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1. Einleitung

Diese Arbeit gehort in den Rahmen jener Arbeiten, deren Ziel es ist, mit Hilfe von
elektrophysiologischen Messungen an einzelnen Ionenkanilen (Patch-Clamp-Technik)
die Funktionsweise des Membrantransports und dessen Mechanismus bei verschiedenen
Ionen mit unterschiedlichen Modellen zu verstehen. Bevor ein Modell fiir den
Mechanismus des Transports bei unterschiedlichen Ionen vorgeschlagen wird, muss
zuerst die Grundfrage jedes Modells beantwortet werden: Wird der Transport der
verschiedenen Ionen durch einen Permeations- oder Gatingmechanismus verursacht?
Beim Permeationsmechanismus &ndert sich der mittlere zeitliche Abstand zwischen
zwel aufeinanderfolgenden Ionen, beim Gating-Effekt ist der mittlere zeitliche Abstand
der Ionen konstant, der aber durch Pausen der Inaktivierung unterbrochen wird.

Diese Fragestellung soll zunidchst fiir den anomalen Molfraktionseffekt (AMFE)
untersucht werden. Darunter ist das Phinomen zu verstehen, dass in der Mischlosung
von unterschiedlichen Ionen (K™ und TI") der Einzelkanalstrom kleiner ist als in reiner
Losung. Dieser Effekt wurde bisher durch das Hille-Schwarz-Modell (1978), ein
Permeationsmodell, beschriecben. Bei diesem Modell werden im Kanal zwei
Bindungsstellen vorausgesetzt, bei denen die gebundenen Ionen durch elektrostatische
Wechselwirkung mit einem weiteren lon freigesetzt werden.

Draber et al. (1991) waren die ersten, die den AMFE am Einzelkanalstrom von Chara
nachwiesen. Sie fanden dabei, dass das Hille-Schwarz-Modell den AMFE nur in einem
bestimmten Bereich der an der Membran angelegten Spannung erkldren kann. Dies
stand im Widerspruch zu den experimentellen Daten, die besagten, dass der Effekt fiir
den gesamten Spannungsbereich beobachtet wurde. Die Autoren formulierten damals
ein Lazy-State-Modell, bei dem das Kanalprotein in einen inaktiven Ubergang iibergeht
(Hansen et al., 1983). Solche Ubergiinge zwischen aktiven und inaktiven Zustinden des
Kanals konnen nur dann zu einer Reduktion des gemessenen Stroms fithren, wenn
Mittelungsprozesse  beteiligt sind. Bei einer Einzelkanalmessung  konnen
Mittelungsprozesse nicht im Ensemblebereich, sondern nur im Zeitbereich durchgefiihrt
werden. Diese Uberlegungen fiihrten zur Forderung, das Zeitauflosungsvermogen
soweit zu erhohen, dass das postulierte schnelle Schalten sichtbar wird.
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Um die Zeitauflosung zu erhohen, geniigt es nicht, die Abtastrate der Datenerfassung zu
erhbhen, denn mit der Bandbreite wichst das Rauschen. Deshalb richtete sich das
Interesse erstens auf die Verbesserung des Signal-Rauschverhiltnisses. Dies geschah
zum einen durch Wahl eines Objektes mit groBen Einzelkanalstromen (der K*-Kanal in
Chara war allerdings schon optimal), durch sorgfiltigen elektronischen Aufbau und
Verbesserung der Messpipetten, in der vorliegenden Arbeit besonders die Benutzung
von Quarzglas. Zum anderen wurden verbesserte Analyseverfahren entwickelt, der
Hinkley-Detektor zur Sprungerkennung (Schultze und Draber, 1993), die Mehrkanal-
Dwell-Time-Analyse (Blunck et al., 1998) und der Mehrkanal-Direkte-Zeitreihen-Fit
auf der Grundlage eines Hidden-Markov-Modells (Albertsen und Hansen, 1994).

Ein erster Erfolg ergab sich beim Cs*-Block des K* Kanals. Durch Erhthung der Auf-
nahmeraten von 5 kHz auf 200 kHz bei der Datenerfassungsanlage von Albertsen
(1992) war es moglich, bei einer Abtastrate von 100 kHz die Mittelung iiber schnelles
Schalten (Gating, Wechsel von aktiven zu inaktiven Zustdnden) im Anti-Aliasingfilter
als Ursache fiir die vorher mit S5kHz-Filtern gemessene Stromreduzierung nachzuweisen
(Draber und Hansen, 1994). Damit gelang der direkte Nachweis, dass der Cs™-Block
durch einen Gatingmechanismus erzeugt wird.

Dies bildete die Grundlage fiir die Arbeiten von Albertsen (1994) und spéter Keunecke
(1995), das schnelle Schalten beim AMFE nachzuweisen. Es wurden aber nur indirekte
Hinweise (z.B. Verschwinden der schnellen Zeitkonstante in der Mischlosung) bei den
Untersuchungen festgestellt.

Da aber ein direkter Nachweis fiir schnelles Schalten fehlte, versuchte Keunecke (1995)
noch ein letztes Mal, den AMFE durch ein alternatives Permeationsmodell, das Wu-
Modell (1991, 1992), zu erkldren. Das Prinzip des Wu-Modells ist dem Hille-Schwarz-
Modell in gewisser Weise #hnlich. Das Wu-Modell besitzt aber nur eine einzige
Bindungsstelle, wobei das gebundene Ion durch die kinetische Energie eines weiteren
Ions aus der Bindungsstelle freigesetzt wird. Ahnlich wie beim Hille-Schwarz-Modell
(1978) konnte der AMFE nur fiir einen begrenzten Spannungsbereich erklédrt werden.

In der Diplomarbeit (Farokhi, 1998) wurde die durch den Erfolg beim Cs™-Block
(Draber and Hansen, 1994) motivierte Suche nach dem schnellen Schalten beim AMFE
wieder aufgenommen. Keunecke (1995) reduzierte das Rauschen durch innere
Beschichtung der Pipette mit Sigmacote und durch Hochziehen des Patches bis an die
Wasseroberfliache. Es wurde gehofft, durch Abkiihlung auf 7 °C die Schaltprozesse so
verlangsamen zu konnen, dass sie der Analyse zugénglich wiirden (Farokhi, 1998).
Allerdings konnte das auch zur Erniedrigung des Einzelkanalstroms und damit des
Signal-Rauschverhiltnisses fithren. Eine starke Motivation ging von dem Befund aus,
dass bei 7 °C die Unterschiede in den Einzelkanalstromen fiir die reine Losung und die
Mischlosung verschwanden. So schien es wieder sinnvoll zu untersuchen, ob beim
AMEFE schnelles Schalten vorliegt.
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Dies war die Ausgangssituation zu Beginn der vorliegenden Arbeit. Anhand obiger
Fragestellungen werden die Zeitreihen, die mit einer Abtastrate von 100 kHz (Filter 25
kHz) aufgenommen wurden, mit verschiedenen Methoden untersucht, um
herauszufinden, ob der AMFE aus einem Gating-Effekt oder einem Effekt aufgrund der
Verdnderung der Leitfahigkeit des Offen-Zustands (Permeationseffekt) resultiert. Dabei
wurden zwei unterschiedliche Analyseverfahren (Dwell-Time-Analyse, Direkter-
Zeitreihen-Fit) auf die Daten angewendet und somit die beiden Verfahren miteinander
verglichen.

Da die grundlegende Fragestellung hiermit beantwortet werden konnte (der AMFE ist
ein Gating Effekt), wurden alle bisherigen Modelle iiber den AMFE ungiiltig. Hieraus
ergab sich die Notwendigkeit, Modelle zu entwickeln, die die den AMFE erzeugende
Modifikation des Gatings in K*/TI" Mischung erklidren und damit sowohl die gemessene
Stromreduzierung als auch den Einflufl auf die Ratenkonstanten vorhersagen konnen.

In dieser Arbeit werden fiinf Modelle vorgeschlagen, um die Anderung des Gatings in
Abhiingigkeit vom TI'/K*-Verhiltnis zu erkliren. Drei Modelle gehen von einem Kanal
mit vier identischen Untereinheiten mit allosterischen Bindungsstellen fiir K* oder TI
aus (Liganden-Modell). Die Anregung fiir solche Modelle kam aus den verschiedenen
Arbeiten (Rosenmund er al., 1998; Ruiz und Karpen, 1999; Moss und Magleby, 2001),
bei denen eine Anderung des Gatings durch Liganden-Bindung beobachtet wurde. Die
drei Liganden-Modelle besitzen folgende Eigenschaften:

1. Direkter Einfluss der Ionenbindung auf das Gating.

2. Nichtlinearer Effekt der Ionenbindung auf das Gating.

3. Modulation der Ratenkonstanten des Markov-Modells durch Konformationsinde-
rungen des Kanalproteins.

Die beiden weiteren Modelle basieren auf dem Prinzip eines ,,Foot-in-the-door-
Modells*, das besagt, dass der Kanal mit Ionen innerhalb der Pore nicht inaktiviert
werden kann (Kiss et al., 1998; Lu et al., 2001). Die Charakteristik ist:

4. Direkte Wirkung auf die Besetzung
5.  Modulationseffekt der Besetzung

Das Foot-in-the-door-Prinzip wurde anhand des Na*-Effekts beim K'-Kanal weiter
diskutiert. Dabei wird sich zeigen, dass sich der Durchmesser des Selektivitatsfilters
vom Kanal durch das Foot-in-the-door-Prinzip dndert und bei einer Verkleinerung des
Durchmessers die Na*-Ionen den K*-Kanal passieren.

Ein weiteres Resultat dieser Untersuchungen wird sein, dass das bereits bei Draber et al.
(1993) beschriebene Kooperativitdtsverhalten auch hier auftritt



2 Biologische Grundlagen

Elektrophysiologische Messungen an einzelnen Ionenkanélen (Patch-Clamp-Messungen,
Abschnitt 3.2) dienen zwei Zielen: Zum einen soll die Funktionsweise der, in allen Zellen
vorhandenen, Transportproteine besser verstanden werden, zum anderen wird versucht,
ihre physiologische Bedeutung fiir die Zellen und den gesamten Organismus aufzukliren.
Daher wird im folgenden eine Einfilhrung in den Aufbau einer Zelle und deren
Membrantransporter gegeben.

2.1 Aufbau der Pflanzenzelle und biologische Membran

Die Zelle ist die kleinste noch selbsténdig lebensfihige Einheit. Im Inneren enthilt die
Pflanzenzelle (Abb. 2.1) verschiedene Organellen, durch die die Zelle in Bereiche mit
unterschiedlichen Funktionen unterteilt wird. Die grof3te Organelle ist die Vakuole, die
etwa 80% des gesamten Zellvolumens einnimmt. Das néchstgrolte Kompartiment wird
durch die Chloroplasten gebildet, in denen die Photosynthese stattfindet. Der Rest der
Pflanzenzelle verteilt sich hauptsidchlich auf die Mitochondrien (verantwortlich fiir die
Zellatmung, die Bereitstellung von ATP und die Synthese von Stoffwechselprodukten im
TCA-Zyklus; Nelson und Cox, 2001), Peroxisomen (Aufbereitung von Stoffwechsel-
produkten aus der Photorespiration und lokaler Abbau von Sauerstoffradikalen; Heldt,
1999), den Zellkern (enthilt die Erbinformation) und das Cytosol (Medium zwischen den
verschiedenen Organellen). Das Endoplasmatische Reticulum (ER) und der Golgi-
Apparat dienen der Synthese von Proteinen.
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung einer Pflanzenzelle (Heldt, 1999).

Der fiir die vorliegende Arbeit wichtigste Zellbestandteil sind Membranen (Abb. 2.2) aus
Lipiden. Sie grenzen nicht nur Protoplasten nach aulen ab, sondern umschlieBen auch
die Zellorganellen im Protoplasten. Die Lipide bestehen aus einer hydrophilen
Kopfgruppe mit einem lipophilen Schwanzteil aus zwei langen Kohlenwasserstoftketten.
Die Lipidketten stellen sich zueinander parallel und bilden so eine Lipidschicht. Zur
Bildung der Membran lagern sich zwei Monolayer zusammen, so dass sich eine
,sandwich“-artige Doppelschicht von 4-5 nm Dicke, ein sogenannter Bilayer, ausbildet.
Zellkern, Plastiden (Chloroplasten, fiir die Photosynthese, Leukoplasten, als Stirke-
speicherung und Chromoplasten, beschrénken sich auf die Farbgebung von Friichten und
manchen Bliiten) und Mitochondrien sind vom Cytosol durch eine Doppelmembran
abgegrenzt, die aus zwei Elementarmembranen besteht. Damit wird die Regel erfiillt,
dass auf der einen Seite der Membran eine cytosolische, auf der anderen eine lumenale
(wissrige) Phase zu finden ist. Bei pflanzlichen Zellen wird die duere Zellwand als
Plasmalemma bezeichnet, die innere Membran, die die zentrale Vakuole vom Cytoplasma
abgrenzt, als Tonoplast. Bei tierischen Zellen fehlen im Gegensatz zu den pflanzlichen
Zellen die Zellulose-Zellwand, die Vakuole sowie der Chloroplast.

Transportstudien (wie z. B. Ionentransport) finden fast ausschlieBlich am Plasmalemma
und am Tonoplasten statt. Zwischen den Lipidmolekiilen sind verschiedene Transport-
molekiile eingelagert, mit deren Hilfe der Stoffaustausch iiber die Membran stattfindet
(Abb. 2.2). Diese Transporter sind dafiir verantwortlich, dass nur bestimmte Stoffe die
Membran passieren konnen. Sie stellen also hochselektive Permeabilititsschranken dar.
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung einer biologischen Membran. In der Lipid-
doppelschicht sind Proteine eingelagert, die entweder die Membran ganz durchqueren, oder
teils in der AuBlen- oder Innenschicht fixiert sind (Singer und Nicolson, 1972).

2.2 Membran-Transport-Klassifizierung

Ionentransportprozesse konnen in drei verschiedene Gruppen eingeteilt werden, die sich
durch die Energiequellen fiir den Transport unterscheiden (Maathuis und Sanders, 1992).
a) Passiver Transporter: Er ermoglicht den Transport von Ionen entlang eines
Gradienten. Die Triebkraft ist die Potentialdifferenz plus Nernstspannung des Ions
(Abschnitt 2.3).

b) Pumpen: Sie konnen unter Aufwendung chemisch gespeicherter Energie Ionen gegen
Konzentrations- oder Potentialgradienten transportieren (Abb. 2.3). Bei der Hydrolyse
von ATP in ADP wird eine Energie von ca. 450 meV pro Molekiil frei, die fiir den
Transport durch die Membran benutzt wird (Hansen er al, 1981; Bowman und
Bowman, 1986; Serrano, 1988).

¢) Cotransporter: Sie transportieren eine Ionenart passiv durch die Membran, wobei die
gewonnene Energie fiir den Transport anderer Ionen verwendet wird. Der Transport
beider Ionenarten in die gleiche Richtung wird als Symport bezeichnet, in entgegen-
gesetzter Richtung als Antiport (Abb. 2.3, Sanders et al., 1984; Sanders, 1988). Der
Gradient fiir das antreibende Ion wird meist durch Pumpen erzeugt.
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Abbildung 2.3: Die drei unterschiedlichen Arten des Transportprozesses durch eine
biologische Membran. Die Pumpe (aktive Transporter) transportiert H-Ionen entgegen dem
pH Gradienten. Der Kanal (passiver Transporter) ldsst K*-Ionen hindurch diffundieren. Der

Cotransport verbindet den NO; Transport mit dem Transport von zwei H'-Ionen (Symport).

2.3 Kanile und Carrier

Neben der bereits besprochenen Energieversorgung (Abschnitt 2.2) werden Transporter
nach dem Mechanismus klassifiziert. Dabei gibt es zwei Modelle fiir die Beschreibung
der Transportmolekiile: Kanal und Carrier (Abb. 2.4).

Kaniile sind Transportproteine, die die ganze Membran durchdringen und eine hydrophile
Pore ausbilden, durch die Ionen oder Molekiile (z. B. Wasser: Murata et al., 2000 oder
Peptide: Lankat-Buttgereit und Tampé, 2002) wandern konnen (Abb. 2.4A). Sie haben
sehr hohe Transportraten bis 10° Tonen/s (z.B. beim Wasserkanal).

Carrier sind lipidlosliche Molekiile, die sich innerhalb der Membran frei bewegen und die
Ionen dabei im Huckepackprinzip von einer Seite der Membran auf die andere schleusen
(Abb. 2.4B). Sie erreichen Transportraten von 10 bis 10" Molekiilen oder Ionen pro
Sekunde (Lauger, 1980).

