
  


	Log InEmail addressPassword Log in
or
 Log in with Shibboleth

New user? Click here to register.Have you forgotten your password?




	 English 
	 Deutsch 




	Faculties & Collections


All of  Repository
	Statistics

	FAQ






	 English 
	 Deutsch 


	Log InEmail addressPassword Log in
or
 Log in with Shibboleth

New user? Click here to register.Have you forgotten your password?






	Home

	Fakultäten / Faculties

	Medizinische Fakultät

	In vivo Analyse einer kardialen cAMP-insensitiven HCN4-Mausmutante




 


In vivo Analyse einer kardialen cAMP-insensitiven HCN4-Mausmutante

























Files
14421_MiriamHelmesDissertation.pdf (2.16 MB)



Language
de
Show more





Document Type
Doctoral Thesis
Show more






Issue Date
2020-08-24
Show more






Issue Year
2020
Show more





Authors
Helmes, Miriam



Editor







Abstract
Background and objectives
The conduction system of the heart is essential for heart automaticity. Cardiac conduction cells are able to generate the spontaneous diastolic depolarization resulting in an action potential. How this pacemaker activity is generated is still a matter of debate. Hyperpolarization-activated und cyclic nucleotide-gated (HCN) cation channels play an important part in the diastolic depolarization. Four different isoforms (HCN 1-4) have been identified. In the sinoatrial node of mice, HCN4 is the most highly expressed isoform. In the past, HCN4-deficient mice have been investigated. Furthermore, there are heterozygous mice in which binding of cAMP to HCN4 channels is abolished. To directly investigate the effects of the genetic inhibition of the cyclic nucleotide-binding domain in HCN4 channels in vivo, we generated adult mice which solely express cardiac HCN4 channels with a blocked cyclic nucleotide-binding domain.

Materials and methods
Mice were generated which carry on one allele HCN4 channels with a blocked cyclic nucleotide-binding domain and on the other allele loxP-flanked HCN4 channels. The Cre/loxP system was used to delete the floxed allele in the adult mouse. Therefore, the resulting mice express only cardiac HCN4 channels, which cannot be stimulated by cAMP. Telemetric electrocardiographic measurements were recorded with implanted ECG transmitters and were evaluated with regard to alterations in heart rate, heart rate variability and day-night variability at rest and during pharmacological stimulation. Furthermore, we investigated the electrical activity of the isolated right atrium.

Results and observations
HCN4 mutants with insensitivity to cAMP displayed reduced heart rates, a limited day-night variability and cardiac arrhythmia characterized by recurrent sinus pauses. Sinus pauses were partly followed by bradycardia. During stimulation with isoproterenol, mutants showed an increase of the heart rate and a more stable heart rhythm with less arrhythmia. A block of the autonomous nervous system was induced by the combination of atropine and propranolol. Under these conditions, HCN4 mutants displayed a constant regular beating rate and reduced arrhythmia. Block of HCN channels by using ivabradine lead to decreased heart rates and reduced arrhythmia. Furthermore, isolated atria of mutants were characterized by a regular beating rate. A second series of experiments was conducted with mice lacking HCN2 channels in combination with cAMP insensitive HCN4 channels. These mice also displayed reduced heart rates, a limited day-night variability and sinus pauses followed by bradycardia. Ivabradine decreased heart rates and reduced arrhythmia in these mice. Finally, mice were generated with a combination of HCN1-deficiency and HCN4-insensitivity for cAMP. This genotype displayed a high lethality rate.

