflt kein Strom mehr zwi-
schen Pipetten- und Badlosung. Das Offset-Potenzial ist jetzt kompensiert. Anschliefend wurde

der elektrische Widerstand der Patchpipetten mittels des Softwareprogramms berechnet.

In der 400xVergroflerung wurde die Patchpipette sanft auf die Oberfliche der Zielzelle aufgesetzt.
Es wurde ein dosierter Druck auf die Zelloberfliche ausgeiibt (cell-attached-Konfiguration). Uber
eine am Pipettenhalter befestigte 1ml-Spritze wurde ein Sog ausgeiibt, so dass die Zellmembran
sich dicht um die Offnung der Patchpipette schmiegt (gigaseal). Durch erneutes Applizieren eines
Unterdrucks wurde die Zellmembran durchgerissen, dieser Zeitpunkt galt als Start des Experi-

ments.

Durch Strominjektion iiber die Patchpipette wurde zwischen Intrazelluldr (Patchpipette) und Ext-
razelluldr (Referenzelektrode in der Badlésung) ein Sollpotenzial vorgegeben (voltage clamp). Das
Prinzip des patch-clamp-Verstirkers ermoglicht die nahezu simultane Registrierung des aktuellen
Membranpotenzials und Strominjektion bis Sollwert und Membranpotenzial tibereinstimmen
(Numberger und Draguhn, 1996). In der whole-cell-Konfiguration entspricht der durch die
Patchelektrode injizierte Strom dem tiber die komplette Zellmembran fliefenden Strom. Die Ein-
gangskapazitit der HEK293-Zelle und der Serienwiderstand wurden registriert. Der Serienwider-
stand Rs lag zwischen 4 und 10MQ. Nach dem Registrieren von Rs wurde dieser maximal kom-
pensiert (>95%). Die Eingangskapazitit Cm der HEK293-Zellen lag zwischen 10-15pF. Das Signal
wurde durch einen in den Hauptverstirker integrierten Tiefpass-Bessel-Filter bei 1kHz gefiltert.

Liquidjunction-Potenziale wurden nicht korrigiert.

3.5.4 ANALYSE DER DATEN UND STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die Generierung, Aufzeichnung und Auswertung der Spannungs- und Stromsignale am Messplatz
geschah durch einen MS DOS-PC mit AD- und DA-Wandlern der Firma MFK (Niederhausen)
mit der ,,ISO2 Multitasking Patch-Clamp Software®. Bei der Analyse der tail-Stromamplituden
wurde zu einem definierten Zeitpunkt im Pulsprotokoll der Mittelwert aus sieben umliegenden
Messpunkten gebildet, um zufillige Fehler beim Registrieren der Stromamplitude zu minimieren.
Die Amplituden der tail-Strome wurden um die Stromamplitude bei -40mV korrigiert. Diese ent-
spricht am ehesten der Leckleitfdhigkeit, d.h. einer unspezifischen Hintergrundleitfihigkeit, da bei
diesem Membranpotenzial ein Offnen der HCN2-Kanile nicht zu erwarten ist. Die statistische
Auswertung der Daten erfolgte in der Software ,,Origin 6.0 (Microcal ™, Northampton, MA,
USA). Sofern nicht anders angegeben sind alle Daten als Mittelwert # SEM angegeben. Statistische

Unterschiede wurden mit dem t-Test ermittelt. p-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant

betrachtet.
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3.5.5 MODIFIKATION DER VERSUCHSANORDNUNG FUR LANGZEITEXPERIMENTE

In den bisherigen Publikationen wurde If bei Zellen mit LPS-Exposition und If bei Zellen ohne
LPS-Exposition verglichen (Zorn-Pauly et al., 2007; Klckner et al., 2011). Im Rahmen der Daten-
erthebung wurde deutlich, dass sich mit dieser Versuchsanordnung diskrete Modifikationen der
Kanalkinetik und konzentrationsabhingige Unterschiede der elektrophysiologischen Zielparame-
ter, v.a. der stationdren Aktivierungskurve, nicht abbilden lieflen. Ziel war es, If an derselben Zelle
vor und nach LPS-Exposition zu untersuchen. Dazu war ein Austausch der Badlésung wihrend
des laufenden patch-clamp-Experiments notwendig. Aufbau und Ablauf des Versuchs wurden
deutlich gegentiber des etablierten Kurzzeitexperiments mit dem Vergleich von unterschiedlichen

Zellen mit und ohne Exposition gegen LPS modifiziert.

Die als Badkammer dienende Zellkulturschale wurde zunichst um einen Aufsatzring mit inte-
grierter Zu-und Abflussmoglichkeit erweitert (sieche Abbildung 2). Nach Entfernen des Zellkul-
turmediums wurde die Badkammer manuell mit 1ml Badlosung befiillt und in den Objekttisch
des Inversmikroskops eingesetzt. Die Badlésung befand sich in offenen Spritzenbehiltern auf dem
Dach des Aluminiumkifigs. Der Zufluss der Badlosung wurde durch Offnen der Dreiwegehihne
und kurzzeitiges Einsetzen und Druck des Spritzenkolbens in Gang gebracht. Anschliefend wur-
de der Spritzenkolben aus dem Losungsbehilter entfernt. Fiir den Abfluss der Badlosung wihrend
des Losungsaustauschs wurde eine elektrische Schlauchpumpe verwendet. Die Kinetik des Zu-und
Abflusssystems wurde mit Phenolrot untersucht. Je nach Fiillstand des Spritzenbehilters ergab
sich eine Flussrate von 3-4ml/min. Das Eintreffen der Losung aus dem neuen Spritzenbehilter
wurde durch aufsteigende Luftblischen signalisiert. Bis zum Eintreffen dauert es ca. 45s, bis zum
kompletten Austausch der Losung in der Badkammer ca. 2min. Im elektrophysiologischen Expe-
riment wurde die Badldsung fiir mindestens 4min in Fluss gehalten, um einen vollstindigen L&-

sungsaustausch in der Badkammer zu gewihrleisten.
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3.5.6 STANDARDISIERTER ABLAUF EINES LANGZEITEXPERIMENTS

Alle Langzeitexperimente an ein und derselben Zelle folgten dabei prinzipiell demselben standar-

disierten Versuchsablauf:

Durchreiflen des Membranfleckens

l

Protokoll A (V, und t

Dauer: 4min

!

Protokoll B (voll aktivierter Strom)
Dauer: 3min

A

g
3
! 8
=5
Protokoll A (V, und 7, ) %
Dauer: 4min &
Y
1 w
oS
PrOtOkOH C (TDeak[) "§
Dauer: 3min g
!
Protokoll A (V, und 7, )

Dauer: 4min

Austausch der Badlosung
Dauer: 4min

Abbildung 4 Ablauf eines Experiments an einer Zelle vor und nach LPS-Exposition

Je nach aktueller Fragestellung und Konstitution der Zelle wurde die Abfolge der Pulsprotokolle
verindert bzw. das Experiment auf bestimmte Pulsprotokolle beschrinkt.

Je nach konkreter Fragestellung des geplanten Experimentes und Konstitution der Zelle wurde das
Experiment auf bestimmte Pulsprotokolle beschrinkt. Insbesondere Pulsprotokolle mit zahlrei-
chen Hyperpolarisationsschritten (wie z.B. das Protokoll fiir den vollaktivierten Strom) waren be-
sonders belastend fiir die Zelle und wurden daher nicht in jedem Experiment erthoben. Mit jedem
Pulsprotokoll stieg das Risiko fiir den Zelltod bzw. die Zerstérung des gigaseals. In Abhingigkeit
von der Zahl der verwendeten Pulsprotokolle belief sich die Dauer eines kompletten Versuchs im

Idealfall auf 45min, im Extremfall wurde die letzte Messung nach 120min abgeschlossen. Der Lo-
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sungswechsel musste moglichst sanft geschehen, damit Zelle und gigaseal keinen Schaden nahmen.
Vor allem nach dem Loésungswechsel musste das Auftreten und Vergehen von instantanen Stro-
men, die InHCN2 tiberlagern, abgewartet werden (siehe Kapitel 4.4). Pulsprotokolle mit sehr hohem
Leckstromanteil wurden verworfen. Die Osmolalitit von Badlosung und Pipettenlésung beein-
flussten das Uberleben der Zelle und die Stabilitit des gigaseal ebenfalls, da in der whole-cell-
Konfiguration das Zellsoma durch Pipettenlésung ersetzt wird. Die Osmolalitit von Pipettenlo-
sung und Badlosung wurden stichprobenartig ermittelt. Glinstig erwies sich fiir die Badlésung ei-
ne Osmolalitit von 280mosm/kg und fiir die Pipettenlésung von 300mosm/kg. Das Wandern der
Patchpipette um Bruchteile von Millimetern tiber einen lingeren Zeitraum bezeichnet man als
Drift. Driftphinomene der Patchpipette spielen bei Kurzzeitmessungen eine untergeordnete Rolle,
bei Langzeitmessungen konnen sie zur mechanischen Zerstdrung des gigaseals und damit zum
Ende des Experiments fithren, ebenso kleinste Erschiitterungen oder Vibrationen. Die Langzeit-
messungen mit Lésungsaustausch waren daher wesentlich aufwindiger und anspruchsvoller als

die Kurzzeitexperimente.
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3.5.7 PULSPROTOKOLLE UND ELEKTROPHYSIOLOGISCHE PARAMETER