Carrier sind auf molekularer Ebene noch nicht als intrinsische Membranproteine
gefunden worden. Deshalb werden viele Transporter, die frither als Carrier bezeichnet
wurden, heutzutage als Kanile betrachtet (Galli et al., 1995; Conejero, 1997). Die
niedrigen Transportraten dieser Kanile fir Pumpen oder Cotransport lassen sich durch
die notwendige Kopplung an die ATP-Umwandlung oder an die Bewegung eines
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anderen Ions erkliren, die eine Verminderung der Transportrate um den Faktor 10* bis
10° verursachen (Hansen et al., 1981). Carrier sind bisher nur bei biologischen Kampf-
stoffen wie Valinomycin, die Pilze gegen Bakterien verwenden, nachgewiesen worden
(Benz und Liuger, 1976). In Pflanzen gibt es Carrier im Plastoquinon, in der Tylakoid-
membran der Chloroplasten und im Ubiquinon in den Mitochondrien.

Carrier

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung eines (A) Kanal- und eines (B) Carrier- Trans-
portproteins (Stryer, 1996).

2.4 Aufbau eines Ionenkanals

Kanile konnen als wassergefiillte Poren betrachtet werden, die die Lipiddoppelschicht
tiberbriicken (Abb. 2.4A). Ionenkanile haben eine hohe Transportkapazitit. IThre Trans-
portrate liegt im Bereich von 10° bis 10° Ionen pro Sekunde durch die Membran
(Lauger, 1980). Der Ionenfluss der Ionenkanile ist so hoch, dass es moglich ist, die
Transportleistung eines einzelnen Kanals als elektrische Leitfdhigkeit zu messen. Der
Kanal kann sich 6ffnen und schlieBen, was mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik beo-
bachtet werden kann (Abschnitt 3.2). Die Offnung vieler Ionenkanile wird durch das
elektrische Membranpotential, das an der betreffenden Membran anliegt, gesteuert
(Catterall, 1992; Durell und Guy, 1998; Glauner et al., 1999; Hedrich et al, 1995; Keller
et al., 1989; Pongs, 1992). Kooperativitit (Offnung benachbarter Kanile, Draber et al.,
1993), Aktivierung durch Botenstoffe (Assmann und Romano, 1998; Esser et al., 1997),
Ionenkonzentration eines aktivierenden Ions (Blatt und Gradmann, 1997) oder stimu-
lierende Wirkungen duBlerer Reize (z.B. Licht, Vanselow und Hansen, 1989) konnen
ebenfalls das Schaltverhalten der Kanile beeinflussen.

Es gibt in Pflanzen hochselektive Kationkanile fiir H*, K* und Ca® und entsprechend

selektive Anionkanile fiir CI. Von vielen Kanalproteinen wurden in letzter Zeit die
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Aminosduren-Sequenzen mit Hilfe biochemischer Methoden ermittelt. Der hier
verwendete Kanal aus Chara corallina (Abschnitt 2.5) ist allerdings bis heute nicht kloniert.
Der BK (big K" (maxi-K) Kanal) ist dem Chara-Kanal am dhnlichsten (Tester, 1988). Beide
Kanaltypen haben emnen hohen Einzelkanalstrom, ein &dhnliches Schaltverhalten und die
gleiche Ca**-Empfindlichkeit (Abschnitt 3.1).

Der Arbeitsgruppe MacKinnon von der Rockefeller Universitdt in New York ist es
gelungen, die dreidimensionale Struktur des K'-Kanals KcsA aus dem Bakterium
Streptomyces lividans mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse aufzukldren (Doyle et al.,
1998, Abb. 2.7). Voraussetzung dafiir ist, aus dem Protein geordnete Kristalle herzu-
stellen. Die Aufnahmen erreichten eine Auflosung von 3.2 A. Inzwischen konnte die Auf-
16sung auf 2 A verbessert werden, so dass die Ionen im Kanal und die sie begleitenden
Wassermolekiile sichtbar wurden (Zhou et al., 2001; Abschnitt 10.6).

Der KcsA-Kanal weist im Gegensatz zum spannungsabhingigen K'-Kanal (Ky) (Abb.
2.5A) wie dem Shaker-Kanal, der aus vier Untereinheiten zu je sechs Segmenten
(Helices S1-S6) besteht, lediglich vier Untereinheiten mit je zwei solcher Segmente auf.
Damit gehort er zur Kj-Familie (einwirts-gleichrichtende Kanile, Abb. 2.5B) (Ho et al.,
1993; Kubo et al., 1993). Die Segmente durchziehen die Membran als c—Helices und
werden durch lineare Aminoséduresequenzen miteinander verbunden (Abb. 2.5). Das S4-
Segment beim Ky ist positiv geladen und wirkt als Spannungssensor. im élteren Modellen
wurde davon ausgegangen, dass sich die S4-Helix in der Membran im elektrischen Feld
verschieben kann. Dadurch konnte der Kanal gedffnet oder geschlossen werden (Miller,
1991; Jan und Jan, 1992; Guy und Durell, 1994; Larsson et al., 1996; Yang et al., 1996).
Neuere Untersuchungen zeigten jedoch, dass dadurch die Membranspannung energetisch
zu wenig genutzt wird. Durch Punktmutationen der vier Ladungen auf den S4-Helices,
durch die sie pH-empfindlich gemacht oder mit Farbstoff markiert werden konnten,
wurde der Nachweis erbracht, dass eine Drehbewegung zwischen zwei in das Protein
reichenden Wasserspalten vorliegt (Bezanilla, 2000). Glauner et al. (1999) verfeinerten
das Bild, indem sie auch eine axiale Komponente nachwiesen, wodurch sich eine
Schraubbewegung ergab. Durch die Drehung werden die Ladungen besser genutzt, so
dass sich aus den 16 Festladungen auf den Helices die 13 aus Gating-Stromen ermittelten
effektiven Ladungen ergaben. Weitere Mechanismen zum Offnen und SchlieBen des
Kanals hiangen mit den N-Termini zusammen, die zu Billen ausgeformt sind. Sie kdnnen
den Eingang des Kanals verschlieen (“Ball and Chain®, Antz et al., 1997).
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Ky P-Loop A K., P-Loop B
S;S,L S S, S S e M,
NH, COOH NH,~ COOH

Abbildung 2.5: Die Untereinheiten zweier Kaliumkanal-Familien entdeckt anhand von
Sequenzanalysen. (A) Die spannungsabhingigen Kaliumkanile (Ky), wie der Shaker-Kanal,
haben sechs Transmembransegmente (S;), wihrend die einwirts-gleichrichtenden Kanile (K,
ir = inward-rectifier), wie der KcsA-Kanal, lediglich zwei dieser Segmente (M;) aufweisen
(B). Bei beiden sind der N- und C-Terminus intrazelluldr lokalisiert. Beide enthalten einen

Poren(P)-Loop, der den Selektivititsfilter enthilt. Vier Untereinheiten erzeugen einen Kanal
(ADD. 2.6).

Proteine beider Familien enthalten einen Poren(P)-Loop (Abb. 2.5), der die Selektivi-
titsfilter des Kanals bildet. Im spannungsabhingigen K'-Kanal verbindet der P-Loop die
S5- und S6-Segmente briickenartig miteinander (Catterall, 1988; Miller, 1991). Beim
KcsA-Kanal verbindet der P-Loop die beiden Segmente TM1 und TM2 miteinander. Die
M, und M, Segmente entsprechen den S5 und S6 und die Sequenz der P-Region beim
KcsA-Kanal ist sehr dhnlich zur Ky-Sequenz (Abb. 2.5). Daher ist die Strukturanalyse
auch fiir die Ky-Kanile von Bedeutung.

Abbildung 2.6: Anblick des KcsA-Kanals von oben. Es sind die vier Untereinheiten mit

jeweils zwei Segmenten zu erkennen. In der Mitte der Pore sind die Kationen dargestellt, die
die Pore durchqueren (Doyle et al., 1998).
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Jeder Membrankanal ist aus vier solcher Untereinheiten aufgebaut (Abb. 2.6) (Mac-
Kinnon, 1991; Doyle et al., 1998). Im Inneren der Pore befindet sich ein wassergefiillter
Kanal, der den Selektivitétsfilter enthélt. Dieser Selektivitétsfilter ist aus den PLoops der
vier Untereinheiten gebildet. Der entscheidende, hoch konservierte Sequenzabschnitt
besteht aus G-Y-G (Glycin-Tyrosin-Glycin) (Abb. 2.7 links), der in allen K'-Kanilen
enthalten ist (Heginbotham et al., 1994). Die Carbonyl-Sauerstoffatome dieser drei
aufeinanderfolgenden Carbonylgruppen jeder Untereinheit sind nach innen gerichtet und
bilden einen Ring von Sauerstoffatomen, die als Kationenbindungsstellen fungieren. Die
Pore dieses Filters ist so klein, dass die K*-Ionen ihre Hydrathiille abstreifen miissen, um
hindurch zu gelangen. Um diesen hohen Energiebedarf zu kompensieren, agieren die
Sauerstoffatome der Carbonylgruppen als “Wasserersatz* fiir die K'-Ionen. Durch
nachfolgende K*-Ionen werden die in der Pore gebundenen K*-Ionen zur anderen Seite
des Filters herausgedringt (Abb. 2.7, rechts).

Abbildung 2.7: Schematische Darstellung eines KcsA-Kanals aus dem Bakterium

Streptomyces lividans bestehend aus viermal zwei Segmenten. (A) Zwei der vier Unter-

einheiten sind hier dargestellt. Der entscheidende Bereich ist der GYG-Selektivititsfilter. Die
Ionen miissen hier ihre Hydrathiille abstreifen, um durch den Selektivititsfilter zu gelangen.
(B) Es sind drei Kationen dargestellt, wobei zwei sich im GYG-Selektivititsfilter befinden,
wihrend das dritte Ion im darunterliegenden wassergefiillten Hohlraum lokalisiert ist. Die
beiden schrig liegenden Helices sollen der Rohre des Selektivitétsfilters und dem Hohlraum
Stabilitit verleihen (Doyle ef al., 1998).

Die Kaliumkanile weisen trotz der minimalen Strukturunterschiede zwischen den beiden
Tonen (Tonenradien: 1.33 bzw. 0.95 A) eine hohe Selektivitiit fiir K*-Tonen gegeniiber
Na'-Tonen auf (etwa 10000:1). Normalerweise hiingen hohe Selektivititsunterschiede mit
festen Bindungen zusammen. Dadurch kann aber der hohe Ionenfluss von bis zu 10°
Tonen pro Sekunde durch einen einzelnen Offenkanal nicht erklirt werden. Da die Na'-
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Tonen kleiner sind als die K*-Tonen, sind sie nicht in der Lage, mit dem Ring der Sauer-
stoffatome der Carbonylgruppen in Wechselwirkung zu treten. Sie konnen daher ihre
Hydrathiille nicht abstreifen. Der Weg durch den Filter ist dadurch gesperrt. Die Starrheit
der Pore impliziert, dass der lonenradius genau stimmen muss, damit die Ionen durch den
Filter gelangen konnen.

Der Hohlraum in der Mitte (cavity) (Abb. 2.7, rechts) und der innere Kannal sind mit
hydrophoben Molekiilen ausgekleidet. Somit wird eine Wechselwirkung der Ionen mit
der Wand vermieden. Dadurch erhoht sich der Ionenfluss durch den Kanal. Die
Methoden, mit denen die Ionenfliisse durch den Kanal gemessen und ausgewertet
werden konnen, werden in den nichsten Kapiteln néher erliutert.

2.5 Chara corallina

Fir die Experimente wurde die Griinalge Chara
corallina  verwendet. Chara corallina ist eine
StiBwasseralge aus der Familie der Characeen.
Diese gehort zu der Abteilung der griinen Algen
(Weberling und Schwantes, 1981). Sie bevorzugen
kiihle, stehende und saubere Gewisser. Die
armleuchterartigen Verzweigungen der Axial- und
Internodialzellen (Abb. 2.8) sind fiir diese Gattung
charakteristisch und fithrten zu dem Namen
Characeae  (Armleuchteralgen). Die Interno-
dialzellen, die eine Lidnge von bis zu 10 cm und
einen Durchmesser von bis zu 1.2 mm haben, sind
fir die elektrophysiologische Untersuchung von
Bedeutung. Die Internodialzelle besteht
hauptsichlich aus der Vakuole, die vom Tonoplasten

begrenzt ist. Das Protoplasma besteht aus duflerem

Ektoplasma und innerem Endoplasma. Die Abbildung 2.8: Chara corallina.
Chloroplasten schwimmen nicht wie bei anderen

Pflanzen frei umher, sondern liegen in Reihen geordnet in Ektoplasma fest. Alle iibrigen
Zellorganellen, wie Kerne, Mitochondrien usw., schwimmen frei im Endoplasma. Die
Griinde, weshalb diese Pflanze als Versuchsobjekt gewéhlt wurde, werden in Abschnitt
3.1 ausfiihrlich diskutiert.
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3 Material und Methoden

Im folgenden Abschnitt werden das biologische Objekt und die Messmethoden nédher
vorgestellt, mit denen die im vorherigen Kapitel dargestellten Transportstudien an
Kanilen durchgefiihrt wurden.

3.1 Der K*-Kanal in Chara Corallina

Die Untersuchungen, die dieser Arbeit zugrundeliegen, wurden an K'-Kanal in Chara
Corallina (Abschnitt 3.1) durchgefiihrt. Dieser liefert hohe Einzelkanalstrome liefert, was
sich positiv auf das Signal-Rauschverhiltnis auswirkt, das die bestimmende Grofe fiir das
zeitliche Auflosungsvermogen ist (Schultze und Draber, 1993). Wenn man bei pflanz-
lichen Objekten im Vergleich mit den tierischen Zellen konkurrenzfihig sein mochte,
kommt nur der K'-Kanal im Plasmatropfen von Chara corallina in Frage. Plasmalemma-
Priparate, wie z. B. von Mais-Biindelscheidenzellen, sind zwar fiir Fragen der Pflanzen-
erndhrung sehr interessant (Keunecke et al, 1997; Keunecke, 2000; Keunecke und
Hansen, 2000), konnen jedoch bei biophysikalischen Untersuchungen zum Transport-
mechanismus aufgrund des schlechten Signal-Rauschverhéltnisses keine wichtige Rolle
spielen.

Aus Chara lassen sich sehr leicht Protoplasmatropfen isolieren. Sie bilden sich am
Boden einer Petrischale, wenn eine Charazelle aufgeschnitten wird und das Cytoplasma
ausstromt. Die hierbei entstehenden Tropfen sind von einer Tonoplastenmembran
umgeben (Lithring, 1986, Sakano und Tazawa, 1986), in der der zu untersuchende
Kanal zu finden ist.

Somit werden die Untersuchungen dieser Arbeit in der Tonoplastenmembran der
Griinalge Chara corallina durchgefiihrt. Von dieser Algenart wurden aber bislang noch
keine K'-Kaniile exprimiert, da dies bei mehrkernigen Zellen wie bei denen der
Armleuchteralgen schwierig ist. Daher gibt es auch keine gesicherten Erkenntnisse iiber
die molekulare Struktur und somit iiber die Selektivitdatsmechanismen.
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Es kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei den K'-Kanilen von Chara
corallina um Maxi-K-Kanile handelt, die auch unter dem Namen BK-Kanal bekannt
sind (Moss und Magleby, 2001). Diese Annahme ist in erster Linie in der hohen
Leitfdhigkeit der Einzelkanile und der pharmakologischen Empfindlichkeit begriindet
(Tester, 1988). Aufgrund dieser Ahnlichkeit und weil dies das vorherrschende Grund-
muster fiir K™-Kanile ist, wird in dieser Arbeit davon ausgegangen, dass der dominie-
rende K'-Kanal in Chara corallina aus vier identischen Untereinheiten (4-Segmenten)
besteht.

3.1.1 Anzucht der Algen

Chara wird im Labor in APW (Artificial Pond Water, 0.1 mM CaCl,, 0.1 mM NaCl, 1.0
mM KCI) bei Zimmertemperatur in Kunststoffwannen (ca. 60 1) unter Kunstlicht (60 W
Gliihlampe, tigliche Beleuchtung von 8% — 18" Uhr) kultiviert. Als Bodensubstrat wird
zu gleichen Teilen ein autoklaviertes Gemisch aus Buchenlaubmulch und torfiger
Blumentopferde verwendet. Wichtig ist, dass zum Autoklavieren nicht der groB3e neue
Autoklav im ZBM (5050 ELVC, Tuttnauer Systec) verwendet wird, sondern der kleine
Autoklav (Webecke und Co, Bad-Schwartau). Wihrend der langen Abkiihlungsphase
von 3h bilden sich beim groBen Autoklaven Zucker, die in der Wanne wahrscheinlich
durch Bakterienwachstum zu triilbem Wasser fiithren und die Algen sterben lassen.

Das Bodensubstrat (ca. 10 cm dick) wird dann mit gewaschenem scharfen Bausand (ca.
2 cm dick) abgedeckt und mit destilliertem Wasser aufgefiillt. Danach wird die
Griinalge Chara corallina eingepflanzt. Jede Kultur wird alle drei bis vier Monate neu
angesetzt.