Conclusions
Genetic inhibition of the cyclic nucleotide-binding domain in HCN4 channels in mice has a profound impact on heart rate, day-night variability and cardiac rhythm. The reduced arrhythmia in the presence of ivabradine and during inhibition of the autonomic nervous system requires further investigation
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Abstract
Hintergrund und Ziele
Zellen des Erregungsbildungs- und Leitungssystem im Herzen besitzen eine Autorhythmie und können spontan depolarisieren und somit ein Aktionspotenzial auslösen, wobei die genauen unterliegenden Mechanismen nach wie vor kontrovers diskutiert werden. HCN-Kanäle sind hyperpolarisations-aktivierte und durch zyklische Nukleotide regulierte Kationenkanäle und spielen im Rahmen der diastolischen Depolarisation eine wichtige Rolle. Es werden vier verschiedene Subtypen (HCN 1-4) unterschieden, wobei HCN4 im Sinusknoten der Maus die häufigste Isoform ist. In der Vergangenheit gab es bereits Untersuchungen an HCN4-defizienten Mäusen. Außerdem gibt es eine Mauslinie mit einer heterozygot vorliegenden mutierten Bindungsstelle für zyklische Nukleotide am HCN4-Kanal. Für diese Arbeit wurden adulte Mäuse generiert, die ausschließlich kardiale HCN4-Kanäle mit der mutierten cAMP-Bindungsstelle aufweisen. Ziel der Arbeit ist, die Auswirkungen dieser genetischen Blockade der cAMP-Bindungsstelle in vivo zu untersuchen.

Material und Methoden
Es wurden Mäuse gezüchtet, die auf einem Allel HCN4-Kanäle mit einer mutierten cAMP-Bindungsstelle aufweisen und auf dem anderen Allel „gefloxte“ HCN4-Kanäle, welche mit Hilfe des Cre/loxP-Systems in der adulten Maus depletiert wurden. Dadurch exprimierten diese adulten Mäuse ausschließlich kardiale HCN4-Kanäle, die durch cAMP nicht mehr stimuliert werden können. Mit Hilfe implantierter EKG-Transmitter wurden telemetrische elektrokardiographische Aufnahmen angefertigt und auf Veränderungen in Herzfrequenz, Herzfrequenzvariabilität und Tag-Nacht-Rhythmus ausgewertet, in Ruhe sowie unter pharmakologischer Stimulation. Außerdem wurde die elektrische Aktivität des isolierten Vorhofs gemessen.

Ergebnisse und Beobachtungen
Die cAMP-unempfindlichen Mutanten zeigten eine reduzierte Herzfrequenz, einen eingeschränkten Tag-Nacht-Rhythmus sowie eine erhöhte Neigung zu Arrhythmien in Form von Sinusknotenpausen, mit oder ohne anschließender Bradykardie. Die Stimulation mit Isoprenalin bewirkte bei den Mutanten einen Anstieg der Herzfrequenz bei gleichzeitiger Stabilisierung des Herzrhythmus. Die Verabreichung von Atropin und Propranolol als kombinierte Hemmung der cholinergen und der adrenergen Stimulation beeinflusste die absolute Herzfrequenz der HCN4-Mutanten praktisch nicht. Gleichzeitig wurde der Herzschlag aber deutlich regelmäßiger. Ivabradin führte bei den HCN4-Mutanten dazu, dass die Herzfrequenz sank und gleichzeitig rhythmischer wurde. Darüber hinaus wurde die elektrische Aktivität des isolierten rechten Vorhofs betrachtet. Hier zeigte sich eine sehr regelmäßige elektrische Aktivität. Eine weitere Versuchsreihe wurde mit Mäusen durchgeführt, die zusätzlich zu dem cAMP-unempfindlichen HCN4-Kanal noch einen HCN2-Knockout aufwiesen. Diese Mäuse zeigten ebenfalls eine Reduktion der Herzfrequenz, einen eingeschränkten Tag-Nacht-Rhythmus und ein vermehrtes Auftreten an Sinusknotenpausen, vor allem mit anschließender Bradykardie. Ivabradin bewirkte hier ebenfalls, dass die Herzfrequenz sank und gleichzeitig rhythmischer wurde. Die dritte Versuchsreihe mit einem HCN1-Knockout in Kombination mit cAMP-unempfindlichen HCN4-Kanälen zeichnete sich durch eine hohe Letalitätsrate aus.

Schlussfolgerungen
Eine genetische Blockade der cAMP-Bindungsstelle an HCN4-Kanälen hat im Mausmodell deutliche Auswirkungen auf Herzfrequenz, Tag-Nacht-Rhythmus der Herzfrequenz und Herzrhythmus. Die Ergebnisse zu den antiarrhythmischen Wirkungen bei der Gabe von Ivabradin und bei der Hemmung der Regulation durch das autonome Nervensystem müssen weiter untersucht werden.
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