A
-40mV -40mV
-50mV _ fiir 8s
-60mV
-70mV
-80mV -80mV _fiir 4s
-90mV
-100mV
-110mV
-120mV
-130mV
-140mV
-150mV
B OmV__fiir 3s
-10mV_ fiir 3s
-20mV
-40mV -40mV -40mV fiir 3,5s
-60mV
-80mV
-100mV
-120mV
-140mV
-150mV fiir 3s
C
-10mV  fiir 9s
-20mV
-30mV
-40mV -40mV -40mV
-50mV
-60mV
-70mV
-80mV
-90mV
-100mV
-140mV fiir 2s
Abbildung 5 Verwendete Pulsprotokolle
A Bestimmung der Aktivierungszeitkonstante, der Strom-Spannungs-Beziehung und
stationdren Aktivierungskurve
B Bestimmung des Umkehrpotenzials und Maximalstroms
C Bestimmung der Deaktivierungszeitkonstante
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Im Pulsprotokoll A wurde ausgehend vom Haltepotenzial -40mV fiir 8s auf das Testpotenzial hy-
perpolarisiert. Anschliefend wird bei -80mV fiir 4s der tail-Strom (Itail) aufgezeichnet. Die
Amplitude des tail-Stroms erlaubte direkten Riickschluss auf die Offenwahrscheinlichkeit der
HCN2-Kanile beim jeweiligen Testpotenzial, da diese kurz nach Ende des Testpotenzial aufgrund
ithres verzogerten Schliefiverhaltens noch gedffnet waren und der Einfluss der elektrochemischen

Triebkraft eliminiert war, da alle tail-Strome beim selben Membranpotenzial aufgezeichnet wur-

den. Es gilt:

Itail = Nhacnz X 8hHenz X PhacNz X (Viail — Ennenz)
NhHCN2... Anzahl der auf der Zelle exprimierten hHCN2-Kanile
ghHCN2... Einzelleitfihigkeit des hHCN2-Kanals
PhHCN2... Offenwahrscheinlichkeit des hRHCN2-Kanals
Vtail... Membranpotenzial bei Aufzeichnung des tail-Stroms (-80mV)
EhHCN2... Gleichgewichtspotenzial des Stroms durch einen hHCN2-Kanal

Konstant bleiben die Anzahl der Ionenkanile, die Leitfahigkeit der Einzelkanile und das Gleich-
gewichtspotenzial des Stroms durch einen hHCN2-Kanal, das durch die intrazellulire und extra-
zellulire Na*-und K*-Ionenkonzentration bestimmt wird. Somit sind Anderungen der tail-
Stromamplitude auf Anderungen der Offenwahrscheinlichkeit der hHCN2-Kanile zuriickzufiih-

ren.

Pulsprotokoll B bestand aus einem Aktivierungsschritt (-140mV) oder Deaktivierungsschritt
(-10mV) mit anschliefendem Testpotenzial. Altail entspricht dem maximalen IhHCN2 fiir das jewei-
lige Testpotenzial. Der Aktivierungs- und Deaktivierungsstromverlauf, hervorgerufen durch An-
wendung des Pulsprotokoll A bzw. C, konnte monoexponentiell gefittet werden. Die Aktivie-
rungskurve wurde unter Annahme einer sigmoidalen Dosis-Wirkungsbeziehung mit der modifi-
zierten Boltzmann-Funktion aus den tail-Stromamplituden des Pulsprotokolls A bestimmt.

A — Ay

lat(V) = A2 + T 5, 575

Ltail ... tail-Stromamplitude

At .. maximale Stromamplitude

Az .. offset des Haltestroms

V.. Testpotenzial

Vo5 ... Potenzial der halbmaximalen Aktivierung
$ Neigungsfaktor

21



Beim Vergleich mehrerer Zellen wurden die tail-Stromamplituden in Bezug auf die maximale tail-
Stromamplitude (A1 - A2) normalisiert und die fraktionelle Aktivierung bestimmt. Im Pulsproto-
koll B wurde entweder nach anfinglicher Aktivierung (-150mV) oder Deaktivierung (-10mV) die
Stromamplitude beim Testpotenzial (0 bis -140mV) bestimmt. Aus der Differenz der Amplituden
von Aktivierung und Deaktivierung ergab sich die maximale Stromamplitude fiir InCN2 beim je-
weiligen Testpotenzial. Im Pulsprotokoll C wurde nach vollstindiger Aktivierung bei -140mV mit-
tels monoexponentiellem fitting die Deaktivierungszeitkonstante beim folgenden Testpotenzial

bestimmt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 EINTRITT DES EFFEKTES

Zunichst wurde untersucht, ob das Austauschen der Badlosung einen Effekt auf die Aktivitit von
hHCN2-Kanilen hat. Das Membranpotenzial wurde wihrend des Losungswechsels bei -90mV ge-

halten. Es folgt die Stromaufzeichnung wihrend des Losungsaustauschs.

I(pa)

“ A t=60s

et pm sttt

Abbildung 6 Beispiel fiir kontinuierlich aufgezeichnete Stromspuren wihrend des
Losungsaustauschs (0ug/ml LPS=>0ug/ml LPS). Eine Stromspur entsprach 60s, Zeitpunkt A:
Eintreffen der Badlosung aus dem neuen Behilter.

Die einzelnen Stromspuren entsprechen der kontinuierlichen Stromaufzeichnung von drei
aufeinanderfolgenden Minuten. Wihrend der Zeit des Losungsaustauschs blieb die Stromamplitude
konstant bei -200pA. Der Austausch der Badlésung ohne den Zusatz von LPS hatte keinen Einfluss
auf die Amplitude von IhHCN2.
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Auch nach mehreren Minuten und damit erfolgtem vollstindigen Losungsaustauschs zeigte sich
keine Anderung der aufgezeichneten Stromamplitude. Der alleinige Austausch der Badlésung hat-

te somit keinen Effekt auf IhnHCN2.

I (nA)

1

Abbildung 7 Beispiel fiir kontinuierlich aufgezeichnete Stromspuren wihrend des
Losungsaustauschs auf 50ug/ml LPS (0> 50ug/ml LPS)

Eine Stromspur entsprach 60s. Das Membranpotenzial wurde bei -90mV gehalten. Zeitpunkt (A):
Start des Losungsaustauschs nach 8s, Zeitpunkt (B): Eintreffen der Badlésung mit 50ug/ml LPS in
der Badkammer nach 40s. Zeitpunkt (C): vollstindiger Lésungsaustausch.

Beim Austausch der Badlésung zu 50ug/ml LPS konnte nach dem Einschwemmen der Badlésung
mit LPS eine deutliche Abnahme der Amplitude IhHCN?2 registriert werden.

Beim Austausch der Lésung von Oug/ml LPS auf 50ug/ml LPS und dem Halten des Membran-
potenzials bei -90mV kam es zunichst zu einer Zunahme der Stromamplitude bis zum Maximum
nach etwa 60s. In Vorexperimenten mit Phenolrot konnte gezeigt werden, dass es bis zum voll-
stindigen Losungsaustausch im Schilchen 2 Minuten dauerte. Wahrend des Eintreffens der Bad-
l6sung bis zum vollstindigen Losungsaustausch konnte eine deutliche Reduktion der

Stromamplitude von IhHCN2 beobachtet werden.
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4.2 EINFLUSS VON LPS AUF AKTIVIERUNG

tar/Strom

[inst(])HCNZ)

Abbildung 8 Aufzeichnung einer einzelnen Stromspur mit Pulsprotokoll A (Testpotenzial
-100mV), Vergroflerung: instantaner Strom linst(hHCN2) und ThHCN2

Wihrend der Aktivierungsphase beim Testpotenzial -100mV nahm die Amplitude von IhHNG2
rasch zu. Anschlieflend an jedes Testpotenzial folgte die Aufzeichnung des tail-Stroms bei -80mV.

Wihrend der Aktivierungsphase im Pulsprotokoll A kam es zunichst zur raschen Aktivierung des
instantanen Stroms linst(hHCN2), anschlieflend folgte der langsamer aktivierende Strom IhHCN2.

Beim Potenzial -80mV wurde der tail-Strom aufgezeichnet.
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Fiir eine komplette Spannungsserie ergab sich folgende Aufzeichnung:

1s

1nA

\ 1 Amplitude des fai/Stroms

. -120mV
; o my |
-130mV
A by

Abbildung 9 Beispiel fiir komplette Aufzeichnung einer Spannungsserie der Testpotenziale von
-50 bis -130mV (Opg/ml LPS in der Badlésung).

Im ersten Teil des Pulsprotokolls kam es zur langsamen Aktivierung von IhHCN2 beim jeweiligen
Testpotenzial. Im zweiten Teil wurde der tail-Strom bei -80mV aufgezeichnet. Da IhHCN2 nur
zogerlich abnimmt und der Einfluss der elektrochemischen Triebkraft fiir alle Testpotenziale
gleich ist, erlaubte die registrierte tail-Stromamplitude direkten Riickschluss auf die
Offenwahrscheinlichkeit der Kanile.