Die Pflanzen der Familie der Characeen bevorzugen nihrstoffarmes Wasser. Somit sind
zu ihrer Versorgung mit Nahrstoffen aus dem Boden herausdiffundierende Stoffe vollig
ausreichend.

3.2 Patch-Clamp-Technik

Die Technik der Patch-Clamp-Messungen wurde von Neher und Sakman (1976)
entwickelt. Dabei wird der Strom durch eine wenige um® grofe Fliche (patch) der
Membran mit nur wenigen Kanilen gemessen, an die eine vorgegebene Spannung
(voltage-clamp) angelegt wird. Der gemessene Strom liegt in der GroBenordnung
einiger Picoampere. Um einen sehr kleinen Abschnitt der Zellmembran (patch)
elektrisch von seiner Umgebung zu isolieren, muss eine sehr dichte Verbindung
zwischen der Zellmembran und dem Rand einer Glaspipette geschaffen werden. Die
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Pipette als Messelektrode wird auf die Zelloberfliche aufgesetzt. Ein leichter Unter-
druck bewirkt, dass die Membran etwas in die Pipette hineingezogen wird. Der Abstand
zwischen den Lipiden der Membran und dem Glas betridgt dabei weniger als 1 nm
(Corey und Stevens, 1983). Wasserstoffbriicken, Salzbriicken, Ca*-Briicken und Van
der Waals-Krifte sind verantwortlich fiir die Dichte des Seals (Abdichtwiderstand
zwischen Pipette und Zellmembran, Corey und Stevens, 1983; Ophasi und Webb,
1994). Liegt der Kriechwiderstand zwischen Glas und Membran im Bereich einiger
Gigaohm (um die 10 G€2), wird diese Versiegelung als Gigaseal bezeichnet. So konnen
keine ,,Leckstrome* zwischen Pipette und Membran flieBen. Nachdem sich ein solches
Gigaseal gebildet hat, kann der Strom fiir verschiedene Spannungen iiber der Membran
mit einem Patch-Clamp-Verstidrker gemessen (voltage clamp, Abb. 3.1) oder bei festem
Strom die Spannung bestimmt werden (current clamp).

R
:“~\\\‘
;:1Eéf" * Uaus Strom-

messung

UsoII

Kommando-
spannung

Abbildung 3.1: Vereinfachtes Schaltbild eines Patch-Clamp-Verstirkers.

In Abb. 3.1 ist ein vereinfachtes Schaltbild eines Patchverstirkers dargestellt. Der
Operationsverstirker (OPA) wirkt als Stromspannungswandler, aber gleichzeitig auch
als Riickverstirker zur Einstellung der Membranspannung an Punkt 1. Letzteres
geschieht dadurch, dass der OP die Spannung am Eingang auf Null regelt und damit
Upip=Usn einstellt. Der fiir diese Riickkopplung notwendige Strom ist gleich dem
Pipettenstrom (als Strom durch den Patch) und kann als Spannungsabfall am Wider-
stand Ry gemessen werden. Da die Spannung am Punkt 1 nicht auf Null Liegt, muss
dieser Wert vom Ausgang des OPA im nachfolgenden Verstidrker abgezogen werden.

Es gibt auch Patch-Clamp-Verstirker, die anstelle des Riickkopplungswiderstands R
einen Kondensator verwenden (Dagan 3900 A Patch-Clamp-Verstédrker, Numberger und
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Draguhn, 1996). Die Schaltung arbeitet sehr dhnlich, nur dass sich hier eine Spannung
an dem Kondensator aufbaut, der in bestimmten Abstdnden entladen werden muss
(Abschnitt 3.3.1). Der wesentliche Vorteil beim integrierenden Patch-Clamp-Verstirker
liegt somit im geringeren Rauschen.

3.2.1 Patchkonfigurationen

Es gibt vier wichtige unterschiedliche Konfigurationen der Patch -Clamp-Technik (Abb.
3.2):

Cell-attached Whole-cell

Pull Pull

Inside-out Outside-out

Abbildung 3.2: Die vier unterschiedlichen Konfigurationen der Patch-Clamp-Technik
(Hille, 1992).

a) Cell-Attached: Die Pipette wird auf die Membran gesetzt, ohne dass die Verbindung
zur Gesamtzelle abreiit. Der grofe Vorteil liegt darin, dass die Zelle wihrend der
Messung intakt bleibt, so dass die Funktion des lonenkanals unter physiologischen
Bedingungen untersucht werden kann. Der Nachteil dieser Konfiguration besteht darin,
dass die Membranspannung am Patch unbekannt ist, da sich die Spannung auf die
Serienschaltung von Patch und Restmembran aufteilt. Die Spannung iiber der
Restmembran (Ruhespannung der Zelle) kann nur geschitzt werden. Diese Technik gibt
auch keine genaueren Informationen iiber die Ionenzusammensetzung im Inneren der
intakten Zelle, deren Konzentration nicht variiert werden kann. Weiterhin kann die
Eintauchtiefe nicht verringert werden, wodurch das Rauschen nicht weiter reduziert
werden kann (Keunecke, 1995; Farokhi et al., 2000; Abb. 5.1).
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b) Excised / Inside-Out: Durch das ruckartige Wegbewegen der Pipette bei der cell-
attached-Konfiguration kann, ohne dass dadurch die hohe Abdichtung des Patches
verloren geht, der Patch aus der Zelloberfliche herausgerissen werden. Bei dieser
Konfiguration liegt der Patch mit der cytosolischen Seite der Membran (inside) in der
Messlosung (out). Dadurch ist es moglich, die Funktion des Ionenkanals unter genau
definierten Bedingungen zu untersuchen. Als weiterer Vorteil dieser Konfiguration
ergibt sich die genaue Kenntnis des Membranpotentials sowie die Wéhlbarkeit der
Losungen auf beiden Seiten der Membran. Die Eintauchtiefe ldsst sich genau
kontrollieren. Der Nachteil liegt darin, dass sich die Kanile nicht mehr in ihrer
natiirlichen Umgebung befinden.

¢) Whole-Cell: Bei dieser Konfiguration wird aus einer cell-attached-Konfiguration die
Membran unter der Pipette entweder durch mechanisches Saugen oder durch einen
hochfrequenten Wechselspannungspuls (2000 mV, 1-200 ms) aufgerissen, so dass eine
direkte Verbindung zwischen Pipettenlosung und Cytosol geschaffen wird. Es findet ein
schneller Austausch zwischen den Losungen der Pipette und der Zelle statt, bei dem
sich die Pipettenlosung wegen des groBeren Volumens nach kurzer Zeit in der Zelle
ausbreitet. Bei dieser Methode kann der Strom iiber die gesamte Zellmembran
gemessen werden. Dies ist der klassischen Technik mit Einstichelektroden &dquivalent
und wird angewendet, wenn die Zelle zu klein fiir die Einstichelektrodentechnik ist.
Auch ist die Belastung fiir die Zelle geringer.

d) Excised / Outside-Out: Outside-out ist eine weitere Art des excised-patches. Die
Vorgehensweise ist wie beim inside-out, sie entsteht aber aus der whole-cell-
Konfiguration. Ob die inside-out- oder die outside-out-Konfiguration gewdihlt wird, ist
abhidngig von dem Wunsch, welche Seite der Membran in Verbindung zur Badlosung
gebracht werden soll. Durch diese Konfiguration ist es moglich, an der selben Zelle
zuerst whole-cell und dann outside-out zu untersuchen.

3.3 Messaufbau

Der Versuchsaufbau ist eine Weiterentwicklung von Albertsen (1992), Draber (1994),
Blunck (1996) und Sutter (1996). Der gesamte Messplatz wurde so angelegt, dass
Strome im Bereich einiger pA moglichst storungsfrei gemessen werden konnen und das
Gigaseal moglichst lange auch bei hoheren Haltespannungen gehalten werden kann. Die
Storungen konnen dabei elektromagnetischer oder mechanischer Natur sein.

Daher befindet sich der Aufbau in einem Faraday-Kifig, weil die Messungen sehr
empfindlich gegeniiber Storsignalen sind (Abb. 3.3). Ein Charakteristikum der Patch-
Clamp-Technik ist die extreme Empfindlichkeit des Strom-Spannungswandlers mit
einer hohen Bandbreite (100 kHz), mit dessen Hilfe kleine elektrische Strome gemessen
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werden konnen. Diese kleinen Signale werden leicht vom elektrischen Hintergrund-
rauschen (bis zu einigen pA) iiberlagert. Es wird versucht, das Signal-Rauschverhiltnis
zu optimieren. Eine der wesentlichen Storquellen ist die Einstreuung des elektro-
magnetischen Wechselfeldes (6ffentliches Spannungsnetz). Diese Storung wird durch
den Faraday-Kifig (Abb. 3.3) stark reduziert. Die Gerite innerhalb des Kifigs (wie z.B.
Oszilloskop oder Verstiarker) werden mit Gleichstrom (15 V) betrieben. Die Netz-
gerdte dafiir stehen auBBerhalb des Kifigs (links in Abb. 3.3). Jedes einzelne Gerit sowie
der gesamte Versuchsaufbau werden an einer zentralen Stelle geerdet. Alle Leitungen,
die eine Verbindung vom Innenraum zum AuBenraum des Faraday-Kifigs haben,
werden abgeschirmt und die dazugehorigen Geridte geerdet. Der Pipettenhalter fiir die
Patch-Elektrode war direkt auf einem externen Gehéduse befestigt, das die Vorver-
starkerstufe enthielt, um den Weg des Originalsignals bis zur ersten Verstirkerstufe
moglichst klein zu halten. Fiir den Ubergang vom Elektrolyt zur Elektronik wurden
chlorierte Silberelektroden (Ag/AgCl, im Bad und in der Pipette) verwendet, da sie
nicht polarisierbar sind.

Funktions- Vorversté_rker mit
generator Signal Patchpipette
Differenz-
verstarker Erdelektrode )// 7
—1 [Lampe
[ .
ﬁ mech. Manipolatoren
R o !
/ hydr. Manipulator
Luftkissen
Mikroskop
Faraday-Kafig

Abbildung 3.3: Schematischer Aufbau des Patch-Clamp-Messplatzes. Die Netzgerite
befinden sich auBerhalb des Faraday-Kifigs, damit keine Stérungen auftreten. Um mechanische
Storungen abzuschirmen, steht der Messaufbau auf einem luftgelagerten Tisch.

Um den Versuchsaufbau vor mechanischen Erschiitterungen von aulen (z. B. Schritte
oder SchlieBen von Tiiren) abzuschirmen, stehen das inverse Mikroskop (Zeiss 1D02)
und der Messaufbau auf einem luftgelagerten Tisch (Mitte in Abb. 3.3). Sehr nieder-
frequente Schwingungen werden zusitzlich durch eine extrem schwere Tischplatte
gedampft. Jegliche StoBe mit der Messapparatur sollten wéhrend einer Messung ver-
mieden werden.
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Die Plexiglaspetrischale (& = 30 mm), in der sich die Vesikel in der Badlosung
befinden, liegt auf einem Objekttisch, der an emner Sdule befestigt ist. Diese Vesikel, die
gepatcht werden sollen, haften am Glasboden. Durch die Haftung rollen sie beim
Andocken der Patchelektrode nicht weg. Der Objekttisch kann mit einem mechanischen
Manipulator (Abb. 3.3) in zwei Dimensionen (vorwirts-riickwirts, rechts-links) bewegt
werden. Der Pipettenhalter mit seinem Vorverstirker (Abb. 3.3) ist auf einem drei-
dimensionalen hydraulischen Manipulator (Micro Control, Frankreich) befestigt. Fiir
die grobe Positionierung des Pipettenmanipulators steht ein dreidimensionaler mecha-
nischer Manipulator zur Verfiigung, weil der hydraulische Manipulator aufgrund seiner
hohen Genauigkeit fiir das Aufsetzen der Pipette auf die Membran einen zu engen
Einstellbereich hat.

Uber einen Schlauch an der Pipettenhalterung konnte Druck auf die Fliissigkeit in der
Pipette ausgeiibt werden. Der Schlauch war iiber einen Drei-Wege-Hahn entweder mit
einer Schlauchschleife, in der eine Wassersdule zum Erzeugen eines Uberdrucks stand,
verbunden oder mit einem Mundstiick, iiber das durch Ansaugen ein Unterdruck erzeugt
werden konnte.

Damit im Sommer die Erhohung der Raumtemperatur die Messungen nicht beeinflusst,
wurde ein Klimagerit (Pinguino, DeLonghi, Treviso, Italien) in die Tiir6ffnung gestellt.
Das Bilden des Gigaseals bei Chara wird bei hohen Temperaturen immer schwieriger.
Durch das Klimagerit ergab sich die Moglichkeit, auch an warmen Sommertagen zu
messen.

3.3.1 Elektronik des Aufbaus und Datenerfassung

Fiir die Messung stand zuerst eines der Standardgerite, der L/M -EPC7 (List, Darmstadt)
mit einer Bandbreite von 100 kHz und einem Riickkopplungswiderstand R¢ von 10 GQ,
und spiter ein integrierender Patch-Clamp-Verstarker (Dagan 3900 A, USA) mit einer
Bandbreite von 250 kHz zur Verfiigung. Die Schaltungen der Verstidrker sind einander
dhnlich. Die Spannung baut sich statt an einem Riickkopplungswiderstand am Konden-
sator auf, der aber in gewissen zeitlichen Abstinden entladen werden muss. Der
Nachteil dieser Entladung ist, dass die gemessenen Zeitreihen bei der folgenden
Analyse, wie dem Direkten-Zeitreihen-Fit (Abschnitt 4.5), nicht gefittet werden konnen.
Der Vorteil liegt im geringeren Rauschen. Um die Messungen fiir den Direkten-
Zeitreihen-Fit trotz der Entladungspeaks auswertbar zu machen, miissen die Abtast-
werte vorher in einem weiteren Programm ab einem gewissen Schwellenwert, der den
Start des Fits nicht zuldsst, abgeschnitten werden. Der Schwellenwert ist eine variable
GrofBe und bei jeder Messung verschieden. Es wurde normalerweise ein Wert ausge-
wihlt, der etwas unterhalb des gesamten Schaltprozesses liegt. Der eigentliche Schalt-
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prozess wurde durch das Abschneiden einiger Abtastpunkte nicht beeinflusst. Es
wurden somit nur die Werte abgeschnitten, die durch die Entladung des Kondensators
zustandegekommen sind.

Das Anlegen der Spannung beim Dagan-Verstdrker unterscheidet sich auch vom
Anlegen bei anderen Verstiarkern wie z. B. dem EPC7. Die Sollspannung wird hierbei
an die Badelektrode gelegt, und die Pipettenspitze wird auf Null gehalten. Somit
unterscheiden sich die Werte der Haltespannung im Vorzeichen. Zusitzlich zur ange-
legten Membranspannung kann an beiden Verstirkertypen eine Offsetspannung addiert
werden. Die Offsetspannung kann zum Kompensieren der auftretenden Kontakt-
spannungen, die zwischen den Ubergingen der Elektroden und Elektrolyten entstehen
konnen, verwendet werden. Als externe Spannung wurde ein Rechtecksignal zum
Uberpriifen des Sealwiderstands angelegt.

Als Anti-Aliasingfilter fiir die Datenerfassung dient ein 4-poliger Besselfilter. Die
Filterfrequenz betrug bei diesen Messungen 25 kHz. Bessere Rauschreduzierung in
spateren Messungen ermoglicht die Erhohung der Grenzfrequenz auf 50 kHz. Das
Ausgangssignal des Besselfilters wird dann an einen digitalen Signal-Prozessor (DSP)
weitergeleitet (Dalanco, Spry, USA). Dieses Board kann das Signal bis zu 200 kHz
abtasten (Albertsen, 1992). Es war bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen
beim 25 kHz Filter auf 100 kHz und beim 50 kHz Filter auf 200 kHz eingestellt.
Dadurch kommt es nicht zu einem Verstof3 gegen das Abtasttheorem.

Die Daten werden per Knopfdruck durch das Aufnahmeprogramm ,,Sample®, das den
DSP ansteuert, am seriellen Eingang eines PCs gestartet (Albertsen, 1992). Es werden
bei verschiedenen Spannungen Aufnahmen gemacht. Die Dauer jeder Aufnahme betrigt
20 Sekunden. Je ldnger die Messzeit ist, desto kleiner ist die Streuung, aber desto
kleiner wird auch die Wahrscheinlichkeit, dass das Gigaseal bestehen bleibt, besonders
bei hoher Haltespannung. In dem Aufnahmeprogramm werden die Samplefrequenz und
die Linge des Messfiles dokumentiert. Dabei werden auch einige Einstellungen des
Verstarkers wie Gain und Filterfrequenz abgefragt.

3.3.2 Erdelektrode

Die Erdelekrode besteht aus einer Glaspipette von ca. 5 mm Durchmesser oben und ca.
2 mm Durchmesser der Spitze, in der sich ein nicht-polarisierbarer Ag/AgCl-Draht
befindet, der von einer Elektrolytlosung umgeben ist. Hierfiir wird meistens die Losung
benutzt, die auch das Bad der Messzelle enthidlt (z. B. 250 mM KNO;, 5 mM
Ca(NOs)y). Die Elektrodenlosung darf aber keinen Einfluss auf die Losung in die
Petrischale haben, besonders bei unterschiedlichen Losungen. Deshalb wird die
Elektrolytlosung mit 3% Agar-Agar bei der Fiillung der Elektrode unter Riihren
(Magnetriihrer) aufgekocht Das Agar-Agar unterbindet den Ausfluss der Losung aus der
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Erdelektrode. Die gekochte Losung wird in eine Pasteurpipette gegeben und abgekiihlt.
Ein angebohrter Stopfen wird soweit wie moglich in das Pipettenende geschoben. Es
wird darauf geachtet, dass sich keine Luftbldschen bilden, damit durchgehende Leitung
gewdhrleistet ist. Sie wird tiber Nacht gekiihlt, und am néchsten Tag wird ein chlorierter
Silberdraht (Ag/AgCl; & = Imm) bis zur Hilfte in die Pasteurpipette gesetzt. Die
Chlorierung fiihrt dazu, dass der Draht nicht polarisierbar wird. Die Pipettenelektrode
wird in Kapitel 5 ausfiihrlich erklirt.

3.4 Das Patchen

Aus einem Anzuchtbecken werden einige Internodialzellen von Chara corallina
entnommen, und die Radialzellen werden von den Internodialzellen entfernt. Die
Internodialzellen der Alge werden dann fiir die Vorbereitung des Versuchs, nachdem sie
10 Minuten getrocknet sind, aufgeschnitten, und der Zellinhalt wird vorsichtig in der
Losung der Petrischale ausgedriickt. Es bilden sich Vesikel (Tropfchen), die am Boden
der Petrischale haften. Je kleiner die Kriimmung der Vesikeloberfldche ist, desto grofler
ist die Wahrscheinlichkeit einer Bildung des Gigaseals. Da die Vesikel einen Durch-
messer um die 50 pm haben, wird ein invertierendes Mikroskop (Zeiss ID02) mit einem
Objektiv von 5%, 10x und 20x verwendet.

Die Messpipette wird mit der gewiinschten Losung bis zur Hilfte gefiillt. Obwohl die
Losung aufgrund der Kapillarkrifte bis in die Pipettenspitze kriecht, ist es wichtig, mit
der Injektionsnadel moglichst tief in die Pipette zu injizieren. Dabei muss darauf
geachtet werden, dass sich an der Pipettenspitze keine Luftblasen bilden, die zu einer
Unterbrechung des elektrischen Leitungsweges fiihren. Daher wurden die Spritzen mit
einer MicroFil-Nadel (MF34G, World Precision Instruments, Inc.) mit einem
Innendurchmesser von 0.1 mm gefiillt. Damit wurden die Pipetten besonders in der
Spitze, wo der Innendurchmesser sehr eng ist (besonders bei Quarzpipetten, Abschnitt
5.2.2), besser befiillt als mit herkdmmlichen Nadeln.

Danach wird die Pipette auf den Halter gesteckt und in die Losung getaucht. Mit dem
Mund wird, bevor die Pipette in die Losung eingetaucht wird, iiber den seitlich
angebrachten Schlauch ein Uberdruck erzeugt. Durch diesen Uberdruck wird der
Schmutz am Pipettenmund weggeblasen, so dass die Pipettenspitze beim Durchfahren
der Losung nicht durch herumschwimmende Tropfentriimmer verunreinigt wird. Bei
eingetauchter Pipette wird der Offsetstrom im Verstirker (Abschnitt 3.3.1) auf Null
kompensiert. Kriechstrome (Salzbriicken) am Pipettenhalter fithren zum Offset, die
nicht kompensierbar sind. Diese miissen durch intensives Spiilen des Pipettenhalters mit
destilliertem Wasser und extremer Trocknung (Pressluft) entfernt werden. Diffusions-
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spannungen an der Erdelektrode rithren von Verschmutzungen her und sollten zum
Erneuern der Elektrode fiihren.

Wenn sich der Offset ausgleichen ldsst, folgt das Anlegen einer Rechteckspannung fiir
die Kontrolle des Sealvorganges. Der von ihr erzeugte Strom wird kleiner, wenn das
Seal die Pipette verschlieBt. Die Pipette wird mit Hilfe des Mikromanipulators in die
Nihe des Vesikels gebracht. Sie wird schridg bis senkrecht von oben auf das Vesikel
zubewegt. Kurz vor Beriihrung der Membran wird ein Unterdruck erzeugt, so dass das
Vesikel an die Pipette herangezogen wird. Am Oszillographen wird beobachtet, dass bei
Sealbildung der rechteckige Pipettenstrom zusammenschrumpft. Bei einem hieraus
ermittelten Widerstand im Giga-Ohm-Bereich ist die Verbindung zwischen dem
Glasrand der Pipettenoffnung und der Membran fest. Es wird von einem Gigaseal
gesprochen. Die Pipette wird dann ruckartig zuriickbewegt, und es bildet sich ein
,EBxcised-Patch (Inside-Out)*“ (Abschnitt 3.2.1). Das am Pipettenmund klebende
Membranstiick (Patch) wird dabei aus der Zelle herausgerissen. Danach wird der Patch
dicht unter die Oberflidche gebracht und somit das Rauschen reduziert (Keunecke, 1995;
Farokhi et al., 2000; Abb. 5.1). Dann wird die Aufnahme durch den Rechner au3erhalb
des Faraday-Kifigs iiber eine Fernbedienung von innen gestartet. Vorher wird noch die
Empfindlichkeit des Verstirkers auf 100 mV/pA erhoht. Die Messungen werden dann
bei verschiedenen Haltespannungen vorgenommen.

Bei den hier vorgestellten Messungen ergeben sich gro3e Datenmengen, die mit Hilfe
mathematischer Methoden ausgewertet werden. Diese werden im nichsten Kapitel
vorgestellt.
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4 Mathematische Analysemethoden

Fir die Beschreibung der Funktionsweise von Kanilen werden mathematische und
physikalische Modelle angewendet, die den Mechanismus des Transportes der lonen
durch den Kanal erkliren.

4.1 Markov-Modelle

Das Hauptmodell fiir die Beschreibung dieser Transportvorginge sind Markov-Modelle.
Markov-Modelle sind formale Gating-Modelle, die das Schaltverhalten der Kanile
durch Ubergiinge zwischen diskreten offenen und geschlossenen Zustinden beschreiben
(Colquhoun und Hawkes, 1977, 1981, 1982, 1987, 1990; Korn und Horn, 1988; Ball
und Samson, 1988; Ball und Rice, 1992). Ziel der Analyse ist die Ermittlung der Anzahl
von ,.,open* und ,closed* Zustdnden, ihrer Anordnung zueinander und die Bestimmung
der Ratenkonstanten k;; (Ubergangswahrscheinlichkeit von Zustand i in Zustand j).
Haben mehrere Zustdnde eines Modells gleiche Symbole (nicht unterscheidbare
Zustinde) wird es als Hidden-Markov-Modell bezeichnet (Chung ef al.,1990, 1991,
1998; Klein et al., 1997; Yeo et al., 1988; Fredkin und Rice, 1992).
Fir eine stochastische Betrachtung der Schaltvorginge der Kanile auf der Grundlage
eines Markov-Modells gibt es zwei einfache Voraussetzungen. Eine der Voraus-
setzungen besteht darin, dass das System kein Gedachtnis hat. Das bedeutet, dass ein
Ubergang von einem Zustand in einen anderen nicht von vorherigen Ubergiingen
abhéngt. Die andere Voraussetzung ist, dass die Ratenkonstanten k; nicht von der Be-
setzung der Zustdnde abhingig sind (Linearitdt des Systems, Colquhoun und Hawkes,
1977).
Das zeitliche Verhalten dieses Modells wird durch ein System von Differential-
gleichungen erster Ordnung beschrieben, das durch eine Exponentialfunktion gelost
wird.

dR(t)

dt

=K *R(t) 4.1)
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Die Elemente des Vektors R(t) sind die Besetzungswahrscheinlichkeiten jedes einzelnen
Zustandes. Die Matrix K bildet sich aus den Ratenkonstanten kj. Die kj; sind auf eine
unendlich kurze Zeit normiert. p; sind Ubergangswahrscheinlichkeiten, die auf eine
endliche Zeit normiert sind. Der Zusammmenhang zwischen diesen beiden Ubergangs-
wahrscheinlichkeiten ist durch folgende Gleichung gegeben (Albertsen und Hansen,
1994).

dP(1)

=P(t)-K (4.2a)

P(t)=e" (4.2b)

Fiir die Beschreibung der Aufenthaltszeiten in einem Zustand des Markov-Modells wird
eine Summe von Exponentialfunktionen bendtigt (Colquhoun und Hawkes, 1977,
Blunck et al., 1998). Wenn mehrere Zeitkonstanten vorkommen, existieren mehrere
Zustinde, die voneinander unabhéngig sind.

Mit Hilfe dieses Markov-Modells konnen stochastische Betrachtungen iiber das Schalt-
verhalten der Kanile gemacht werden. Daher beruht die weitere Analyse auf Markov-
Modellen.

4.2 Bestimmung von Kanalzahl, Niveaus und Standard-
abweichung

Die Auswertung einer Zeitreihe beginnt mit der Festlegung von Stromniveaus, der
Anzahl der Kandle und dem Signal-Rausch-Verhiltnis. Im folgenden wird ihre
Bestimmung beschrieben. Der erste Ansatz erfolgt visuell auf dem Bildschirm durch
Positionieren von Linien in der Mitte der Niveaus der Zeitreihen. Eine Kontrolle ergibt
sich durch den Fit der Amplitudenhistogramme mit einer Summe von Gauf3-Funktionen.
Dabei muss die Anzahl der Niveaus vorgegeben werden. Die Analyse des Schalt-
verhaltens (Gating-Analyse) folgt darauf unter Benutzung der in der Arbeitsgruppe
entwickelten Computerprogramme ,,day* (Draber, 1994; Kirst, 1997; Radomski, 2000)
und ,,downhill*“ (Albertsen 1994, Albertsen und Hansen 1994).

In Abbildung 4.1 ist eine Zeitreihe der Griinalge Chara corallina in K*-haltiger Losung
dargestellt. Die Zeitreihe wurde bei einer Haltespannung von -80 mV aufgenommen. Es
konnen sechs unterschiedliche Niveaus erkannt werden. Das obere Niveau ist das
Nullniveau, bei dem alle Kanile geschlossen sind. Diese Zeitreihe besteht aus fiinf
gleichartigen Kanilen mit je einem Einzelkanalstrom von —15.1 pA. Das Schalten aller
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Kanile ist deutlich sichtbar. Es ist auch erkennbar, dass die Kanile fiir lingere Zeit
geschlossen bleiben, oder sich in einem der offenen Zustdnde aufthalten. Das Verweilen
auf den offenen Niveaus wird durch kurze Geschlossenzustinde (Gaps) einer der fiinf
Kanile unterbrochen. Dieses Schaltverhalten wird als Burst bezeichnet. Einige Bursts
sind teilweise nicht gut erkennbar, und die Gaps erreichen das Nullniveau nicht mehr.
Dieses Verhalten deutet auf schnelles Schalten hin, in dem die Offenereignisse nur fiir
kurze Zeit existieren. Aber durch lidngere Aufenthaltszeiten, die im Schwanz der
Verteilungsfunktionen der Verweildauern in den unterschiedlichen Zustinden auftreten,
konnen die unterschiedlichen Niveaus gut erkannt werden.

-30.2

i (pA)

-60.4

0 | 500 | 1000
t (ms)

Abbildung 4.1 : Typischer Zeitverlauf der Einzelkanalstréme von fiinf Kanilen in einer
Losung mit K*-Ionen bei Raumtemperatur und Vg = -80 mV. Der Strom wurde mit 200 kHz
abgetastet und mit 50 kHz gefiltert. Die Konzentration betrigt 200 mM KNOj;. Das Schalt-
verhalten der fiinf Kanile zwischen den unterschiedlichen Niveaus ist gut erkennbar. Die Linien
verlaufen durch die Mitte der einzelnen Niveaus.

Die klassische Methode zur Bestimmung des Rauschens geht von der Darstellung der
Zeitreihe als Amplitudenhistogramm aus. Zur Erstellung eines Amplitudenhistogramms
werden in einem bestimmten Zeitintervall die Messwerte, die im Bereich von k bis
k+Ak liegen, gezahlt. Deren Anzahl wird dann iiber k aufgetragen. Das Rauschen ergibt
sich aus der Breite der Verteilung (Abb. 4.2).

Im Amplitudenhistogramm konnen die Niveaus auch durch einen Fitalgorithmus auf der
Grundlage der folgenden Gleichung ermittelt werden.
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foo=Ye, exp[—@] 43)

20

s

f(yx) Amplitudenhistogramm

S Zustand

Ys Stromniveau

Yk Strom zur Zeit k

G Standardabweichung

Cs Amplitude

sind.

Hierzu muss aber die Anzahl m der Kanile bekannt sein. AuBerdem besteht die
Moglichkeit, dass sich der Fit bei schlechten Startwerten verlduft. Daher beginnt die
Analyse mit der ersten Methode (Fit-by-Eye).

1000

100
N

10 }

l

60.4  -30.2 0
i(pA)

Abbildung 4.2: Amplitudenverteilung der Zeitreihe aus Abb. 4.1, die durch GauBver-

teilungen (Gleichung 4.3) angenihert ist. Die senkrechten Linien verlaufen durch die einzelnen

Stromniveaus.

Beim Fit-by-Eye wird von der Moglichkeit des Programms ,,day* ausgegangen, mit den
Cursortasten unter visueller Kontrolle Linien durch die vermeintlichen Stromniveaus zu
legen (Abb. 4.1). Da das menschliche Gehirn iiber eine exzellente Bilderkennungs-
software verfiigt, ist die hiermit erreichte Genauigkeit der Niveaubestimmung bereits
sehr gut (RieBner et al., 2002).
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Diese Niveau-Werten (Y in Gleichung 4.3) werden dann ins Amplitudenhistogramm
tibertragen. Hier kann ebenfalls mit den Cursortasten die Lage und Breite der GauB3-
funktionen verdndert werden und erreicht im allgemeinen bereits in kurzer Zeit einen
guten Fit. Danach wird {iiberpriift, ob durch einen Fit des Amplitudenhistogramms mit
diesen Startwerten die Ndherung weiter verbessert werden kann. Als Fitstrategie kommt
der Simplex (entwickelt von Nedler und Mead, 1965; als Programm dargestellt von
Caceci und Cacheris, 1984) zum Einsatz. Die Nachkorrektur durch das Fitten ist
zumeist sehr gering.

Nachdem die Niveaus, ihre Anzahl und die Standardabweichung bestimmt worden sind,
wird die Gating-Analyse der Zeitreihe durch einen Hinkley Detektor 8. Ordnung, der
fir die Sprungerkennung benutzt wird (Abschnitt 4.3, Schultze und Draber, 1993;
Hansen et al., 1995), durchgefiihrt. Das ergibt die idealisierte Zeitreihe (Abb. 4.3), die
fiir die Erstellung der Verweildauerhistogramme (Abb. 4.5) benotigt wird.

4.3 Rekonstruktion der Zeitreihe mit dem Hinkley-Detektor

Um die biophysikalischen Mechanismen des Schaltverhaltens eines Kanals mit Markov-
Modellen (Abschnitt 4.1) beschreiben zu kénnen, muss mit Hilfe eines Algorithmus aus
der verrauschten Zeitreihe des Stroms durch die Membran (Abb. 4.1) eine ideale Zeit-
reihe (ohne Rauschen, Abb. 4.3) moglichst fehlerfrei rekonstruiert werden.

i(pA)

0 | 50 | 100

t (ms)

Abbildung 4.3: Ein Ausschnitt aus der verrauschten Zeitreihe mit drei Kanilen (Abb. 4.1),
die mit dem Hinkley-Sprungdetektor idealisiert wurde.

Der am hiufigsten verwendete Algorithmus benutzt ein Tiefpassfilter mit nachfol-
gendem Schwellenwertdetektor, der fiir die Detektion eines Sprungs auf die halbe
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Sprunghohe eingestellt ist. Schultze und Draber (1993) fiihrten den Hinkley-Detektor
(Page, 1954, 1955; Hinkley, 1971) erster und hoherer Ordnung mit einem besseren
Auflosungsvermogen in die Patch-Clamp-Analyse ein.