1s
-
\‘\f:“'“—m--w_-,..“_'_____,_‘ﬁ__ . S . . “.w“rf—" ,laﬂwm
\ N 110mV //f
\\ l'\“'“-x\.,_\_,\‘_ /
\ 20V |
1nA \ \
I|I \\
(NN
\ \\
\ i S %W‘“&-«‘W “w:‘!}‘gmv )
\
\\
Mx%mm ANy A it s -140mV

Abbildung 10 Beispiel fiir Aufzeichnung einer kompletten Spannungsserie der Testpotenziale
-50mV bis -130mV nach Austausch der Badlésung auf 50ug/ml LPS

Beim selben Testpotenzial wurde InHCN2 im geringeren Ausmaf§ aktiviert. Im Vergleich zu
Kontrollzellen waren beim selben Testpotenzial die Stromamplitude und die Amplitude des tail-
Stroms deutlich reduziert. Nach Ende des Testpulses, bei Aufzeichnung des tail-Stroms, nahm die
Amplitude von IhHCN2 rascher ab, der tail-Strom verlief steiler. Im Vergleich zu Kontrollzellen
deaktivierte InHCN2 erleichtert. Da der Einfluss von elektrochemischer Triebkraft bei
Aufzeichnung des tail-Stroms eliminiert war, musste dies auf eine reduzierte
Offenwahrscheinlichkeit der hHCN2-Kanile nach Exposition gegen LPS zuriickzufiihren sein.
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Abbildung 11 Aktivierungszeitkonstante: dosisabhingiger Effekt von LPS auf den
Aktivierungsverlauf von IhHCN2
A Vergleich von Zellen mit und ohne LPS-Exposition im Kurzzeitexperiment
B-D  Vergleich an Zellen vor und nach LPS-Exposition im Langzeitexperiment

Mittelwert + SEM aus mehreren Pulsprotokollen fiir jede Zelle n
Die registrierten Aktivierungszeitkonstanten fiir InHCN2 lagen im Sekundenbereich. Im Vergleich
von Zellen mit Exposition gegen LPS (50ug/ml) und Zellen ohne Exposition gegen LPS lief§ sich
bei Exposition gegen LPS eine deutliche Zunahme der Aktivierungszeitkonstante feststellen.
IhHCN2 aktivierte somit langsamer. Beim Vergleich an Zellen vor und nach Exposition gegen
geringe Dosen LPS (1-5ug/ml) zeigte sich kein deutlicher Unterschied der
Aktivierungszeitkonstanten.
fehlende Daten in A: Aktivierungszeitkonstante aus dem Pulsprotokoll mittels
monoexponentiellem Fitting aufgrund des sehr zogerlichen Anstiegs der Aktivierungskurve nicht
sinnvoll bestimmbar

Im Vergleich zu unbehandelten Zellen aktivierte InHCN2 bei Exposition gegen 50ug/ml LPS erst
bei negativeren Membranpotenzialen. Bei Aufzeichnung des tail-Stroms deaktivierte InHCN2 bei
weniger negativen Membranpotenzialen und deutlich beschleunigt. Dies zeigte sich in einer redu-
zierten tail-Stromamplitude nach dem gleichen Testpotenzial und in einem steiler verlaufenden
tail-Strom. Im Vergleich zu Kontrollzellen aktivierte InHCN2 nach Exposition gegen LPS somit er-

schwert und deaktivierte erleichtert.
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Im Vergleich von Kontrollzellen und Zellen mit Exposition gegen LPS verzogerte LPS den Akti-
vierungszeitverlauf. Bei einer LPS-Konzentration von 50ug/ml unterschieden sich die Aktivie-
rungszeitkonstanten fiir zwei von sechs Membranpotenzialen statistisch signifikant. Beim Ver-
gleich unterschiedlicher Zellen aktiviert InHCN2 nach Exposition gegen LPS in hoher Konzentra-
tion deutlich langsamer und bei negativeren Membranpotenzialen. Der alleinige Austausch der

Badlosung ohne den Zusatz von LPS hatte keinen Einfluss auf die Aktivierungskinetik.
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Abbildung 12 Aktivierungszeitkonstante: dosisabhingiger Effekt von LPS auf den

Aktivierungsverlauf von IhHCN2
A-D

Vergleich an Zellen vor und nach Exposition gegen LPS im Langzeitexperiment

MW + SEM, p<0,05 aus mehreren Pulsprotokollen fiir jede Zelle n

fehlende Daten in C: Aktivierungszeitkonstante aus dem Pulsprotokoll mittels
monoexponentiellem Fitting aufgrund des sehr zogerlichen Anstiegs der Aktivierungskurve nicht

sinnvoll besttmmbar

Nach Exposition gegen hohe Dosen LPS (>20ug/ml) konnte eine deutliche Zunahme der
Aktivierungszeitkonstante festgestellt werden. Die Aktivierung geschah somit verzdgert.

Fiir die Konzentrationen 10 und 20ug/ml waren die Aktivierungszeitkonstanten bei zwei
Membranpotenzialen statistisch signifikant unterschiedlich, bei 50ug/ml bei drei

Membranpotenzialen.

Wihrend der Aktivierungsverlauf bei alleinigem Austausch der Badlésung oder beim Vergleich
von Zellen vor und nach Exposition gegen geringe Dosen LPS kaum Unterschiede zeigte, konnte

nach Exposition gegen hohe Dosen LPS ein deutlicher Unterschied des Aktivierungszeitverlaufs

festgestellt werden. Es handelt sich somit um einen konzentrationsabhiangigen Effekt.
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Im Vergleich von Zellen vor und nach Exposition gegen LPS bestand bei niedrigen Konzentratio-
nen kein Einfluss auf die Aktivierungskinetik. Ab einer Konzentration von 10ug/ml LPS bestand
fiir zwei von sieben Membranpotenzialen ein statistisch signifikanter Unterschied der Aktivie-
rungszeitkonstanten (MW + SEM, p<0,05). Mit zunehmender Konzentration von LPS in der Bad-
16sung nahm die Aktivierungszeitkonstante zu, die Aktivierung von IhHCN2 geschah verlangsamt.

Es lieflen sich im Einzelnen folgende Befunde feststellen:

Tabelle 5 Aktivierung bei Zellen mit und ohne Exposition gegen 50ug/ml LPS
(Kurzzeitexperiment)

Testpotenzial (mV)  Tak Oug/ml LPS £ SEM 7tak 50ug/ml LPS + SEM

n=8 n=14
-90 2444 483 - -
-100 1502 212 3196(%) 1240
-110 866 99 1348 382
-120 518 55 1025(%) 206
-130 370 114 460 40
-140 - - 345 80

Im Kurzzeitexperiment (Vergleich von Zellen mit und ohne Exposition gegen 50ug/ml LPS) lief§

sich fiir die Membranpotenziale -100mV und -120mV ein signifikanter Unterschied der Aktivie-

rungszeitkonstanten feststellen.

Tabelle 6 Aktivierung vor und nach Austausch der Badlésung (Oug/ml LPS, Langzeitexperiment)

Testpotenzial (mV) Tak vor Losungswechsel + SEM ta nach Losungswechsel = SEM

-100 2624 268 2485 272
-110 1472 124 1731 203
-120 853 73 914 73
-130 514 31 583 41
-140 355 18 382 17
-150 268 11 287 15

MW + SEM aus 6 Zellen mit = 6 Pulsprotokollen pro Zelle
Der alleinige Austausch der Badldsung im Langzeitexperiment hatte keinen Einfluss auf die Akti-

vierungszeitkonstante.

Tabelle 7 Aktivierung vor und nach Exposition gegen 10ug/ml LPS (Langzeitexperiment)

Testpotenzial (mV) Tak vor Losungswechsel = SEM tax nach Losungswechsel + SEM
90 1855 310 2340 671
-100 1653 430 1843 240
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Testpotenzial (mV) Tak vor Losungswechsel + SEM ta nach Losungswechsel = SEM

-110
-120
-130
-140
-150

1114
576
392
265
205

268
109
46
33
23

1303

892(*)
651(%)

523
336

MW + SEM aus 3 Zellen mit insgesamt 16 Pulsprotokollen

131
76
98
146
10

Bei Vergleich von Zellen vor und nach Exposition gegen 10ug/ml LPS war fiir die Membranpo-

tenziale -120mV und -130mV ein signifikanter Unterschied der Aktivierungszeitkonstanten festzu-

stellen.

Tabelle 8 Aktivierung vor und nach Exposition gegen 20ug/ml LPS (Langzeitexperiment)

Testpotenzial (mV) Take vor Losungswechsel = SEM Tak nach Losungswechsel + SEM

-100
-110
-120
-130
-140
-150

1792
1122
672
397
286
207

572
503
295
129
67
36

2330(*)

1550(*)

837(*)
845
484

MW + SEM aus 4 Zellen mit insgesamt 24 Pulsprotokollen

789
963
483
937
464

Im Vergleich von Zellen vor und nach Exposition gegen 20ug/ml LPS war fiir die Membranpo-

tenziale -110mV, -120mV und -130mV ein signifikanter Unterschied der Aktivierungszeitkonstan-

ten festzustellen.

Tabelle 9 Aktivierung vor und nach Exposition gegen 50ug/ml LPS (Langzeitexperiment)

Testpotenzial
(mV)
-100
-110
-120
-130
-140
-150

Take vor Losungswechsel + SEM 1ai nach Losungswechsel + SEM

1456
849
533
350
268
223

122
93
84
45
32
12

2467(*)

1423(*)

749(*)
435
297

MW + SEM aus 4 Zellen mit insgesamt 19 Pulsprotokollen

287
196
133
69
40
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Im Vergleich von Zellen vor und nach Exposition gegen 50ug/ml LPS lie sich fiir die Membran-
potenziale -110mV, -120mV und -130mV ein statistisch signifikanter Unterschied der Aktivie-

rungszeitkonstanten feststellen.

Somit zeigte sich im Langzeitexperiment eine signifikante Verzégerung der Aktivierung, welche
erstmals beim Wechsel auf 10ug/ml LPS festgestellt werden konnte und mit steigender LPS-
Konzentration zunahm. Diese Verzogerung der Aktivierung zeigte sich am deutlichsten bei den
Membranpotenzialen -110 bis -130mV. Bei den am stirksten hyperpolarisierenden Membranpo-
tenzialen -140 und -150mV zeigte sich bei insgesamt sehr rascher Aktivierung nur eine geringe

Differenz der Aktivierungszeitkonstanten.

Der Aktivierungszeitverlauf von hHCN2-Kanilen wird somit unter dem Einfluss von Lipopoly-
sacchariden deutlich verzogert, wobei die Dosis des applizierten LPS eine entscheidende Rolle

spielt.
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4.3 EINFLUSS VON LPS AUF DIE DEAKTIVIERUNG

PP e

Deaktivierung I, o

volle Aktivierung [, yne

Abbildung 13 Beispiel fiir Aufzeichnung des kompletten Pulsprotokolls C nach Exposition von
lug/ml LPS.

Im ersten Teil des Pulsprotokolls wird IhnHCN2 bei -140mV vollstindig aktiviert. Im zweiten Teil wurde
die Deaktivierung beim Testpotenzial tiber 9s aufgezeichnet.

Abbildung 14 Beispiel fiir Aufzeichnung des kompletten Pulsprotokolls C nach Exposition von
20ug/ml LPS.

Nach Exposition gegen 20ug/ml LPS nahm die Amplitude von IhHCN2 beim jeweiligen Testpotenzial
rascher ab, die Deaktivierung geschah im Vergleich zu Kontrollzellen beschleunigt.

Nach voller Aktivierung von IhHCN2 bei -140mV folgte tiber 9s die Deaktivierungsphase von IhHCN2 fiir
das jeweilige Testpotenzial. Die Amplitude von IhHCN2 nahm unter Exposition gegen 20ug/ml LPS deut-
lich rascher ab. Im Vergleich zur Exposition gegen 1ug/ml LPS in der Badlésung deaktivierte InHCN2 bei
20ug/ml LPS schneller.
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Abbildung 15 Deaktivierunsgzeitkonstante: dosisabhingiger Effekt von LPS auf die Deaktivierung
von IhHCN2

A-, CF Langzeitexperiment mit Kontrollzellen (A) und LPS-Exposition (C-F)
B Vergleich unterschiedlicher Zellen im Kurzzeitexperiment

Mittelwert + SEM, p<0,05 aus mehreren Pulsprotokollen fiir jede Zelle n
Bei Exposition gegen variable Dosen LPS im Kurzzeitexperiment (B) zeigten sich bei Exposition
gegen 20ug/ml LPS deutlich geringere Deaktivierungszeitkonstanten als bei der Kontrollzelle und
somit eine beschleunigte Deaktivierung unter LPS. Auch im Langzeitexperiment zeigte sich vor allem

bei stark hyperpolarisierenden Membranpotenzialen und unter zunehmender LPS-Konzentration
eine beschleunigte Deaktivierung (C-F). Der Losungsaustausch allein hatte keinen Einfluss (A).



Unter der Exposition gegen LPS konnte eine Abnahme der Deaktivierungszeitkonstante beobachtet wer-
den. Dies betraf sowohl den Vergleich unterschiedlicher Zellen als auch den Vergleich an einer Zelle vor
und nach LPS-Exposition. Die Deaktivierung geschah nach Exposition gegen LPS deutlich beschleunigt.
Am deutlichsten ausgeprigt war dieser Effekt bei hohen LPS-Konzentrationen ab 20ug/ml, so dass von

einem konzentrationsabhingigen Effekt ausgegangen werden kann.

4.4 INSTANTANER STROM
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Abbildung 16 Aufzeichnung des instantanen Stroms nach dem Lésungsaustausch

Ausgehend vom Potenzial -40mV wird auf das Testpotenzial -90mV hyperpolarisiert, anschlieflend bei
-80mV der tail-Strom aufgezeichnet. Beim Testpotenzial war eine deutliche Aktivierung von IhHCN2 zu
erwarten. Die einzelnen Stromspuren wurden im Abstand von 30s aufgezeichnet.

Zu Beginn der Aufzeichnung (oberste Stromspur) nimmt die Amplitude des aufgezeichneten Stromes
langsam zu, wie es fiir IhHCN2 typisch ist. In der Mitte der Aufzeichnung (unterste Stromspur) ist in
Aktivierung und Deaktivierung keine Verzdgerung mehr erkennbar (instantaner Strom). Nach mehreren
Minuten kann erneut eine fiir InHCN2 typische Stromspur aufgezeichnet werden.

Nach dem Loésungswechsel wurde vor allem bei Experimenten mit langer Zeitdauer neben IhHCN2 ein
instantaner Strom beobachtet. Das Auftauchen des instantanen Stroms war fiir die Experimentierende
Uiberraschend und wurde zunichst als Versuchsabbruchkriterium gewertet, da auch bei -40mV die
Stromamplitude zunahm und somit von einer irreversibel verstirkten Leckleitfihigkeit ausgegangen
wurde. Jedoch konnte zunichst zufillig beobachtet werden, dass der Strom iiber einen Zeitraum von ca.
10-15min zunichst sukzessive zu- und anschliefend wieder abnahm, bis die Stromspur nahezu wieder
ithrer InHCN2-typischen Ausgangsform entsprach. Nach dem Vergehen des instantanen Stroms konnte das
Experiment fortgesetzt werden. An nativen HEK293-Zellen wurde der instantane Strom nicht gefunden.
Der instantane Strom trat nicht in jedem Experiment auf. Wenn er auftrat, dann ausschliellich in der

Phase unmittelbar nach dem Ldsungsaustausch.
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4.5 VOLLAKTIVIERTER STROM
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Abbildung 17 Beispiel fiir Aufzeichnung des voll aktivierten Stroms (Oug/ml LPS)

A Aufzeichnung zweier Stromspuren des voll aktivierten Stroms beim Testpotenzial -140mV
B komplette Spannungsserie des vollaktivierten Stroms
C Stromamplitude IhHCN2 als Differenz der tail-Stromamplitude bei -140mV und 10mV

Im ersten Teil des Pulsprotokolls wurde entweder eine vollstindige Aktivierung (-140mV) oder eine
vollstindige Deaktivierung (+10mV) von IhHCN2 angestrebt. Anschlieend folgte die Aufzeichnung der
maximalen Stromamplitude beim jeweiligen Testpotenzial (Testpotenzial in Aufzeichnung A -140mV).

Aus der Differenz der bei maximaler Aktivierung und maximaler Deaktivierung aufgezeichneten
Amplituden ergab sich die maximale Stromamplitude C von InhHCN2 beim jeweiligen Testpotenzial. Die
lange Dauer der Aktivierungs- bzw. Deaktivierungsphase gewihrleistet eine vollstindige Aktivierung
bzw. Deaktivierung.
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Abbildung 18 IV-Relation des voll aktivierten Stroms IhHCN2

A-F I (pA) als Amplitude von InhHCN2 beim Testpotenzial, Umkehrpotenzial InHCN2 bei -20mV
A Vergleich an Zellen vor und nach Austausch der Badlosung (Kurzzeitexperiment)

B-F Vergleich an Zellen vor und nach LPS-Exposition (Langzeitexperiment)

Beim alleinigen Austausch die Badlésung war die maximale Stromamplitude fiir InHCN2 vor
allem bei stark hyperpolarisierenden Membranpotenzialen sehr variabel (A).

Nach Exposition gegen geringe Dosen LPS (z.B. B 1 ug/ml, C 2ug/ml) zeigte sich kein
deutlicher Unterschied der maximalen Stromamplitude.

Nach Exposition gegen hohe Dosen LPS (z.B. E 20ug/ml, F 50ug/ml) wurde auch bei stark
hyperpolarisierten Membranpotenzialen die vor LPS-Exposition registrierte maximale
Stromamplitude nicht mehr erreicht. Bei Exposition gegen 50ug/ml LPS zeigte sich dieser Effekt
am deutlichsten, so dass von einem konzentrationsabhingigen Effekt auszugehen ist. Das
Umbkehrpotenzial wurde nicht beeinflusst.
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Der Austausch der Badlésung allein hat keinen Effekt auf das Umkehrpotenzial und die maximale
Stromamplitude von IhHCN2. Bei stark hyperpolarisierenden Membranpotenzialen konnten in der Kon-
trollgruppe und bei Exposition gegen geringe Dosen LPS sehr variable Maximalstrome fiir das jeweilige
Testpotenzial registriert werden. Nach Exposition gegen hohe Dosen LPS (ab 20ug/ml) zeigte sich eine
deutliche Reduktion der maximalen Stromamplitude. Das Umkehrpotenzial zeigte sich unbeeinflusst
und lag bei allen Konzentrationen um die -20mV (-18,8mV bis -24,6mV). Mit zunehmender LPS-
Konzentration der Badlésung war auch die maximale Stromamplitude deutlicher reduziert, so dass auch

hier ein konzentrationsabhingiger Effekt wahrscheinlich ist.
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4.6 STATIONARE AKTIVIERUNGSKURVE VON luHeN?
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Abbildung 19 Effekt von LPS auf stationire Aktivierungskurve von IhHCN2