Der Hinkley-Detektor benotigt fiir die Detektion eines Sprungs zwischen zwei Niveaus
wie alle anderen Detektoren die Anzahl und die Lage der Stromniveaus (Abschnitt 4.2).
Der Algorithmus des Hinkley-Detektors funktioniert so, dass aus den Messpunkten der
Zeitreihe z; ein Testwert g, berechnet wird, der aus der Summe der vorherigen Testwerte
g« und der Differenz des Messwertes vom Absprungniveau e; sowie dem Mittelwert p
der Niveaus i und j entsteht und schlieBlich diesen Testwert mit einer Schranke A
vergleicht (Schwellenwertdetektor) (Abb. 4.4). Negative Testwerte werden auf Null
gesetzt. In dem Falle werden alle vorhergehenden Werte nicht mehr beriicksichtigt. Der
Detektor bleibt immer ,,wach®“, und es treten keine unnotigen Verzdgerungen der
Sprungdetektion auf.

+ * + i =
g, =max {g"l (&e,-p) 4.4)
wobei
g2=0
p=(ui-w)/2

wo: Absprungniveau

wi: Zielniveau

€t =Z¢- Wo

+: Sprung nach oben (+) bzw nach unten (-)

sind.

Ohne Rauschen gilt vor dem Sprung z; = uo (e; = 0). Daraus folgt, dass g = 0. Nach
einem Sprung ist z; = w;, und g steigt linear mit einer Steigung von (u; - W) / 2 an. Die

Schranke A wird bei einer Zeitauflosung t, erreicht, und es gilt dann:

Az% [ 4.5)

A bestimmt die Empfindlichkeit des Detektors, und alle Ereignisse, die ldnger als tye
dauern, werden detektiert.

Bei falscher Wahl der Aufldsung kann der Detektor eine Anderung des Testwertes, die
durch das Rauschen verursacht wurde, félschlich als ein Ereignis interpretieren (false
alarms). Bei einer Anpassung von A an das Signal-Rausch-Verhiltnis (SNR) wurde
gezeigt, dass der Fehler (false alarms) fiir
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t . =colorconst (4.6)
unter der Schranke 1:10* bleibt (Schultze und Draber, 1993).
wobei
T Abtastperiode
colorconst Eine Konstante, die von der Farbe des Rauschens abhiéngig ist (weif}: 22,
blau: 32)
sind.
I\ © @
A
O e
o
+
@ N +
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Abbildung 4.4: Erkennung eines Sprungs aus einer verrauschten Zeitreihe z, (+) mit Hilfe
des Hinkley-Detektors. Wenn der Testwert die Schwelle A erreicht (2), wird ein Sprung detek-
tiert. Nach dem Sprung wird die Sprungzeit auf den letzten Wert, an dem der Testwert Null
betrug, festgelegt. Die gestrichelte Linie ist die ideale Zeitreihe. Die Wahl p, + u; = 0 ist keine

Voraussetzung des Algorithmus.

Der Sprungzeitpunkt ist der letzte Zeitpunkt, an dem g; = O ist. Nach dem Sprung wird
der Testwert wieder auf Null gesetzt, und der Detektor wird fiir die Detektion der
nichsten Spriinge eingestellt. Bei einem Niveau, in dem Spriinge nach oben und nach
unten moglich sind, werden zwei parallel laufende Detektoren, die gleichzeitig nach
oben und nach unten schauen, benétigt.

Beim Higher-Order-Hinkley-Detektor wird anstelle der einfachen Ordnung des
Algorithmus eine hohere Ordnung benutzt. Diese unterdriickt die hochfrequenten
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Rauschanteile stdrker als bei der ersten Ordnung des Algorithmus. Der Testwert der
hoheren Ordnung lédsst sich berechnen als

: C+Tg fir g >0
g =max{ &8 & 4.7)
0 sonst
gti Testwert i-ter Ordnung.

Bei einer Uberschreitung des Testwertes gi tiber die Schranke A wird ein Sprung
erkannt. Die Testwerte werden alle wie beim Hinkley-Detektor erster Ordnung gleich
Null gesetzt, wenn gi < 0 ist. Das Prinzip des Higher-Order-Hinkley-Detektors ent-
spricht dem des urspriinglichen Hinkley-Detektors.

Die schnellen Schaltereignisse werden allerdings bei dieser Detektion nicht erkannt.
Diese sogenannten Missed-Events fiihren auch zur Verfilschung der langen Schalt-
ereignisse. Hierfiir gibt es Missed-Events-Korrekturen (Crouzy und Sigworth, 1990;
Draber und Schultze, 1994). In Kapitel 9 wird gezeigt, dass die erreichbaren Verbes-
serungen dieses mathematisch aufwendigen Verfahrens sehr gering sind.

Aus der durch den Hinkley-Detektor idealisierten Zeitreihe werden die Dwell-Time-
Histogramme erhalten, mit deren Hilfe die Anzahl der Leitfdhigkeitszustinde eines
Kanals (Anzahl der Symbole des Markov-Modells) gewonnen wird (Abschnitt 4.4).

4.4 Dwell-Time-Analyse

Die Dwell-Time-Verteilung gibt die Wahrscheinlichkeitsverteilungen der Aufent-
haltszeit in den verschiedenen Stromniveaus wieder. Zuerst muss die gemessene Zeit-
reihe einen Sprungdetektor (Abschnitt 4.3) durchlaufen. Aus der idealisierten Zeitreihe
wird die Anzahl der gefundenen Verweildauern zwischen t und t+At und pro Strom-
niveau zu Histogrammen zusammengestellt. Das Dwell-Time-Histogramm gibt somit
an, wie hiufig die Verweildauer zwischen t und t+At auftrat. Die Dwell-Time-Histo-
gramme, die der Sprungdetektor ausgibt, sind in 500 “Bins“ (Abszissenbereiche At)
eingeteilt. Um das statistische Gewicht im Bereich der lingeren Ereignisse zugunsten
derer bei kurzen Zeiten zu reduzieren, werden die Daten in exponentiell wachsenden
Zeitintervallen gemittelt. Die Anzahl der Bins reduziert sich damit auf 50.

Nach Colquhoun et al. (1996) bewirken die Missed-Events, dass die Dwell-Time-
Histogramme mit einer Funktion t" exp(-t/t) gefittet werden miissen. Dadurch ergibt
sich ein ansteigender Teil in den Dwell-Time-Histogrammen. Colquhoun ez al. (1996)

haben gezeigt, dass t gut zu bestimmen ist, wenn die ersten Werte am ansteigenden Ast
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weggelassen werden. Dies gibt einen groben Anhaltspunkt fiir den Bereich, in dem die
Zeitkonstanten noch einigermaf3en gut bestimmt werden konnen.

Der Sprungdetektor ist das kritische Element in dieser Analyse. Die Analyse der Histo-
gramme wird auBerdem ungenau, wenn nicht geniigend Daten zur Verfiigung stehen
(Schrotrauschen, Schottky, 1922).
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Abbildung 4.5: Dwell-Time-Histogramm des geschlossenen Niveaus der Zeitreihe aus Abb.
4.1.

Blunck (1996, Blunck et al., 1998) modifizierte die Theorie der Auswertung von Dwell-
Time-Histogrammen von Kijima und Kijima (1987a,b) derart, dass eine Mehrkanal-
analyse einfacher wurde. Hierbei werden die Dwell-Time-Histogramme mit Summen
von e-Funktionen gefittet, wie es aus der Theorie der Markov-Prozesse folgt (Abschnitt
4.1). Eine der wichtigsten Fragen ist die Auswahl des ,richtigen* Modells. Die Anzahl
der Zustinde des Markovmodells ist abhiingig von der Anzahl der Exponential-
funktionen, die fiir das Fitten der Dwell-Time-Histogramme bendtigt werden.

Wihrend in der Literatur allgemein die Ermittlung der Zeitkonstanten T; und der Ampli-
tudenfaktoren d; das Ende der Analyse darstellen, geht der Target-Fit weiter. Das Ziel
der Analysen sind die Ratenkonstanten kj;.

Die Mehr-Kanal-Mehr-Zustands-Dwell-Time-Analyse als Target-Fit (Blunck er al.,
1998) wurde durchgefiihrt, indem die einzelnen Kanile zu einem Macro-Kanal zusam-
mengefiigt wurden. Im Falle des 2-Kanal-5-Zustands-Modells (A-O-G-C-Z, wobei A
und O die Offen- und G, C und Z die Geschlossen-Zustinde reprédsentieren) werden die
25 Zustinde des Macro-Kanals durch alle Kombinationen von zwei Kanilen [S1, S2]
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erzeugt, wobei S1 und S2 die Zustinde A, O, G, C oder Z bedeuten. Die Ubergangs—
raten des Macro-Kanals k., werden aus den ﬁbergangsraten ki; des Einzelkanal-Modells
berechnet

Krs = bi(r) : kz] (4.8a)

B

—K, =Y K, :Zglzglbf” -k, (4.8b)

s=1 i=l j
SEF J

—

1

wobei b” die Komponenten eines Vektors darstellen, die beschreiben, ob Uberginge
vom Macro-Zustand r mit den Einzelkanal-Ratenkonstanten k;; moglich sind oder nicht.
Q ist die Anzahl der Zustinde des Einzelkanals.

O. B. d. A. yn (t) fiir die Verweildauer im Strom-Niveau Y, ist

Bm
ym (l’) :Zdi(M) exp (/’Li(M) l.) (49)

i=1

d" =28, Y R"@v" | Y Y, | /"™ 10

rey, reY,, seY,

wobei

m Index des Macro-Zustands-Niveaus,

rund s Indices der Macro-Zustinde,

d; Amplituden-Faktoren,

A Eigenwerte,

A Eigenvektoren der Ubergangsmatrix,

Bn Anzahl der b-Vektoren im Bezug zum Macro-Zustand Y,
R,™ Steady-State-Besetzung,

Sm Skalierungsfaktor,

£, ™ Durchschnittliche Ubergangsfrequenz des Macro-Zustand-Niveaus m
sind.

Der Target-Fit hat mehrere Vorteile gegeniiber dem allgemeinen Zeitkonstantenfit. Die
Berechnung der Ratenkonstanten aus den Zeitkonstanten und Amplitudenfaktoren ist
sehr kompliziert und mitunter ungenau, auch wenn Jackson (1997) einen neuen Algo-
rithmus dafiir vorgeschlagen hat. Noch wichtiger ist, dass die Dwell-Time-Verteilungen
fiir alle Niveaus in einer Mehrkanalaufzeichnung gleichzeitig gefittet werden miissen.
Das ermoglicht nur der Targetfit, weil die Beziehung zwischen den Zeitkonstanten der
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einzelnen Niveaus sehr komplex ist, und dieser Zusammenhang schwerlich in den Fit-
algorithmus eingebracht werden kann.

4.5 Direkte-Zeitreihen-Fit

Alternativ dazu wurde das kinetische Verhalten durch einen direkten Fit der Zeitreihen
analysiert, der den Ein-Schritt-Vorhersage-Algorithmus von Baum et al. (1970) ver-
wendet. Diese Gleichungen wurden von Chung ef al. (1990) und Chung und Gage
(1998) angewandt, um die Leitfdhigkeitsniveaus wiederherzustellen und zu identi-
fizieren. Sie schitzten die Ubergangswahrscheinlichkeiten p; mit Hilfe des Baum-
Welch Algorithmus. Um jedoch die Ratenkonstanten kj; der Zustandsiibergénge zu
schitzen, nutzten Fredkin und Rice (1992) nur den Vorhersage-Schritt in Vorwirts-
richtung. Diese Niherung wurde von Albertsen und Hansen (1994) fiir die Mehr-
Zustands-Mehr-Kanal-Analyse ausgeweitet.

Der Vorhersageschritt in Vorwirtsrichtung ergibt die Variable in Vorwirtsrichtung des
Baum-Welch-Algorithmus:

a =Y a, \(Ip.f.(r) @.11)

wobel ag.1(s) die Wahrscheinlichkeit ist, dass der Macro-Kanal zur Zeit (k-1)At im
Zustand s ist. n ist die Anzahl der verschiedenen Niveaus gleicher Leitfdhigkeit. Dabei
sind beim 2-Kanal-5-Zustandsmodell die Macro-Kanal-Zustinde r, s = [AA, AO, AG,
AC, AZ, OA etc.] wie in der obigen Dwell-Time-Analyse.

pis ist die Ubergangswahrscheinlichkeit, dass das System vom Zeitpunkt (k-1)At zum
Zeitpunkt kAt vom Zustand r in den Zustand s wechselt. Die Ubergangswahrscheinlich-
keiten (p;) berechnen sich fiir das Abtast-Intervall At aus den Macro-Kanal-Raten-
konstanten K.

Fiir kurze Zeitintervalle At gilt:
Drs = Kis At (4.12)

ansonsten muss mit einer Exponentialfunktion (Kolmogorov-Gleichung (P=exp(KAt))
gerechnet werden (Albertsen und Hansen, 1994).

Die Wahrscheinlichkeit ay(i), das System zum Zeitpunkt k im Zustand 1 zu finden, ist
gleich der Summe der Wahrscheinlichkeiten, dass von einem Zustand j in den Zustand 1
gewechselt wurde.

Das Amplitudenhistogramm f(yx) wird in Einzelhistogramme aufgespalten (Abb. 4.2,
Gleichung 4.13). Dabei ist f; ein Teilamplitudenhistogramm, das zum Stromniveau Y's
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gehort. Es gibt die Wahrscheinlichkeit wieder, dass der Zustand s (der zu den Macro-
Zustdnden s gehort, die den gleichen Strom Y, verursachen) den Strom yy verursachen
kann, der zur Zeit k gemessen wird. Hierbei wird f; erhalten, indem das gemessene
Amplitudenhistogramm f(yx) entsprechend Gleichung 4.3 mit einer Summe von GauB3-
Funktionen gefittet wird:

t t Y — 2
f(yk>:2fs<yk>:2csexp[—%] (4.13)

wobei die Standardabweichung (o) gleich fiir alle Niveaus Y, ist, wenn es aus iiber-
lagertem Rauschen entsteht. t ist die Anzahl der Niveaus.

Folgende Normierungsbedingung gilt fiir fi(y) mit m; als Anzahl der Zustinde gleicher
Leitfahigkeit. Da die Ausgangswerte diskret sind, wird eine endliche Summe verwendet
mit Ymax, das von der Auflosung des Datenerfassungsystems abhéngig ist (in unserem
Fall, ymax = 4095 entsprechend einem 12 bit A/D Konverter).

ml.ymzajfs(y):l se{l,2,--,n} (4.14)

y=0

Die Likelihood L, die sich aus der gesamten Zeitreihe ergibt, lautet:

L= Ya (Dp, f.(3) (4.15)

N n n
k=l s=1 r=l1

Der hochste Wert von L ergibt sich, wenn der gemessene Strom yx mit der hochsten
Wabhrscheinlichkeit (fi(yx)) dem Zustand zugeordnet wird, der durch den Term (ax.i(r)
prs) mit der hochsten Wahrscheinlichkeit vorhergesagt wurde. Ein Downbhill-Simplex-
Algorithmus (Press et al., 1987) wird verwendet, um die gesetzten Einzelkanal-
Ratenkonstanten k;; zu finden, die die grote Wahrscheinlichkeit ergeben. Obwohl in
Gleichung 4.15 p, verwendet wird, werden die Einzelkanal-Ratenkonstanten k;; ausge-
wertet, da in jedem Iterationsschritt der Fitroutine der Simplex-Algorithmus einen Satz
von kj; des einzelnen Kanals vorschligt. ¥ und p, werden mit Hilfe von Gleichung
4.8a,b (Blunck et al., 1998) und der bereits erwihnten Kolmogorov-Gleichung
(P=exp(KAt); Albertsen und Hansen, 1994; Albertsen, 1994) berechnet, wobei P und K
jeweils die Matrizen von p,s und ¥ sind.

Welcher Wert fiir ag(s) gewihlt wird, hat bei langen Zeitreihen keinen grofen Einfluss
auf die Likelihood (Chung et al., 1991).
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Selbst bei neueren PCs ist die Rechenzeit dieser Fitroutine nicht zu vernachlidssigen.
Daher muss beim Direkten-Zeitreihen-Fit die Anzahl der benotigten Rechenschritte
linear mit der Anzahl der Datenpunkte steigen. Der Préadiktionsschritt (Gleichung 4.11)
nimmt daher jeweils nur auf den vorherigen Zeitpunkt Bezug.

4.6 Simulation der Zeitreihe

Die Simulationen der Zeitreihen der Hidden-Markov-Modelle wurden mit dem Algo-
rithmus von RieBner (1994) durchgefiihrt, der bei Blunck er al. (1998) beschrieben ist.
Das Programm wurde von Woelk (2000) erweitert.

Zwei Zufallsgeneratoren wurden eingesetzt: einer, um die Zeit t des Sprungs zu erken-
nen (abhédngig von der Ratenkonstanten kjj) und einer fiir den Zielzustand des néchsten
Sprungs.