A Einzelwerte und Mittelwert Vo5 von Zellen mit (gepunktete Linie) und ohne (gestrichelte

Linie) LPS-Exposition im Kurzzeitexperiment

B Spannungsabhingigkeit der fraktionellen Aktivierung von IhHCN2 bei Zellen mit und
ohne Exposition zu 50ug/ml LPS (Kurzzeitexperiment, Mittelwert £ SEM)

C Einzelauswertung der tail-Stromamplituden einer Zelle vor und nach Exposition zu
20ug/ml LPS (Langzeitexperiment)

D tail-Stromamplituden derselben Zelle vor und nach Exposition zu 20ug/ml LPS

(Langzeitexperiment, Mittelwert + SEM)

Beim Vergleich unterschiedlicher Zellen war Vo,5 sehr variabel (A). Bei Exposition gegen 50ug/ml

LPS im Kurzzeitexperiment lief§ sich fiir die 25 untersuchten Zellen (B) jedoch eine deutliche

Verschiebung von Vo5 (p=2,0710-7) in negativere Potenzialbereiche nachweisen. Am Beispiel einer

Zelle (C, D) vor und nach Exposition gegen 20ug/ml LPS zeigten sich neben der Verschiebung
von Vo5 in negativere Potenzialbereiche nach LPS-Exposition auch reduzierte tail-Strom-
Amplituden bei allen Testpotenzialen.
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Beim Vergleich von Zellen mit und ohne LPS-Exposition wurde je Zelle ein Pulsprotokoll ausgewertet.
Vo5 zeigte sich von Zelle zu Zelle variabel und verschob sich bei Exposition zu 50ug/ml LPS deutlich in
negativere Potenzialbereiche. Der Mittelwert von Vo5 bei Zellen ohne LPS-Exposition lag bei -86,5mV.
Bei Zellen mit Exposition zu 50ug/ml LPS war dieser um -20mV auf -106,5mV verschoben. Im Vergleich
von Kontrollzellen und Zellen mit Exposition zu 50ug/ml LPS zeigt sich Vo5 statistisch signifikant un-
terschiedlich (n=14 fiir die Kontrollzellen, n=9 fiir die Zellen mit LPS-Exposition, p= 2,0¥1077). Die Ex-

position zu 100ug/ml LPS erweist sich als letal toxisch auf die Zellkultur.
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Abbildung 20 dosisabhingige Wirkung von LPS auf das Membranpotenzial der halbmaximalen
Aktivierung (Vo,5)

A Einfluss des Losungsaustauschs auf Vo5 (Langzeitexperiment, ein Balken entspricht der
Auswertung eines Pulsprotokolls)

B-D  Einfluss von LPS-Exposition auf Vo5 (Langzeitexperiment)

Ein Balkenpaar entspricht einer Zelle vor (schwarzer Balken) und nach (weifler Balken) LPS-
Exposition. Beim alleinigen Austausch der Badlésung konnte fiir eine von sechs Zellen eine
Verschiebung der halbmaximalen Aktivierung beobachtet werden. Der Losungsaustausch an sich
kann somit selten zur Verschiebung von Vo5 in negativere Bereiche fithren. Dies kénnte z.B.
durch Driftphinomene oder den run-down bedingt sein. Nach Exposition gegen geringe Dosen
LPS (1-2ug/ml) konnte ebenfalls keine signifikante Verschiebung der halbmaximalen Aktivierung
beobachtet werden.
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Abbildung 21 dosisabhingige Wirkung von LPS auf das Membranpotenzial der halbmaximalen
Aktivierung (Vo,5)

A-D  Einfluss von LPS-Exposition auf Vo,5 (Langzeitexperiment)

Ein Balkenpaar entspricht einer Zelle vor (schwarzer Balken) und nach (weifler Balken) LPS-Exposition.
Es wurden pro Balken mehrere Pulsprotokolle ausgewertet.

Der Ausgangswert von Vo,5 variierte von Zelle zu Zelle. Nach Exposition gegen LPS ab einer
Konzentration von 5ug/ml war Vo5 stets in negativere Potenzialbereiche verschoben. Das Ausmaf dieser
Verschiebung nahm mit zunehmender LPS-Konzentration ebenfalls zu.
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Im Vergleich von Zellen vor und nach LPS-Exposition wurden insgesamt 154 Pulsprotokolle von 25 Zel-
len ausgewertet (Oug/ml n=5; lug/ml n=4; 2ug/ml n=3; 5ug/ml n=3; 10ug/ml n=3; 20ug/ml n=4;
50ug/ml n=3). Der Losungsaustausch fithrte nur bei einer der Kontrollzellen zur signifikanten Verschie-
bung von Vo5. Bei allen anderen Experimenten hatte der Losungsaustausch keinen Effekt auf Vo,5. Ab
einer Dosis von 5ug/ml LPS verschob sich Vo5 deutlich in negativere Potenzialbereiche. Mit zunehmen-
der LPS-Konzentration nahm das Ausmafl der Verschiebung des Potenzials der halbmaximalen Aktivie-
rung zu. Es handelt sich somit um einen konzentrationsabhingigen Effekt. Unter Annahme einer direk-

ten Bindung von LPS an HCN-Kanile dhnlich einer Enzymkinetik erster Ordnung ergab sich:

T T T T T — T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
LPS-Konzentration der Badlésung

Abbildung 22 Dosis-Wirkungsbeziehung von LPS-Konzentration der Badlésung und Verschiebung des
Membranpotenzials der halbmaximalen Aktivierung (AVo,s5)

Mit zunehmender LPS-Konzentration in der Badlésung verschob sich das Membranpotenzial der
halbmaximalen Aktivierung (Vo,5) zunehmend in negativere Potenzialbereiche. Unter Annahme einer
direkten Bindung von LPS an den hHCN2-Kanal dhnlich einer Enzymkinetik erster Ordnung ergab sich
eine Dissoziationskonstante Kp=6,3ug/ml LPS und AV05max=-26,5mV .

AVj 5max X c(LPS)

MVos = 1 eLpS)
AVO,5.ireirereceeeeineineineaene Differenz der halbmaximalen Aktivierung
AV0,5max...ceeeeeeceerenineenennenns maximale Differenz der halbmaximalen Aktivierung
C(LPS) e LPS-Konzentration der Badlosung
KDttt Dissoziationskonstante
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Es ergibt sich als maximale Differenz der halbmaximalen Aktivierung AV0,5max=-26,5mV und als Disso-

ziationskonstante Kp=6,3ug/ml LPS.
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5 DISKUSSION

Im Sinusknoten bestimmt die Geschwindigkeit der diastolischen Depolarisation die Entstehungsfre-
quenz der Aktionspotenziale. Der Schrittmacherstrom If spielt somit eine Schliisselrolle bei der Genese
von kardialer Schrittmacheraktivitit und Herzfrequenzkontrolle (DiFrancesco 2010). Die Exposition

von hHCN2-Kanilen gegen LPS fiihrt zu einer erschwerten Aktivierung und erleichterten Deaktivierung.

5.1 ERSCHWERTE AKTIVIERUNG UND ERLEICHTERTE DEAKTIVIERUNG

Unter dem Einfluss von LPS aktivierte die Kanalpopulation im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich
zeitverzogert. Beim gleichen Membranpotenzial wurde im Vergleich zur Kontrollgruppe eine niedrigere
Stromamplitude erreicht, was auch als Verschiebung der Aktivierung in negativere Potenzialbereiche be-
schrieben werden kann. Zudem zeigte sich nach langer Exposition gegen LPS eine Reduktion der maxi-
malen Stromamplitude. Somit konnte exemplarisch am hHCN2-Kanal gezeigt werden, dass unter Expo-
sition gegen LPS IhHCN2 erst bei negativeren Membranpotenzialen verspitet aktiviert und schneller de-

aktiviert, ahnlich den Ergebnissen an atrialen Myozyten (Zorn-Pauly et al., 2007).

Die durch LPS hervorgerufene Modulation der Kanalkinetik fiihrt dabei insgesamt zu einem restriktive-
ren Offnungsverhalten im Sinne einer Verminderung des Kationeneinstroms beim gegebenen Membran-
potenzial, einer verminderten Offenwahrscheinlichkeit und einer erleichterten Deaktivierung. Eine er-
leichterte Deaktivierung der hHCN2-Kanile kénnte in vivo dazu fiihren, dass im Rahmen der diastoli-
schen Depolarisation das Schwellenpotenzial von -40mV zur Aktivierung der Spannungsgesteuerten Kal-
ziumkanile nicht erreicht wird und sich somit das nichste Aktionspotenzial verzogert, es resultiert eine

Bradykardie.

5.2 LPS MODIFIZIERT DIE KINETIK DES HHCN2-KANALS

Bei schneller Applikation von LPS auf hHCN2-Kanile konnte schon nach wenigen Sekunden eine Ab-
nahme der Stromamplitude beobachtet werden (Klockner et al., 2011). Im Rahmen dieser Arbeit wurde
bei langsamer Applikation eine langsame Reduktion der Stromamplitude tiber den Verlauf von mehre-
ren Minuten registriert (siche Abbildung 7). In Vorexperimenten wurde die Kinetik des modifizierten
Versuchsaufbaus mit Phenolrot untersucht. Der vollstindige Losungsaustausch in der Badkammer dau-
erte etwa 2min. Im Gegensatz zur schnellen Applikation wird der Effekt von LPS auf IhHCN2 verzogert
beobachtet. Diese Wirkverzdgerung erscheint zunichst als Widerspruch zu publizierten Daten (Klockner
et al,, 2011). Aufgrund des langsameren Applikationsmodus und der deutlich verlingerten Zeitdauer des

Losungsaustauschs erscheint dieser Befund jedoch plausibel.

43



Die Verschiebung der halbmaximalen Aktivierung in negativere Potenzialbereiche hat sich als robuster
Parameter fiir den Effekt von LPS auf HCN-Kanile herausgestellt und wurde in den bisherigen Publika-
tionen als Maf fiir den Effekt von LPS auf If verwendet (Zorn-Pauly et al., 2007; Klockner et al., 2011;
Klockner et al., 2014). Im homologen Expressionssystem (Experimente an humanen Vorhofmuskelzellen)
wurde dort unter Exposition gegen LPS eine Abnahme der Stromdichte, Zunahme der Aktivierungszeit-
konstante und Verschiebung des Potenzials der halbmaximalen Aktivierung in negativere Potenzialbe-

reiche beobachtet.

In dieser Arbeit wurde im heterologen Expressionssystem (Experimente an in HEK293 Zellen klonierten
hHCN2-Kanilen) die konzentrationsabhingige Modifikation der biophysikalischen Eigenschaften des
hHCN2-Kanals belegt. Im Einzelnen fand sich eine verzégerte Aktivierung, beschleunigte Deaktivierung
und Verschiebung der halbmaximalen Aktivierung in negativere Potenzialbereiche. Die Befunde wurden
durch den experimentellen Vergleich unterschiedlicher Zellen mit und ohne LPS-Exposition und dersel-

ben Zelle vor und nach Exposition gegen LPS erhoben.

Der Zusammenhang zwischen applizierter LPS-Dosis und dem Ausmafl der Verschiebung des Potenzials
der halbmaximalen Aktivierung lieff sich dhnlich einer Enzymkinetik erster Ordnung beschreiben. Es
wurde ein maximaler Effekt erreicht, bei dem die weitere Gabe von LPS zu keiner weiteren Verschiebung
der Aktivierungskinetik in negativere Potenzialbereiche fiihrte. Auch der Effekt auf Aktivierung- und
Deaktivierungskinetik scheint konzentrationsabhingig zu sein. Vor allem in Bezug auf die Deaktivie-
rungskinetik konnte dies jedoch nur beispielhaft dargestellt werden und miisste in weiteren Experimen-

ten hinreichend statistisch belegt werden.

5.3 WIEWIRKT LPS AuF DEN HHCNZ2-KANAL?

Aus denen fiir diese Arbeit erhobenen Daten wiren sowohl die Geschwindigkeit des Wirkeintritts als
auch das Erreichen eines Sittigungsniveaus mit einer direkten Interaktion von LPS und hHCN2-Kanal

vereinbar.

Eine direkte Interaktion mit der Kanalpore erscheint aufgrund der inkompletten Blockade und auf-
grund der Molekiilgrofle unwahrscheinlich. Fiir die dauerhafte Reduktion des maximalen Stroms im
Langzeitexperiment wire prinzipiell die Beteiligung eines intrazelluliren Transkriptionsprozesses denk-
bar. In einigen Experimenten dieser Arbeit wurde fiir mehrere Stunden mit LPS inkubiert und somit die
erforderliche Zeitdauer fiir einen intrazelluliren Transkriptionsprozess erreicht. In der verwendeten Zell-

kultur wurde wenige Stunden nach LPS-Exposition ein Anstieg von IL-6 registriert (Kldckner et al., 2011).

Der TL-R4-vermittelte klassische Signalweg, der zur Aktivierung von NF-«-B und somit zur Transkripti-
on von IL-lund IL-6 fiihrt, scheint somit in der verwendeten Zellkultur von stabil mit dem hHCN2-
Kanal transfizierten HEK293-Klonen aktiv zu sein. Wiirde ein intrazellulirer Transkriptionsprozess eine

wesentliche Rolle fiir den Effekt von LPS auf hHCN2-Kanile spielen, gibe es nach mehreren Stunden
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einen signifikanten Unterschied zur kurzen Inkubationsdauer in Bezug auf die Modifikation der Kanal-
kinetik. Dies war nicht der Fall. Im Vergleich zur ersten Registrierung nach LPS-Exposition werden bei
der letzten Registrierung gegen Ende des Experiments keine wesentlich anderen Befunde erhoben. Somit
scheint der klassische Signalweg auch im Langzeitexperiment keine wesentliche Rolle fiir die Modifika-
tion der Kanalkinetik zu spielen. Die dauerhafte Reduktion der Stromamplitude im Langzeitexperiment
wire mit einer dauerhaften Inaktivierung von hHCN2-Kanilen vereinbar. Ob der klassische Signalweg
als intrazelluldrer Transkriptionsprozess zur dauerhaften Inaktivierung von hHCN2-Kanilen beitrigt,

lasst sich aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit nicht herleiten.

In der Literatur konnte gezeigt werden, dass LPS die Kinetik von hHCN2-Kanilen nur bei direkter, un-
mittelbarer Applikation auf den hHCN2-Kanal von extrazellulir moduliert (Klockner et al., 2014). Eine
Applikation auf die Kanalumgebung hatte keinen Effekt. Im Gegensatz zu CsCl, das IhnHCN2 nahezu
komplett blockiert, reduziert die Exposition gegen LPS die Stromamplitude lediglich um 30% (Klockner

et al., 2011). Ist der beobachtete Effekt im Langzeitexperiment tatsichlich durch LPS bedingt?

Aufgrund der deutlichen Variabilitit des Potenzials der halbmaximalen Aktivierung unterschiedlicher
Zellen und sogar bei aufeinanderfolgenden Pulsprotokollen derselben Zelle (Abbildung 19 C, Abbildung
20 A) kénnte man postulieren, dass es sich beim beobachteten Effekt von LPS auf hHCN2-Kanile ledig-
lich um einen Zufall oder Experimente minderwertiger Qualitit handelt. Um den Einfluss moglicher
Storfaktoren zu minimieren, wurden fiir jede im Langzeitexperiment untersuchte Zelle mehrere um den
Leckstromanteil korrigierte tail-Stréme aus verschiedenen Pulsprotokollen zur Ermittlung des Potenzials
der halbmaximalen Aktivierung verwendet. Da das Ausgangsniveau der halbmaximalen Aktivierung zwi-
schen einzelnen Zellen stark variierte, wurde der fiir das Langzeitexperiment modifizierte Versuchsauf-
bau mit Losungsaustausch entwickelt. Auch bei Messungen an ein und derselben Zelle ohne Gabe von
LPS konnten in unterschiedlichen Messungen Unterschiede des Aktivierungsniveaus festgestellt werden.
Im Langzeitexperiment konnte somit erstmals gezeigt werden, dass sich die Aktivierung von hHCN2-

Kanilen im Zeitverlauf indert, somit eine zeitliche Dynamik der Kanalkinetik existiert.

5.4 DER EINFLUSS DES INTRAZELLULAREN CAMP-SPIEGELS AUF DIE
AKTIVIERUNG VON HHCN?2

Wire eine Dynamik des Aktivierungsniveaus physiologisch und wie koénnte diese zustande kommen?
Unter physiologischen Bedingungen wird die Kinetik von If im Rahmen der kardialen Impulsbildung
u.a. durch das Ausmaf! der betaadrenergen Aktivierung und den damit verbundenen Schwankungen des
intrazelluliren cAMP-Spiegels moduliert. Im Kurzzeitexperiment konnte belegt werden, dass unabhingig
des intrazelluliren cAMP-Spiegels LPS die Aktivierung von IhHCN2 stets um das gleiche Ausmaf ver-
schiebt (Klockner et al,, 2011). Mit der Applikation von cAMP am Ende eines Langzeitexperiments
konnte festgestellt werden, ob die Dynamik des Aktivierungsniveaus auch im patch-clamp-Experiment

durch einen intrazelluliren cAMP-Mangel bedingt ist. Dies wurde durch die Doktorandin noch nicht
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realisiert. Festgestellt werden konnte jedoch, dass trotz des variablen Ausgangswerts der halbmaximalen
Aktivierung unter Exposition gegen LPS stabil eine konzentrationsabhingige Verschiebung des Potenzi-
als der halbmaximalen Aktivierung in negativere Potenzialbereiche vorlag. Schwankungen des cAMP-
Spiegels konnten somit eine Rolle fiir den absoluten Wert der halbmaximalen Aktivierung spielen, rela-

tiv gesehen ist der Effekt von LPS auf hHCN2-Kanaile jedoch reproduzierbar.

Die Variabilitit des Potenzials der halbmaximalen Aktivierung an sich wurde schon frith sowohl an
multizelluliren Pridparationen als auch bei Einzelkanalmessungen von Wildtypkanilen als typische Ei-
genschaft von If beschrieben (DiFrancesco 1993). Sogar der Expressionsmodus beeinflusst die Aktivie-
rung von HCN-Kanilen (Bucchi et al., 2002). Somit ist der absolute Wert des Membranpotenzials, bei
dem If aktiviert, wenig aussagekriftig. Entscheidend fiir den Effekt von LPS auf HCN-Kanile ist die
konzentrationsabhingige Verschiebung des Potenzials der halbmaximalen Aktivierung, die in dieser Ar-
beit vor allem durch das Langzeitexperiment mit dem direkten Vergleich an derselben Zelle, klar belegt

werden konnte.