Die Verteilung der Wahrscheinlichkeit yy(t) fiir die Aufenthaltslinge t eines Zustandes
ist gegeben durch:

y,0=d" exp™n)  mit  —k =A=Yk (4.16)

i#]

Um die Zeit t des Sprungs zu bestimmen, wird in Gleichung 4.16 die erste Zufallszahl
fiir ym(t) eingesetzt und nach t aufgelost. Um den Zielzustand des nédchsten Sprungs zu
bestimmen, wird das Intervall [0;1] in Abschnitte der Linge kij/Ai unterteilt. Als Ziel-
zustand wird derjenige ausgewihlt, in dessen Bereich die zweite Zufallszahl fallen wird.
Nach dem Sprung startet der Algorithmus mit zwei neu gewdhlten Zufallszahlen von
Neuem.

Die Wirkung des Antialiasing-Filters wurde wie folgt eingebaut: die Antwort eines
vierpoligen Bessel-Filters mit einer Grenzfrequenz von 50 oder 25 kHz wurde im
Rechner gespeichert. Jedes Mal, wenn der Zufallsgenerator einen Sprung verursachte,
wurde die Antwort des Filters aus dem Speicher entnommen und zum existierenden
Zeitverlauf hinzugefiigt. Dies fiihrt zu einer Summe von zeitlich verzogerten Sprung-
antworten des Filters. Alte Antworten, die auf unter ein Bit abgeklungen waren, wurden
abgebrochen, um den Summationsbereich nicht zu sehr wachsen zu lassen. Diese Werte
werden dann mit einem angegebenen Ruhestrom addiert.

Rauschen wurde iiberlagert, indem die Werte eines gespeicherten Rauschens, das mit
demselben Antialiasing-Filter aufgenommen oder vom Programm ,makenoise*
(RieBner, 1994) erzeugt wurde, iibernommen wurden. Das Signal-Rausch-Verhiltnis
(SNR) (I/6) ist frei wihlbar.
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Die simulierte Zeitrethe wird dann in einem bindren File abgelegt, der dem Format
eines gemessenen Datenfiles entspricht.

4.7 Bestimmung der Besetzungswahrscheinlichkeit der ein-
zelnen Zustiande des Markov-Modells

Wenn p;i(t) den Besetzungszustand, der durch einen Vektor P(t) zusammengefasst wird,
bezeichnet und die Ubergangsratenkonstanten als Matrix K mit den Elementen k;; dar-
gestellt werden, so ergibt sich aus dem Massenwirkungsgesetz fiir die Fliisse in und aus
den Zustdnden die folgende Differentialgleichung:

dP(1)

=P(t)-K (4.17)

Fir die Berechnung der Steady-State-Verteilung pi(ec) im i-ten Zustand wird voraus-
gesetzt, dass die Anderung der Besetzungswahrscheinlichkeiten Null ist. Aus der
Differentialgleichung (4.17) wird mit dieser Voraussetzung das folgende Bestimmungs-
system erhalten:

(p, (), py(0),..)* K =0 (4.18)

Das Argument oo bedeutet stationidre Zustdnde. Auflerdem gilt, dass die Summe iiber
alle Besetzungswahrscheinlichkeiten gleich eins sein muss:

Y pie)=1 (4.19)

Mit Hilfe der Gleichungen 4.18 und 4.19 wird ein lineares Gleichungssystem erzeugt,
welches fiir die Bestimmungen der Besetzungswahrscheinlichkeiten angewendet wird.
Oben dargestellte mathematische Methoden dienen zur Analyse der Messdaten. Ein
Problem, das allerdings jede mathematische Analyse erschwert, ist das Rauschen. Auf
seine Entstehung und die unterschiedlichen Méglichkeiten der Verminderung wird im
nichsten Kapitel niher eingegangen.
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5 Rauschreduktion und Ziehen der Pipetten

5.1 Rauschquellen

Das Signal-Rauschverhiltnis ist entscheidend fiir das zeitliche Auflosungsvermodgen der
Messungen. Es gibt unterschiedliche Rauschquellen, die die Auflésung der Messungen
verschlechtern. Deshalb wird versucht, das Rauschen der Messanordnung zu mini-
mieren. Um das Hintergrundrauschen zu reduzieren, muss eine sehr dichte Verbindung
zwischen Zellmembran und dem Rand der Pipette entstehen. Das bedeutet je besser das
Seal ist, desto kleiner ist das Hintergrundrauschen.

Es diirfen auch keine Fremdsignale das Stromsignal beeinflussen. Die Fremdsignale
werden weitgehend durch den Aufbau im Faraday-Kifig beseitigt.

5.1.1 Pipettenrauschen

Die Hauptquelle des Rauschens ist das Pipettenrauschen. Es ist eine Folge des Span-
nungsrauschens des Vorverstirkers. Am Verstirker wird ein Spannungssollwert
angelegt (Abb. 3.1), der aufgrund der Gate-Source-Strecken der beiden Eingangs-
transistoren des Differenzverstdrkers rauscht. Dieses Spannungsrauschen wird ent-
sprechend dem Riickkopplungsfaktor aus Messwiderstand R; und Pipettenkapazitit Cp,
also R¢ Il joC, verstidrkt (Abschnitt 3.2 und 3.3.1). Wie stark das Rauschen durch den
Vorverstidrker verstiarkt wird, hingt damit hauptsédchlich von der Kapazitit der Pipette
ab (Sigworth, 1983), und zwar des Teils, der durch die Badlosung nach der Beschich-
tung benetzt wird. Haak (2000) ermittelte daher das Stromrauschen in Abhéngigkeit von
der Kapazitit. Fir eine Kapazitit von C > 4 pA wird ein kapazitdtsabhingiges Stor-
signal verursacht. Die Aufgabe besteht darin, dieses kapazitdtsabhingige Storsignal zu
verringern.

Die Kapazitit der Pipette wird nédherungsweise als Zylinderkondensator beschrieben:
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2-1-1

Chipete =€ € - 4 5.1
| —2uben.
dinnen

wobei
g elektrische Feldkonstante (8.85- 107'* As/Vm)
€ Dielektrizitdtskonstante
| Eintauchtiefe der Pipette
d Durchmesser der Pipette
sind.

Es gibt insgesamt drei Moglichkeiten, die Kapazitit der Pipette zu reduzieren: die Ein-
tauchtiefe klein zu halten, das Verhiltnis von AuBlen- zu Innendurchmesser zu ver-
groBBern oder eine kleinere Dielektrizitdtskonstante zu erreichen.

5.1.1.1 Eintauchtiefe

Das Rauschen kann um den Faktor 2.2 (+0.5) reduziert werden, wenn die Pipette mit
dem Excised Patch (Inside-Out; Abschnitt 3.2.1) nahe der Oberfliache der Losung gehal-
ten wird (20 um, Abb. 5.1; Keunecke, 1995; Farokhi et al., 2000).

— ——1—H—-N—E-u-a -
6 -y A-E-E-N

I) -
/
J

c (PA)

0 1 1 L 1 1 1 L
0 500 1000 1500 2000
Eintauchtiefe (um)

Abbildung 5.1: Rauschen des Stroms (o) in Abhingigkeit von der Eintauchtiefe der

Pipette. Es handelt sich um einen Excised Patch mit einem Seal-Widerstand von 5 GQ. Bei
dieser Messung wurde der Dagan 3900A Verstéirker verwendet, mit einer Abtastrate von 200
kHz und einem vierpoligen Besselfilter von 50 kHz (Keunecke, 1995; Farokhi et al., 2000).
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5.1.1.2 Dielektrizititskonstante

Die Gliser fiir Pipetten werden je nach Hohe des Schmelzpunktes in sogenannte weiche
Gliaser (unter 700 °C, Sodagldser), mittelharte Glidser (700 bis 850 °C, Borosilikat-
gliser) oder harte Gliser (ab 900 °C, Aluminiumsilikatgldser) unterteilt. Alternativ dazu
konnen auch Quarz-Glas (1580 °C) Elektroden verwendet werden. Sie zeichnen sich bei
Messungen durch ein geringeres Rauschen aus. Dies liegt an ihrer elektrischen Charak-
teristik (geringere Dielektrizitdtskonstante von 3.8) und ihrer hydrophoben Oberfliche
(Dudel et al., 2000).

Zum Ziehen der Pipetten werden Pipettenziehgerite (Puller) verwendet. Fiir normales
Glas konnen konventionelle Gerite genutzt werden, die mit einer elektrischen Heizung
(Heizspule) ausgeriistet sind. Diese erreichen jedoch den Schmelzpunkt von Quarz-Glas
nicht. Daher wird fir Quarz-Glas Knallgas verwendet, dessen Gasdruck kontrolliert
werden kann. Das Pipettenziehgeridt, mit dem gearbeitet wurde, ist ein DMZ Quarz
Ziehgerit (Zeitz Instruments, Miinchen; Parzefall et al., 1998; Dudel et al., 2000; Ab-
schnitt 5.2.2).

Es gibt auch Pipettenziehgerdte, die mit Laser-Licht arbeiten (P2000, Sutter
Instruments, Novato, Calif.,, USA). Da aber Laser-Licht kaum von Quarz-Glas absor-
biert wird, ist das Heizen nicht sehr effektiv. Es konnen daher nur Pipetten bis zu einem
AuBlendurchmesser (d,) von 1.5 mm gezogen werden.

5.1.1.3 Wanddicke

Die relative Wanddicke der Pipette (das Verhiltnis von Auflen- zu Innendurchmesser
do/d;) ist umgekehrt proportional zur Kapazitit. Damit wird das aufgenommene
Rauschen bei einer dickeren Wandstidrke der Glaspipetten (d, von 2 mm und d; von 1
mm, Heraeus, Hanau) minimiert. Mit dem DMZ Quarz Ziehgerit wird aus den Glas-
rohren mit der relativen Wanddicke (d,/d;) von 2 eine Erhthung der relativen Wand-
dicke an der Spitze um den Faktor 3 bis 5 erzeugt (Abb. 5.3). Mit Laserpullern ist es
nicht moglich, wihrend des Zugvorganges die Spitze der Elektroden zu dicken Wand-
starken zu formen. Wenn Spitzen mit einer dickeren Wandstidrke produziert werden,
kann nach Angaben des Herstellers auf das Beschichten und die Oberfldchenbehand-
lung der Pipetten verzichtet werden.

5.2 Bearbeiten und Ziehen der Pipetten

Die Glasrohrchen, die hier verwendet wurden, waren entweder aus Borosilikat-Glas
(Hilgenberg, Malsfeld) oder Quarz-Glas (Heraeus, Hanau). Der Ziehvorgang dieser
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beiden Pipettenarten unterscheidet sich deutlich. Soll beim Ziehen eine gute Reprodu-
zierbarkeit der Pipetten erreicht werden, kann zur Messung Borosilikatglas einsetzt
werden. Soll aber das Rauschen weiter minimiert werden, wird ein Quarz-Glas Puller
verwendet. Es wird jedoch eine weniger gute Reproduzierbarkeit bei der Herstellung
dieser Elektroden in Kauf genommen (Abschnitt 5.2.2).

5.2.1 Pipetten aus Borosilikatglas

Die Elektroden wurden aus Borosilikat-Glas (d, = 1.5 mm und di = 1 mm) hergestellt.
Sie wurden intern mit Sigmacot (Sigma, Deisenhofen) mit einer Spritze beschichtet.
Diese Behandlung schirmt die Oberflichenladung ab, wodurch das Rauschen vermin-
dert wird (Keunecke, 1995). Zur Verdampfung des nicht gebundenen Sigmacot werden
anschlieBend die Glasrohrchen zwei Tage lang getrocknet. Dies geschieht unter einem
Abzug, da Sigmacot giftig ist.

Die Pipetten werden anschlieBend mit Hilfe eines L/M-3P-A-Pullers (List, Darmstadt)
gezogen. Dieser Ziehvorgang wird in zwei Stufen mit unterschiedlicher Temperatur-
einstellung durchgefiihrt. Der Grund fiir das zweistufige Ziehen der Pipette ist, dass
dadurch der kleine Offnungsradius der Pipettenspitze stumpf wird, damit die Membran
beim Aufsetzen der Pipette nicht durchstochen wird.

Das Glasrohrchen wird in die Ziehvorrichtung eingespannt und mit einem Gewicht
belastet. Die Mitte des Glasrohrchens umgibt eine Heizspule mit einstellbarem Heiz-
strom. Hier schmilzt das Glas und wird durch das Gewicht in die Linge gezogen. Das
Ziehen wird durch einen Spacer wihrend der ersten Stufe festgelegt. Mittels einer
weiteren Spacereinstellung wird das Glasrohrchen auf die Gliihwendel zentriert und
zum Schmelzen gebracht. Nach der zweiten Stufe wird das Glasrohrchen abgerissen,
und es entstehen zwei Pipetten mit einem Offnungsdurchmesser von etwa 1um.

Die Pipetten werden anschlieBend poliert, um durch die dadurch entstandene gléttere
Oberfliche eine bessere Haftung zwischen Pipette und Membran zu erreichen, was die
Lebensdauer des Patches verldngert. Die Pipettenspitze wird dazu an einen mit Glas be-
schichteten, glithenden Draht unter einem Mikroskop gehalten. Die Glasbeschichtung
verhindert, dass Ionen, die die Pipettenspitze verschmutzen, emittiert werden.

Colquhoun und Sakmann (1985) haben das Rauschen mit Sylgardbeschichtung redu-
ziert. Dadurch werden die Kapazitdt und die kriechenden Strome der Salzlosung an der
Oberfliche der Elektroden verringert. Um Verschmutzungen der inneren Wand mit
Salzlosung zu vermeiden, wird der obere Teil der Elektrode mit Paraffin oder Silicon-Ol
beschichtet. Das Beschichten der Elektroden ist zeitaufwendig.

Auf der Aullenseite wurden die Pipetten nicht mit Sylgard (Dow Corning, Midland, MI)
beschichtet, da dies hinderlich dabei gewesen wire, den Patch nahe an die Oberfliche
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der Badlosung zu bringen. Die oben beschriebene Innenbeschichtung mit Sigmacot war
erfolgreicher (Keunecke, 1995).

5.2.2 Pipetten aus Quarz-Glas

Die Funktionsweise des DMZ Quarz-Glas Ziehgerits ist schematisch in Abb. 5.2 darge-
stellt. Die Heizung (H), die Zugkraft (F) und die Ausdehnung der Quarz-Glas-Kapillare
(s) sind als Funktionen der Zeit aufgetragen. Das Quarz-Glas wird in vier Ziigen (drei
Vorziige P(A) und ein Endzug P(B)) gezogen. In Abb. 5.2 sind nur einer der drei Vor-
ziige und der letzte Zug dargestellt.

<{P(B) t(H)
Starttaste > P(B) t(F1)
. P(A)H
Heizung Hl P@B)H ~—
SchlieBen
der p——
Glashalterunggn
= &
T P(A) F(TH) E @
= -
Zugkraft F | I =
P — P(B) F(TH)
0  P@)FD (initial pull)
[ &
& 3
d & / P(B) s(TH) A
Weg des <7 7‘ “““““ —"
G I%SGS = Rezentrierung des Glases und

Wiederholungen des Vorganges
GBx)

t —>

Abbildung 5.2: Schematische Darstellung des Zugablaufs beim Knallgas Ziehgerit. Es
sind nur einer der drei Vorziige (P(A)) und der letzte Zug (P(B)) abgebildet. Die Heizung (H),
die Zugkraft (F) und die Ausdehnung der Quarz-Glas-Kapillare (s) sind als Funktionen der Zeit
dargestellt.

Im folgenden wird der Ziehvorgang beschrieben:

Nach Betitigung der Starttaste wird das Glas automatisch festgeklemmt. Der Brenner-
Block bewegt sich in einer Position ober- und unterhalb des Quarz-Glases. Das Gas
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flieBt dann durch ein Ventil, das mit einem Drucksensor kombiniert ist. Bei Fehlfunk-
tionen schlieft das Ventil. Das Sauerstoff-Wasserstoffgasgemisch wird durch Wasser-
elektrolyse in einem Generator (Hydromat-5000, Vetter Apparatebau, Konigsbach-
Stein) erzeugt. Der Gasgenerator ist mit dem Gaseinlass des Ziehgerits verbunden.
Zwischen dem Ziehgerdt und dem Generator befindet sich ein weiteres Ventil, das
geschlossen wird, wenn Storungen auftreten oder der Gasdruck, der mit einem Druck-
sensor gemessen wird, am Eingang unter den Betriebsbereich fillt.