5.5 STROMERSCHOPFUNG

Ein weiteres Phinomen im Langzeitexperiment, das zur Verschiebung des Potenzials der halbmaximalen
Aktivierung in negativere Potenzialbereiche beitrigt, konnte das Phinomen der Stromerschépfung (cur-
rent run-down) sein (Pian et al., 2006). Neben der Verschiebung der Aktivierungskinetik von IhHCN2 in
negativere Potenzialbereiche kommt es in prolongierten patch-clamp-Experimenten ebenfalls zu einer
Reduktion des Maximalstroms und einer beschleunigten Deaktivierung. Das Ausmaf§ der Stromerschop-

fung ist von Zelle zu Zelle hochst variabel (DiFrancesco et al., 1986).

Als Ursache der Stromerschopfung wurde zunichst das Auswaschen einer Substanz aus der Patchpipette
vermutet (DiFrancesco und Mangoni, 1994). Spiter wurde der fehlende regulatorische Einfluss von
Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP(4,5)P2) diskutiert, das die Aktivierungskinetik von IHCN2 in
positivere Potenzialbereiche verschiebt. Es konnte gezeigt werden, dass die Gabe von exogenem
PIP(4,5)P2 die Stromerschopfung verzogert (Pian et al., 2006). LPS fiihrte in den Experimenten der vor-
liegenden Arbeit zu dhnlichen Effekten wie die Stromerschépfung. Auch wenn im Vergleich von Kon-
trollzellen und Zellen mit LPS-Exposition eindeutig gezeigt werden konnte, dass der beobachtete Effekt
von LPS auf InhHCN2 nicht dem Effekt der Stromerschopfung entspricht, kénnte die Stromerschépfung

einen Beitrag zur Variabilitit des Potenzials der halbmaximalen Aktivierung leisten.

Falls der Effekt der Stromerschépfung durch Verlust von PIP(4,5)P2 aus der Zellmembran bedingt wire,
kénnte untersucht werden, ob LPS PIP(4,5)P2 moglicherweise bindet und somit zu einer Modulation der
Kanalkinetik flihrt. In diesem Falle wiirde LPS jedoch auch bei Applikation auf die Kanalumgebung
wirken, dies ist jedoch nicht der Fall (Kléckner et al.,, 2014). Neben der Stromerschépfung wiren im

Langzeitexperiment zahlreiche weitere Faktoren, die die Kanalkinetik direkt modulieren kdnnten, denk-
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bar. So ist z.B. eine Verinderung des intrazellulidren pHs (Zong et al., 2001) recht wahrscheinlich. Ebenso
konnte gezeigt werden, dass mechanischer Stress, wie er wihrend des Austauschs der Badlosung auftritt,
die Kanalkinetik modulieren kénnte (Lin et al., 2007). Jedoch konnte trotz dieser Faktoren und der Va-
riabilitit des Potenzials der halbmaximalen Aktivierung vor Exposition gegen LPS ein deutlicher Unter-
schied zwischen Kontrollzellen und Zellen nach Exposition gegen LPS gefunden werden. Somit konnte
belegt werden, dass die Exposition gegen LPS in hinreichender Konzentration die Kinetik von IhHCN2 in

negativere Potenzialbereiche verschiebt.

5.6 INSTANTANER STROM

Ein weiteres Phinomen wurde wihrend des Austauschs der Badlosung beobachtet. Es handelte sich um
einen instantanen Strom, der im Verlauf von ca. 10-15min zunichst schrittweise zu- und anschliefend
erneut abnimmt. Dieser Strom wurde ausschlieffllich an Zellen mit hHNC2-Expression beobachtet, an
nativen HEK293-Zellen trat er nicht auf. Bisher wurde er im Zusammenhang von LPS-exponierten
HCN-Kanilen nicht beschrieben, vermutlich da in der vorliegenden Arbeit erstmals Langzeitexperimen-

te an HCN-Kanilen mit LPS-Exposition und Lésungsaustausch vorgenommen wurden.

Prinzipiell wiren durch den Perfusionsschritt aktivierte unspezifische Kationenstrome als sog. ,Leck-
strome® denkbar. Um diese These zu tiberpriifen, wurden ebenfalls patch-clamp-Experimente an nativen
HEK293-Zellen vorgenommen. Dort konnten jedoch instantane Stréme dieser Art nicht gefunden wer-
den, somit erscheint eine Genese des instantanen Stroms durch den hHCN2-Kanal wahrscheinlich. In
der Literatur wurden fiir Wildtyp-HCN-Kanile, wie z.B. dem SpIH-Kanal (spHCN) des Seeigel-Spermas
(Gauss et al., 1998), instantane Stréme beschrieben. Fiir den HCN2-Kanal wurde neben IhHCN2 eben-
falls eine instantane Komponente IinstthHCN2) beschrieben, welche jedoch lediglich im heterologen Ex-
pressionssystem beobachtet werden konnte (Proenza et al., 2002; Pittoors et al., 2015). Ein dauerhafter
Offenzustand der Kanile wurde in der heterologen Expression in Xenopus-Oozyten beschrieben (Pit-

toors et al., 2015).

Zur weiteren Klirung der Genese und Bedeutung des instantanen Stroms wiére es zunichst notwendig,
den instantanen Strom provozieren zu kénnen bzw. die Umstinde zu finden, unter denen linstthHCN2)
gegeniiber IHCN2 tiberwiegt. Rein mechanistisch gedacht konnte es sich um einen Defekt des Span-
nungssensors im Bereich der Kanalpore handeln. Bei Mutation eines Serinrests (Ser-306) im Bereich der
S4-Helix und somit voriibergehender Deaktivierung des Spannungssensors im Transmembransegment S4
wurden ebenfalls grofle instantane Stréme wie nach dem Austausch der Badlésung beobachtet (Chen et

al., 2000).

Da der instantane Strom ausschliefflich nach dem Lésungsaustausch auftritt, wire mechanischer Stress
als Ausloser fiir diese Modulation prinzipiell denkbar. Bisher ist jedoch ausschlieflich fiir die span-

nungsabhingige Komponente von heterolog exprimierten HCN2-Kanilen eine Beeinflussung durch me-
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chanische Dehnung beschrieben, jedoch nicht fiir deren instantane Komponente (Lin et al., 2007). Ein
Uberwiegen der Komponente von linsthHCN2) kdnnte zu einem stetigen spannungsabhingigen Kationen-

Einwirtsstrom mit aufgehobener Modulation durch cAMP fiihren.

Uber eine mogliche Bedeutung in vivo kann nur spekuliert werden. Sollte es ebenfalls fiir HCN1 und
HCN4 zur Aktivierung eines instantanen Stromes kommen, kdnnte dies zu einer sofortigen Depolarisa-
tion im Anschluss an die Repolarisationsphase bzw. einer dauerhaften Depolarisation der Sinusknoten-
zelle bei aufgehobenen Regulationsmechanismen des vegetativen Nervensystems fithren. Eine Modifika-
tion der HCN-Kanalkinetik durch mechanischen Stress wire zum Beispiel durch turbulente Stromung

im Rahmen von Hypertension oder verinderten rheologischen Eigenschaften des Blutes denkbar.

5.7 BEDEUTUNG DER LPS-KONZENTRATION

Als hinreichende Konzentration fiir die Modulation der Kanalkinetik konnte in den Experimenten fiir
diese Arbeit unter Annahme einer Enzymkinetik erster Ordnung eine minimale Wirkkonzentration (Kp)
von 6,3ug/ml ermittelt werden. Der maximale Effekt wurde bei 50ug/ml erreicht. Diese Konzentratio-
nen liegen etwa 10%mal iiber den bei schwer septischen Patienten ermittelten Endotoxin-
Plasmakonzentrationen, welche im Bereich von mehreren hundert pg/ml liegen (Venet et al., 2000;
Marshall et al., 2002). Neben dem fiir diese Arbeit verwendetem E. coli LPS existieren unzihlige andere
Bakterien-Stimme und LPS-Varianten mit unterschiedlicher biologischer Aktivitit. Zudem ist LPS im
Plasma an Lipopolysaccharid-bindendes-Protein (LBP) gebunden. Somit kénnte postuliert werden, dass
diese ermittelte minimale Wirkkonzentration in vivo niemals erreicht wird und es somit niemals zu ei-

ner relevanten Beeinflussung der HCN-Kanalkinetik kommt.

Gegen diese Annahme gibt es wesentliche Gegenargumente. Zum einen muss die Plasmakonzentration
von LPS nicht gleich der lokalen LPS-Konzentration im und am kardialen Reizleitungssystem sein. Fiir
Kardiomyozyten konnte gezeigt werden, dass diese LPS mittels Endozytose aufnehmen - und dies in weit
stirkerem Ausmafl als Makrophagen (Cowan et al., 2001). Die Aufnahme von LPS fiithrte dabei im
Rahmen des klassischen Signalwegs zur Aktivierung von NF-k-B und zur Produktion von TNF-o. Auch
wenn bisher nur fir in die Zellmembran integriertes LPS einen Effekt auf HCN-Kanile gezeigt werden
konnte, kénnte membrangebundenes LPS vor der Aufnahme in den Golgi-Apparat direkt auf HCN-

Kanile wirken.

Zum anderen entspricht das heterologe Expressionssystem mit der Uberexpression eines Kanaltyps auf
einer immortalisierten Zelllinie nicht der Situation in vivo. In atrialen Myozyten werden neben HCN2
ebenfalls HCN1- und HCN4-Kanile exprimiert, die Heterotetramere mit modifizierten biophysikali-
schen Eigenschaften bilden kénnen. Ein ideales Experiment, um den Einfluss von LPS auf die kardiale
Impulsbildung abschitzen zu kénnen, wire die Exposition eines intakten Reizbildungssystems gegen

LPS im Langzeitexperiment. Dies wire z.B. an multizelluliren Priparationen des Sinusknotens von
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Maiusen oder Kaninchen zu realisieren. Der Effekt von intrazellulirem LPS auf HCN-Kanile miisste
durch die Applikation von LPS auf inside-out-patches untersucht werden. Um den Einfluss der LPS-
Aufnahme nach intrazelluldr abschitzen zu kénnen, misste das membrangebundene und intrazelluldr

aufgenommene LPS quantifiziert werden.

5.8 DER INHIBITORISCHE EFFEKT VON LPS AUF DIE AKTIVITAT VON HHCN2-
KANALEN

Sowohl an Kardiomyozyten als auch im Rattenexperiment konnte gezeigt werden, dass LPS HCN-
Kanile dhnlich wie Ivabradin blockiert (Ebelt et al., 2015). Nach Gabe des I¢Blockers Zatebradin wurde
ebenfalls eine Reduktion der Herzfrequenzvariabilitit beobachtet (Khaykin et al., 1998). In dieser Arbeit
wurde modellhaft die konkrete Modifikation der biophysikalischen Eigenschaften des hHCN2-Kanals
nach Exposition gegen LPS untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Exposition gegen LPS ThHCN2
konzentrationsabhingig beeintrichtigt und die Aktivierung in negativere Potenzialbereiche verschiebt.

Dieser Effekt ist lang anhaltend und, soweit in den Experimenten beobachtet, irreversibel.

Die mogliche Bedeutung der Verschiebung des Potenzials der halbmaximalen Aktivierung wurde zuvor
an dem mathematischen Modell einer Sinusknotenzelle gezeigt. Dort flihrte diese Verschiebung zunichst
zu einer Zunahme der Zykluslinge, bis der Einfluss von If auf die Dauer des Aktionspotenzials ab-
nimmt (Zorn-Pauly et al., 2007). Eine Zunahme der Zykluslinge des Aktionspotenzials des Sinusknotens
fithrt zur Bradykardie. Neben der Aktivierung bei negativeren Membranpotenzialen wurden ebenfalls
eine verzdgerte Aktivierung und eine beschleunigte Deaktivierung gefunden. Diese Befunde wiren mit
einer verminderten Anstiegssteilheit des Aktionspotenzials und somit ebenfalls mit einer Bradykardie
vereinbar. Im Langzeitexperiment konnte ebenfalls gezeigt werden, dass nach LPS-Exposition ein Teil der
Kanalpopulation dauerhaft inaktiviert bleibt, da der Maximalstrom vor Exposition gegen LPS nicht

mehr erreicht wird.

5.9 BEDEUTUNG IN VIVO

Neben dem bradykardisierenden Effekt scheint LPS im Rattenmodell bei intaktem autonomen Nerven-
system und homologen Expressionssystem ebenfalls zu einer erleichterten Aktivierung durch den Sym-
pathikus bzw. zu einem vermehrten Ansprechen auf Katecholamine zu fithren (Zorn-Pauly et al., 2007;
Ebelt et al., 2015). Bei Patienten mit Sepsis oder MODS wird trotz tachykarder Kreislaufsituation eine
eingeschrinkte Herzfrequenzvariabilitit beobachtet (Heinroth et al., 1999). In vivo fiithrt die massive en-
dogene Katecholaminfreisetzung und die medikament6se Therapie mit Katecholaminen zur Tachykardie.
Die Modulation der Kinetik von HCN-Kanilen scheint zur beobachteten Einschrinkung der Herzfre-
quenzvariabilitit beizutragen. Im Kurzzeitexperiment konnte gezeigt werden, dass LPS unabhingig der

cAMP-Ausgangskonzentration und somit des Aktivierungsniveaus der Zelle die Aktivierung um das glei-
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che Ausmaf3 verschiebt (Klockner et al., 2011). Die Gabe von cAMP nach Applikation von LPS wurde
im heterologen Expressionssystem noch nicht untersucht und bleibt eine offene Fragestellung. Wiirde
LPS zu einem verstirkten Ansprechen der HCN-Kanile auf betaadrenerge Stimulation fithren, wire bei
Gabe von cAMP nach Exposition gegen LPS eine vermehrte Verschiebung der Aktivierungskurve in posi-
tivere Bereiche zu erwarten. Damit wire der tachykardisierende Effekt von LPS auf HCN-Kanile auch im

heterologen Modellexperiment belegt.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit tragen dazu bei, die ungiinstigen Wirkungen von Endotoxin auf
den Organismus und somit die Pathogenese der Sepsis weiter zu kliren. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit unterstiitzen die Hypothese, dass LPS an hHCN2-Kanile bindet. Diese Bindung geschieht kon-
zentrationsabhingig, erreicht ein Sittigungsniveau und ist irreversibel. Als Modell-Experiment ist die
quantitativ verwendete LPS-Konzentration jedoch nicht tibertragbar auf die Situation in vivo. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass LPS konzentrationsabhingig die biophysikalischen Eigenschaften von
hHCN2-Kanilen moduliert. Konkret kommt es unter der Exposition gegen LPS zu einer verzdgerten
Aktivierung bei negativeren Membranpotenzialen und einer erleichterten Deaktivierung. Der Effekt tritt
nach wenigen Sekunden ein und halt fiir mehrere Stunden an. Der Versuchsaufbau des Langzeitexperi-
ments wurde entwickelt, um die Effekte der Exposition gegen LPS direkt an derselben Zelle zu untersu-
chen. Im Rahmen des Losungsaustauschs wurden instantane Strome beobachtet, deren Genese und pa-
thophysiologische Bedeutung noch unklar bleiben. Weiterhin wurde eine dauerhafte Reduktion der ma-
ximalen Stromamplitude beobachtet, die sowohl durch eine dauerhafte Inaktivierung von hHCN2-
Kanilen als auch durch den Effekt der Stromerschopfung bedingt zu sein schien. Die Verschiebung der
Aktivierungskinetik des hHCN2-Kanals in negativere Potenzialbereiche kann zur Verlingerung der Zyk-
luslinge des Aktionspotenzials und damit zur Bradykardie fithren. Die Modifikation der Kanalkinetik
ist mit dem inhibitorischen Effekt von LPS auf den Schrittmacherstrom If vereinbar. Der im Rattenmo-
dell bereits belegte tachykardisierende Effekt von LPS auf HCN-Kanile wurde im heterologen Expressi-
onssystem noch nicht untersucht. Die direkte Bindung von LPS an HCN-Kanile kdénnte in vivo einen
Beitrag zur prognostisch bedeutsamen Einschrinkung der Herzfrequenzvariabilitit bei Patienten mit

Sepsis und MODS leisten.
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THESEN

Die Exposition gegen LPS in signifikanter Konzentration fiihrt bei hHCN2-Kanilen zu einer

Verschiebung der Aktivierungskinetik in negativere Potenzialbereiche.

Die Exposition gegen LPS moduliert die Kinetik von hHCN2-Kanilen im Sinne einer erschwer-

ten Aktivierung und erleichterten Deaktivierung.

Durch das restriktivere Offnungsverhalten nach Exposition gegen LPS kommt es in Folge einer
verminderten Offenwahrscheinlichkeit des hHCN2-Kanals beim gegebenen Membranpotenzial

zu einer Verminderung des Kationeneinstroms.

Die Exposition gegen LPS in hoher Dosierung fithrt zur irreversiblen Inaktivierung eines Teils

der Kanalpopulation.

Die Modulation der Kinetik des hHCN2-Kanals durch LPS geschieht innerhalb von wenigen

Sekunden und hilt in Anwesenheit von LPS fiir mehrere Stunden an.

Die Modulation der Kinetik des hHCN2-Kanals durch LPS geschieht dabei dosisabhingig und
erreicht ein Sittigungsniveau. Sie kann dhnlich einer Enzymkinetik erster Ordnung beschrieben

werden.

Die Modulation der Kinetik des hHCN2-Kanals durch LPS geschieht wahrscheinlich durch eine
direkte Interaktion von LPS-Molekiil und hHCN2-Kanal.

Eine Verschiebung der Aktivierungskinetik von hHCN2-Kanilen in negativere Potenzialbereiche,
sowie deren erschwerte Aktivierung und erleichterte Deaktivierung kénnten iiber eine Zunahme
der Zykluslinge und verminderten Anstiegssteilheit des Sinusknoten-Aktionspotenzials im

Rahmen der diastolischen Depolarisation zur Bradykardie fithren (inhibitorischer Effekt).

In vivo kénnte die direkte Modulation der Kinetik von hHCN2-Kanilen durch LPS einen Bei-
trag zur prognostisch bedeutsamen Einschrinkung der Herzfrequenzvariabilitit bei Patienten

mit Sepsis und MODS leisten.
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