Bei ausreichendem Gasdruck wird die Heizung P(A)H geziindet. Wihrend das Glas
schmilzt, wird die Zugstange durch eine Bremse bis zum Zeitpunkt P(A)t(F1) fest-
gehalten. Dadurch entsteht an der Schmelzstelle eine dickere Glaswand, und der innere
Durchmesser der Pipette (d;) wird leicht eingeengt. Erst danach wird die Bremse gelost
und gleichzeitig die Zugkraft P(A)F(TH) gestartet. Erst wenn das Glas um die Strecke
P(A)s(TH) gedehnt ist, werden Heizung und Zugkraft ausgeschaltet. Das Glas wird von
einem linearen Motor zuriickgestellt, so dass die Einbuchtung zur Heizung zentriert
wird. Dieser Vorgang wird dreimal bei gleichen Einstellungen durchgefahren.

Die drei ersten Ziige gestalten die Spitze der Elektrode. Damit wéchst das Verhéltnis
von AuBlen- zu Innendurchmesser (d/di) im engen Bereich des Rohrs. Die Endform der
Elektrode ist jedoch abhingig vom letzten Zug. Die Form der Spitze der Elektroden ist
wichtig fiir die Reduzierung der Kapazitédt und des Rauschens (Levis und Rae, 1998).

Im nun folgenden letzten Zug P(B) wird das Glas getrennt. Wahrend die Heizung
P(B)H ziindet, startet zur gleichen Zeit die Zugkraft P(B)F(TH). Das Glas wird aus-
gedehnt, bis die Distanz P(B)s(TH) erreicht wird. Die Zugkraft P(B)F(TH) wird
ausgeschaltet, und gleichzeitig starten zwei Delays, ndmlich P(B)t(H) und P(B)t(F1).
Nach der Zeit P(B)t(H) wird die Heizung ausgeschaltet und fihrt zuriick. Die Pipette
kiihlt sich ab (zum besseren Verstdndnis wurde in Abb. 5.2 die Heizungslinie an dieser
Stelle als e-Funktion gezeichnet). Nach der Zeit P(B)t(F1), wenn das Glas etwas
abgekiihlt ist, startet der erste Hauptzug P(B)F1, bis das Glas um die Strecke P(B)s(F2)
ausgedehnt wird. Dann setzt der zweite Hauptzug ein.

Die Verzogerungszeit P(B)t(F1) ohne Zug bei fallender Heiztemperatur ist entscheidend
fiir die Qualitdt der Spitzen. Bei steigender Verzogerungszeit (P(B)t(F1)) oder bei nied-
rigerem Gasdruck (P(B)H) wird die Wand an der Spitze dicker und die Spitzoffnung
breiter. Andererseits kann es dazu kommen, dass sich die Elektroden nicht trennen. Am
Ende werden die Elektroden losgeklemmt und herausgenommen. Sie werden auf die
gewiinschte Linge gekiirzt und sind dann bereit fiir Patch-Clamping.

Es ist nicht einfach, dickwandige Elektroden mit geeigneter Offnung herzustellen, da
das Ziehen dieser Elektrodenart von vielen Parametern des Pullers abhéngt. Die Ein-
stellung dieser Parameter @ndert sich mit den momentanen Umgebungseinfliissen im
Puller und im Raum. Daher ist die Reproduzierbarkeit bei der Herstellung dieser
Elektroden weniger gut. Das Pipettenrauschen wird jedoch dadurch bis zu 30%
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reduziert, so dass auf das Beschichten und die Oberflachenbehandlung der Pipetten ver-
zichtet werden kann. In Abb. 5.3 ist die Form der Spitze und die Wanddicke der Pipette,
die mit dem DMZ Quarz Ziehgerit gezogen wurde, dargestellt.

(A) (B)

—-5—

50 pm 20 pm

(©)

20 pm

Abbildung 5.3: Gezogene Quarz-Glas Elektroden mit dem DMZ Quarz Ziehgerit. Die
Aufnahmen zeigen die Pipettenform und ihre Wanddicke. Sie wurden mit einem Mikroskop
mit 100 (A), 200 (B,C) und 400 (D) facher VergroBerung digital fotografiert. In C und D sind
die relative Wanddicke der Elektroden an der Spitze gut erkennbar.

Fiir beide Pipettenarten (Borosilikat-Glas und Quarz-Glas) muss versucht werden, jeg-
liche Staublagerung auf der Spitze der Pipetten zu vermeiden, da sie dadurch unbrauch-
bar werden. Aus diesem Grund wurden sie in einem geschlossenen Kasten aufbewahrt.
Fiir die Herstellung der Ag/AgCl-Elektroden wurden Silberdrahtelektroden (=0.5mm)
in einer galvanischen Zelle mit 1 M NaCl-Losung bei 1.5 V fiir 20 min chloriert. Die
Chlorierung fiihrt dazu, dass der Draht nicht polarisierbar wird.

Mit den in den obigen Kapiteln dargestellten Mess- und mathematischen Methoden soll
das in der Kanalforschung bekannte und ungeklirte Phinomen des anomalen Molfrak-
tionseffekts ndher untersucht werden.
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6 Der anomale Molfraktionseffekt (AMFE)

Unter dem anomalen Molfraktionseffekt (AMFE) wird folgendes Phinomen verstanden:
Die Kanalleitfdhigkeit durchlduft als Funktion des Verhéltnisses der Konzentration von
zwel lonenarten ein Minimum, wobei die Gesamtkonzentration konstant gehalten wird
(Hille, 1992). Die Besonderheit besteht darin, dass der Strom in diesem Extremum einer
Mischung aus bestimmten Ionen kleiner ist als in den reinen Losungen (Abb. 6.1).

Das Verhalten des anomalen Molfraktionseffekts ist immer als ein Beispiel fiir mehrfache
Ionenbindungsstellen und starke Ion-Ion-Wechselwirkungen in der Pore (Abschnitt 7.1
und 7.3) angefiihrt worden. Welche Modelle bis jetzt fiir die Erkldrung des AMFE ange-
wendet wurden, wird erst im nichsten Kapitel ausfiihrlich erlidutert.

6.1 Bisherige Messergebnisse

Der anomale Molfraktionseffekt wurde sowohl bei tierischen als auch bei pflanzlichen
Membranen beobachtet. Er tritt bei Pflanzenkanilen in TI'/K*-Losungen (Tester, 1988;
Draber et al., 1991) oder in tierischen Kanilen (Hagiwara et al., 1977; Wagoner und
Oxford, 1987) in K*/Rb"- oder NH,*/Rb*-Losungen (Eisenmann et al., 1986), im Ca®*-
Kanal (Ca®*/Ba**: Friel und Tsien, 1989; Hess und Tsien, 1984) oder im CI-Kanal (CI
/SCN': Dietrich und Hedrich, 1998; Tabcharani ez al., 1993) auf.

Im folgenden werden die bisherigen Erkenntnisse iiber den AMFE (in erster Linie bei
pflanzlichen Zellen und bei einer Mischung von K" und TI") vorgestellt.

6.1.1 Ergebnisse von Hagiwara

Der AMFE an Eizellen des Seesterns Mediastera aequalis bei externem Losungswechsel
wurde von Hagiwara et al. (1977) beobachtet. Bei diesen Versuchen bestand die Losung
aus einer Mischung von K und TI" mit einer Gesamtkonzentration von 25 mM. Das
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Der anomale Molfraktionseffekt

Minimum der Abhingigkeit der Leitfdhigkeit von der Konzentration, die sich bei
verschiedenen Spannungen verschiebt, ist bei der reinen K*-Konzentration dichter als bei
der TI'-Konzentration (Abb. 6.1).

- 2,0
11,5

GK+T1
- 1,0 G,
—0,5

R 1
0,5 1,0
Cy
CTI+CK

Abbildung 6.1: Membranleitfihigkeit an Eizellen des Seesterns Mediastera aequalis in

einer Mischlosung von K" und TI™-Ionen. Der TI™-Anteil (Cr) im Verhiltnis zur
Gesamtkonzentration (Cp+Cyg) variiert zwischen O und 1. Die Leitfihigkeit (G) geht durch
das Minimum (Hagiwara et al., 1977).

Hagiwara et al. (1977) erkliarten den AMFE mit Hilfe eines Modells mit zwei Binde-
stellen (Hille und Schwarz, 1978, Abschnitt 7.1), weshalb der AMFE als Bewesis fiir das
Multi-Ion-Porenmodell gesehen wurde.

6.1.2 Ergebnisse von Draber

Der AMFE an cytoplasmatischen Tropfen der Alge Nitella wurde von Draber et al.
(1991) untersucht. Die Versuche (Draber, 1990) wurden in der Cell-Attached Konfi-
guration (Abschnitt 3.2.1) bei einer Mischung aus K" und TI" im Bad und in der Pipette
durchgefiihrt (die Gesamtkonzentration betrug 150 mM ).

In Abb. 6.2 ist die Abhingigkeit des Einzelkanalstroms vom TI"/(TI" +K")-Verhiltnis
dargestellt. Es stellte sich die Frage, ob der AMFE auf schnelles Schalten (Gating,
Abschnitt 7.4, 8.5 und Kapitel 10) oder auf einen Permeationsmechanismus z. B. in
einem Multi-Ion-Poren-Modell (Abschnitt 7.1) zuriickzufiihren ist. Schnelles Schalten
wiirde fiir das enzymkinetische Modell mit ,lazy-state* sprechen (Abschnitt 7.2) und
einen Effekt der Offnungswahrscheinlichkeiten beinhalten. Aufgrund der damals
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verwendeten Filterfrequenz von 1 kHz konnte diese Frage jedoch nicht eindeutig beant-
wortet werden.

G
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Abbildung 6.2: Der anomale Molfraktionseffekt an der Griinalge Nitella fexilis bei Draber
(1990).

Es ergaben sich jedoch folgende Hinweise auf einen Gating-Mechanismus (Abschnitt
8.5):

Die Strom-Spannungskurven (Abb. 6.3) zeigen ein ,Drehverhalten®. Dies beinhaltet,
dass der Strom der gemischten Losung in allen Spannungsbereichen unter dem der reinen
Losungen liegt. Mit Hilfe des Multi-Ion-Poren-Modells konnte dieser Effekt nicht erklart
werden, da es den AMFE nur innerhalb eines begrenzten Spannungsbereichs beschreiben
konnte (Schultze, 1990; Draber et al., 1991). Daher versuchten Draber et al. (1991), das
Drehverhalten mit Hilfe des enzymkinetischen Modells mit ,lazy-state* (Hansen et al.,
1981, 1983; Abschnitt 7.2) zu beschreiben.

Das Problem hierbei ist, dass ein Nichtnachweis des schnellen Schaltens nicht den
Schluss auf die Nichtexistenz zuldsst, weil das Schalten schneller als die Nachweisgrenze
der jeweiligen Messung sein konnte. Als Hypothese lag zugrunde, dass der Detektor dem
Einzelereignis nicht mehr folgen kann, und folglich die Verminderung der Leitfdhigkeit in
der gemischten LoOsung auf das Mitteln iiber unentdecktes schnelles Schalten
zuriickzufiihren ist (Abschnitt 7.4). Es bestand die Moglichkeit, dass bei einer
Filterfrequenz von 1 kHz dieses hypothetische Schalten nicht beobachtet werden kann.
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Abbildung 6.3: Effekt von TI" auf die Strom-Spannungskurven (Draber et al., 1991). Die
Kreise stellen die Spannungsabhingigkeit des K*-Einzelkanalstroms ohne T1* in der Losung
dar. Die Dreiecke zeigen die Strom-Spannungskurve bei einer TI*-Konzentration von 75 mM.
Die Quadrate zeigen die Strom-Spannungskurve bei reiner TI*-Konzentration. Der Strom der

gemischten Losung ist in allen Spannungsbereichen unter dem der einzelnen Losungen.

6.1.3 Ergebnisse von Albertsen

Eine Moglichkeit, das hypothetische schnelle Schalten zu finden, besteht in der Erh6hung
des zeitlichen Auflosungsvermogens. Albertsen (1994) fithrte Untersuchungen an Chara
Corallina mit K*'/TTI*-Losungen bei einer Gesamtkonzentration von 150 mM durch (Abb.
6.4). Die Messungen erfolgten an Excised-Patches bei einem einseitigen

Losungsaustausch im Bad. Die Filterfrequenz betrug 20 kHz bei einer Abtastfrequenz
von 100 kHz.
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Abbildung 6.4: AMFE gemessen von Albertsen (1994) an Chara Corallina
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Trotz des erhohten zeitlichen Auflosungsvermogens trat weiterhin eine Reduzierung des
scheinbaren Einzelkanalsstromes auf (Abb. 6.4). Fiir negative Spannungen wurde ein
Maximum im Betrag des Einzelkanalstroms beobachtet, welches allerdings durch andere
Untersuchungen (z.B. Keunecke, 1995) nicht bestétigt werden konnte.

Zusitzlich traten bei den Messungen von Albertsen Sublevel auf. Das sind Unterleit-
fahigkeitsstufen, bei denen der Kanal leitet, ohne das volle Stromniveau zu erreichen. Bei
den Untersuchungen von Albertsen (1994) stand jedoch nicht der AMFE im Vor-
dergrund des Interesses, sondern die Entwicklung eines Verfahrens des Direkten-Zeit-
reihen-Fits mit Hilfe von Hidden-Markov-Modellen (Albertsen und Hansen, 1994; Ab-
schnitt 4.5). Aus diesem Grund sind nur wenige Messungen zum AMFE durchgefiihrt
worden, was dazu fiihrte, dass die Untersuchungen mit hohem Zeitauflosungsvermogen
von Keunecke (1995) wiederholt wurden.

6.1.4 Ergebnisse von Keunecke

Die Versuchsbedingungen von Keunecke (1995) waren denen von Albertsen (1994)
dhnlich. Die Messungen wurden an Chara Corallina mit einem einseitigen Losungs-
austausch im Bad durchgefiihrt. Um an einem Patch alle Konzentrationen einer Mess-
reihe durchmessen zu konnen, wurde der Losungsaustausch mit einer Spiilung durchge-
fithrt. Die Gesamtkonzentration betrug wie bei Draber (1990) und Albertsen (1994) 150
mM. Um das hypothetische schnelle Schalten zu erkennen, war die Filterfrequenz mit 50
kHz bei einer Abtastrate von 200 kHz groBer als diejenige bei Draber (1990) und
Albertsen (1994).

Trotz dieser hohen Zeitauflosung wurde der AMFE wieder im scheinbaren Einzelkanal-
strom gemessen (Abb. 6.5), wobei das Minimum der Leitfihigkeit bei 5 bis 10 mM TI'-
Konzentration lag und bei hoheren Spannungswerten stirker ausgeprigt war. Trotz
einseitiger TI™-Gabe fand Keunecke (1995) den AMFE fiir positive und negative Span-
nungen (Abschnitt 8.3). Die Lage der minimalen Leitfdhigkeit war spannungsunabhingig
(Abb. 6.5A). Die Strom-Spannungskurve fiir das TI" / K*-Gemisch liegt betragsméBig
sowohl unterhalb der reinen TI*-Kurve als auch unter der reinen K*-Kurve (Abb. 6.5B).
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Abbildung 6.5: A) Der anomale Molfraktionseffekt an der Griinalge Chara Corallina bei
verschiedenen Spannungen (Keunecke, 1995). T1* wurde im Bereich von 0 bis 150 mM
variiert. Die Messungen zeigen eine Symmetrie bzgl. der Nulllinie. Die Lage des Minimums
bleibt im Bereich von 10 mM TI*-Konzentration fiir verschiedene Spannungen erhalten.

B) Strom-Spannungskurven fiir verschiedene TI*-Konzentrationen (0 mM TI*, 10 mM TI",

150 mM TI") (Keunecke, 1995). Der Strom der gemischten Losung liegt in allen Spannungs-

bereichen unter dem der einzelnen Losungen.

Keunecke (1995) versuchte, fir die Kldrung des AMFE den Ansatz des Wu-Modells
(Wu, 1991, 1992) zu verwenden (Abschnitt 7.3). Mit Hilfe des Wu-Modells konnte die
Konzentrationsabhingigkeit jedoch nur fiir positive Spannungen gefittet werden (Abb.
6.6). Bei positiver Spannung und geringer TI*-Konzentration fiel der Einzelkanalstrom
und das Minimum lag bei den Messungen sehr dicht an der reinen K*-Konzentration. Das
bedeutet, dass bei Zugabe von geringeren Mengen des blockierten Ions der Effekt der
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Stromreduzierung am groBten ist. Beil negativer Spannung stimmten die Fitergebnisse
nicht mit den Messwerten iiberein (Abb. 6.6).
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Abbildung 6.6: Kurvenverlauf des Wu-Modells fiir unterschiedliche Spannungen. Fiir

negative Spannungen zeigen die berechneten Kurven keinen AMFE mehr (Keunecke, 1995).

In der Daten von Keunecke (1995) wurden fiir reine K*- und TI"-Konzentrationen je eine
schnelle und langsame Zeitkonstante ermittelt. Die schnelle Zeitkonstante war in der
Mischlésung aus K*- und TI'-Ionen verschwunden. Es bestand die Moglichkeit, dass die
schnelle Zeitkonstante nicht im Bereich der zeitlichen Auflosung des Detektors lag.
Dieser Hinweis des Verschwindens der schnellen Zeitkonstanten bei der Mischlosung
gab den Ausschlag, die Suche zu intensivieren, ob beim AMFE nicht doch unentdecktes
schnelles Schalten vorliegt.

6.1.5 Ergebnisse der Diplomarbeit

Eine Moglichkeit, Schaltprozesse zu verlangsamen, besteht in einer Verringerung der
Umgebungstemperatur. So wurde versucht, mit Hilfe der Abkiihlung den Nachweis fiir
die Beteiligung unentdeckten schnellen Schaltens zu erbringen. Diese Methode wurde
bereits beim Na*-Block des K™-Kanals in Chara (Blunck, 1996; Hansen et al., 1997)
durchgefiihrt. Es traten zwei Effekte auf: 1. Bei Normaltemperatur fehlt im Dwell-Time
Histogramm die schnelle Zeitkonstante beim Na* Block (Blunck, 1996). Sie taucht bei
tiefen Temperaturen wieder auf. 2. Die Einzelkanalstrome mit und ohne Zweition kon-
vergierten bei tieferen Temperaturen sowohl beim Na" Block (Blunck, 1996; Hansen et
al., 1997) als auch beim AMFE (Farokhi, 1998). Dieses Verhalten wurde dabei als ein
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Hinweis auf die Mitwirkung schnellen Schaltens beim Na*-Block betrachtet. Aus diesem
Grund wurden Messungen bei 7 °C auch fiir den AMFE durchgefiihrt.

Der Vergleich von Abb. 6.7 und Abb. 8.2 macht deutlich, dass durch Temperatur-
senkung der Einzelkanalstrom bei reinem Kalium sowohl fiir positive als auch fiir
negative Spannungen sinkt. Dies stimmt mit den Messungen von Blunck (1996) sowie
von Zanello und Barrantes (1994) iiberein und entspricht der Erwartung, dass alle
Prozesse mit hoherer Temperatur schneller ablaufen.
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Abbildung 6.7: Effekt von TI" auf die IV-Kurven bei einer Temperatur von 7 °C. Die
Quadrate stellen die Spannungsabhiingigkeit des K*-Kanalstroms ohne TI* (250 mM KNO3)
in der Losung dar. Die Kreise zeigen die Strom-Spannungskurve bei einer T1*-Konzentration
von 20 mM (230 mM KNOj; und 20 mM TINO;). Die Strom-Spannungskurven konvergieren
bei den unterschiedlichen Losungen mit und ohne T1*-Konzentration.

Bei den Messungen in der Losung mit TI" verringert sich der Strom auch mit der
Temperatursenkung (Abb. 6.7), allerdings mit dem Unterschied, dass die Stroménderung
kleiner ist als bei reinem Kalium. Das Entscheidende in Abb. 6.7 ist, dass die Strom-
Spannungskurven mit und ohne TI" bei geringer Temperatur zusammenfallen.

Die Argumentation dabei ist, dass die Wirkung des Anti-Aliasingfilters zu einem klei-
neren gemessenen Stromniveau fiihrt, wenn der Kanal schnell 6ffnet und schlieBt. Dem
Ausgang des Filters gelingt es nicht, das volle Niveau zu erreichen, bevor der Kanal
seinen Zustand dndert. Diese so gemessene Reduzierung des Einzelkanalstroms ist
dadurch nur eine scheinbare und ihr Auftreten ist eine Frage der zeitlichen Auflosung.
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Die Temperaturabhingigkeit des gemessenen (scheinbaren) Einzelkanalstroms in Ge-
genwart von TI" wird somit durch zwei gegenlidufige Effekte bestimmt: Die Temperatur-
reduzierung kann zu einer Verlangsamung der Schaltprozesse fithren, so dass die
Reduzierung des Einzelkanalstroms durch schnelles Schalten zum Teil aufgehoben wird,
withrend die Temperatur selbst wie in den Messungen mit reinem K" den wahren
Einzelkanalstrom senkt. So kann es vorkommen, dass sich der scheinbare Einzelkanal-
strom mit der Temperatursenkung weniger dndert. Es folgt, dass die Strom-Spannungs-
kurven mit und ohne TI" bei tiefen Temperaturen nicht mehr unterschieden werden, wie
aus Abb. 6.7 deutlich wird. Ob diese Erkldrung zutrifft, wird in den folgenden kine-
tischen Analysen (Kapitel 8, 9 und 10) iiberpriift. Vorher aber werden die unterschied-
lichen Modelle, die bisher als Erkldrung fiir den AMFE dienten und in diesem Kapitel
bereits teilweise erwihnt wurden, genauer vorgestellt.
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7 Modelle fiir die Beschreibung der Transport-
vorginge in Membrankanélen

Fir die Beschreibung der Funktionsweise von Kanidlen werden mathematische und
physikalische Modelle angewendet, die den Mechanismus des Transportes der lonen
durch den Kanal erkldren. Hier gilt das besondere Interesse den Modellen, die die
mechanische Erklirung des AMFE zum Ziel haben. Die Grundfrage, die auch das
Hauptinteresse dieser Arbeit ist, ob der AMFE ein Gating- oder Permeationsmodell ist,
wird im nichsten Kapitel ausfiihrlich erortert.

7.1 Multi-Ion-Single-File-Modell von Hille-Schwarz

Das Multi-Ion-Single-File-Modell wurde von Hille und Schwarz (1978) vorgeschlagen
und weiter modifiziert (Urban und Hladky, 1979). Bei diesem Permeationsmodell
(Abschnitt 8.5) wird der Kanal als Pore betrachtet.

Es wird angenommen, dass mehrere Energiebarrieren im Kanal existieren (Abb. 7.1), so
dass sich zwei Ionen gleichzeitig im Kanal befinden diirfen (Multi-Ion), aber einander
nicht passieren konnen (Single-File). Dies bedeutet, dass die Wahrscheinlichkeit groB ist,
dass mehrere Zustinde gleichzeitig besetzt sind. Die Energiebarriere fiir den Wechsel
von Bindungsstelle zu angrenzendem AufBenmedium ist hoher als die zwischen den
beiden Bindungsstellen (Abb. 7.1). Die lonen innerhalb des Kanals zeigen eine gegen-
seitige AbstofBung.

Der AMFE entsteht durch Wechselwirkungen zwischen den besetzten Zustidnden.
Wichtig ist, dass das TI'-Ion fiir das Eintreten in den Kanal eine kleinere Barriere

iiberwinden muss.

53



Kapitel 7

Abbildung 7.1: Energieprofil (G) eines Kaliumkanals im Multi-Ion-Single-File-Modell
(Hille und Schwarz, 1978). Es gibt mehrere Bindungsstellen (im oberen Profil 2 und im
unteren 3 Bindungsstellen), die jeweils von einem lon besetzt werden konnen. d;; Abstéinde
der Bindungsstellen in der Pore.

Es wird zum Beispiel angenommen, dass ein K'-Ion eine Bindungsstelle im Kanal
besetzt. Dieses K™-Ion kann fiir eine lingere Zeit dort verweilen, weil die Energiebarriere
nach auBlen hoch ist. Es bewegt sich erst dann nach auB3en, wenn ein weiteres Ion in den
Kanal springt und mit dem ersten in elektrische Wechselwirkung tritt. Handelt es sich bei
diesem zweiten Ion um ein TI*-Ion, so wird im Hille-Schwarz Modell angenommen, dass
es aus dem Kanal herausgeworfen wird, anstatt dass es das K'-Ion nach auBen driickt.
Wenn das zweite Ion ein K*-Ion ist, wird die Wahrscheinlichkeit fiir das erste K™-Ion, den
Kanal zu verlassen, unter symmetrischen Bedingungen hoher sein.

Wenn nur TI-Ionen vorhanden sind, liegt wieder ein symmetrischer Fall wie bei reiner
K*-Losung vor. Der Strom kann sogar etwas hoher sein, weil die niedrigeren Energie-
barrieren eine hohere Einsprungrate ermoglichen.

Vereinfacht ausgedriickt besagt das Hille-Schwarz-Modell, dass sich bei gleicher Bin-
dungsenergie die Ionen leichter verdringen als bei unterschiedlichen Bindungsenergien.
Das wire eine mogliche Ursache, weshalb bei einer Mischung von Ionen in der Losung
der Strom des Kanals abnimmt.

Lange wurden die Ergebnisse von Baukrowitz und Yellen (1996) als Beweis fiir die
Multi-Ion Pore angesehen, weil ein einziges K'-Ion erst nach langer Zeit aus der Pore
kommt, wenn dem zweiten der Zutritt verweigert wird. Heute ergibt sich nach Unter-
suchungen von Zhou et al. (2001) mit Rontgenstrahlbeugungen ein anderes Bild: mit nur
einem K" Ton bricht die Struktur der Pore zusammen. Weiter wird im Abschnitt 10.6
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gezeigt, dass es auch keine tiefen Energieminima und keine gegenseitige AbstoBung der
Ionen im Kanal gibt.

Ein wichtiges Argument gegen das Multi-lon-Single-File-Modell brachten Draber et al.
(1991). Sie beobachteten eine symmetrische Drehung der Stromspannungskurven in
Abhingigkeit von der TI'/K*-Mischung (Abb. 6.3) und zeigten, dass das Hille-Schwarz-
Modell (1978) einen verminderten Strom in Mischlosungen nur fiir einen begrenzten
Spannungsbereich darstellen kann. Draber ef al. (1991) schlugen statt dessen ein enzym-
kinetisches Gating-Modell (Hansen et al., 1983) mit nur einer Energiebarriere, aber
einem lazy-state vor.

7.2 Das enzymkinetische lazy-state-Modell

In diesem Gating-Modell (Abschnitt 8.5) wird der Kanal als ein groBes Molekiil, das wie
ein Enzym mit den Ionen reagiert, betrachtet (Lduger, 1980, 1985; Hansen et al., 1981;
Eisenberg 1990). Gating, also Ein- und Ausschalten des Transports, wird durch einen
sogenannten lazy-state (Hansen et al., 1983) eingefiihrt.

Der lazy-state, den Draber er al. (1991) fiir den K*-Kanal in Nitella flexilis eingefiihrt
haben, wird durch eine weitere Bindungsstelle fiir das K*-Ion kontrolliert (rechte Delle
am Kanalsymbol, z.B. beim Zustand "4" in Abb. 7.2). Wenn das K'-Ion an diese
Bindungsstelle bindet (Ubergang 4-5 in Abb. 7.2), erhoht sich die Selektivitit in K*-
Losung. K*-Ionen werden weiterhin transportiert (Zyklus 3-8-9-3 in Abb. 7.2), doch TI*-
Ionen iiberfithren den Kanal in den lazy-state 7. Wenn der Kontroll-Zustand nicht besetzt
ist (Zustidnde 1 bis 6 in Abb. 7.2), konnen TI*- und K'-Ionen gleichermaRen transportiert
werden.

Nach diesem Modell wird erwartet, dass die Wahrscheinlichkeit fiir den Durchgang der
Ionen durch den Kanal abnimmt, wenn die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals in einer
Mischlésung aus K*- und TI'-Ionen im Verhiltnis zu einer reinen Lésung aus K'-Ionen
untersucht wird.

Der Einzelkanalstrom sollte dann unabhingig von der K /TI"-Mischung sein. Diese
Eigenschaft des Modells wurde jedoch durch die Messungen von Draber ef al. (1991)
nicht bestitigt. Zunichst scheint, dass deshalb dieses Modell nicht richtig sein kann.
Doch es besteht die Moglichkeit, dass die Ubergiinge 3-7 in Abb. 7.2 so schnell sind,
dass sie aufgrund der beschrinkten zeitlichen Auflosung nicht erkannt werden. Dann
wire die gemessene Reduzierung des FEinzelkanalstromes nur eine scheinbare, da sie
durch die Mittelung im Detektorfilter iiber einen konstanten, aber schnell schaltenden
Einzelkanal entstanden sein konnte. Ein weiteres Modell, mit dessen Hilfe versucht
wurde, den AMFE zu erkliren, ist das Wu-Modell.
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Abbildung 7.2: Das enzymkinetische lazy-state-Modell fiir den AMFE mit den von Draber
et al. (1991) ermittelten Ratenkonstanten fiir den Transport von K" oder TI". Es gibt eine
allosterische Bindestelle fiir das K*-Ionen (Delle am Kanalschema von Zustand 4). Ist diese

Bindestelle nicht besetzt, konnen sowohl K*- als auch T1*-Ionen transportiert werden (4-1-2
bzw. 4-5-6). Bei einer Besetzung der allosterischen Bindestelle mit K" und der Transportbin-
dungsstelle mit I geht der Kanal in den Zustand 7 (lazy-state). TI" kann nicht transportiert

werden. Der K+-Transport geht dagegen im Zyklus 3-9-8 weiter. Die Ratenkonstanten sind in
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7.3 Wechselwirkungsmodell von Wu

Das Wechselwirkungsmodell von Wu (1991, 1992) ist ein Permeationsmodell (Abschnitt
8.5) und geht von einem Selektivitdtsfilter aus, das mit verschiedenen Ionen
unterschiedlich wechselwirkt. Dabei gelten fiir das Modell folgende Voraussetzungen:

Der Selektivititsfilter liegt in der Pore mit nur einer Bindestelle, die aus symmetrisch
geordneten Carbonylgruppen (C und O) besteht (Abb. 7.3). Ein Teil der Wassermolekiile
wird von den Ionen wihrend des Eintritts in den Kanal getrennt, und das Ion bindet an
eine Carbonylgruppe. Wenn ein weiteres Ion (B) in den Kanal kommt, tritt es in
Coulombwechselwirkung mit dem gebundenen Ion (A) (Abb. 7.3). Das zweite Ion

tibertrigt die kinetische Energie im Stof3 auf das gebundene Ion. Nach den StoBgesetzen

erhélt man den Energielibertrag zwischen den Ionen:
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Modelle der Transportvorgéinge in Membrankanilen

wobei
ma und mpg Massen von Ion (A) und Ion (B)

C Konstante (Wu, 1991; 1992)

Es Ubertragungsenergie zwischen Ion (A) und Ion (B)
Eoa Anfangsenergie von lon (A)

sind.

Bei gleicher Masse ist die iibertragene Energie am groBten, womit auch die Wahrschein-
lichkeit, dass Eg groBer als die Bindungsenergie ist, zunimmt. Das gebundene Ion kann
somit aus dem Selektivititsfilter herausgeschlagen werden. Bei einer groen Abweichung
des Verhiltnisses der Massen von eins nimmt die Wahrscheinlichkeit zu, dass die
Energiebarriere nicht mehr iiberwunden werden kann, und ein Block entsteht. Das
bedeutet, dass der Stromfluss sehr stark abhingig von den Ionen ist, die miteinander in
Wechselwirkung treten. Bei unterschiedlichen Ionen nimmt somit die Wahrscheinlichkeit
des Stromflusses ab im Vergleich zu dem bei gleicher Ionenart.

EB—®

Kanalprotein

®

Abbildung 7.3: Wechselwirkungsmodell von Wu (nach Wu, 1991). C: Kohlenstoff der
Carbonylgruppe; O: Sauerstoff der Carbonylgruppe; A: Ion, gebunden an den Selektivfilter;
B: Ein weiteres Ion gelangt in den Kanal, welches mit Ion A in Wechselwirkung tritt; W:
Wassermolekiile, die mit Ion A in Wechselwirkung treten.

Dieser Wirkungsmechanismus ist dem des Hille-Schwarz-Modells nicht unihnlich. Auch
dort ist die Verdriangung durch ein zweites lon fiir den Transport notwendig. Hier ist es
die Ubertragung kinetischer Energie, dort die elektrostatische AbstoBung im Kanal mit
zwel Bindungsstellen. Der AMFE entsteht in beiden Féllen aus der kleineren Verdrin-
gungswahrscheinlichkeit bei ungleichen Ionen.
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7.4 Veranderung der Leitfihigkeit durch schnelles Schalten

Permeations- und Gating-Modelle (Hansen et al., 1997; Townsend und Horn, 1999; Ab-
schnitt 8.5) behandeln ganz unterschiedliche Phinomene. Die Entscheidung, welche Art
der Modelle angewendet werden muss, kann schwierig werden, wenn in der Unter-
suchung ,.schnelles Schalten® (Flickern) auftritt. Unzureichendes Auflosungsvermogen
fithrt dann zu Informationsverlust.

Der Effekt des schnellen Schaltens wird durch Betrachtung der Antwort des Verstirkers
bei Kanal6ffnungen mit unterschiedlichen Lingen (Abb. 7.4) illustriert. Die Daten wer-
den in dquidistanten Zeiten abgetastet. Bei langsamen Ereignissen (links in Abb. 7.4)
erreicht der GroBteil der Abtastpunkte den korrekten Wert des Einzelkanalstroms. Es
werden auch die Dauer und die Anzahl der Ereignisse richtig erkannt. Wenn die Léinge
eines Ereignisses kiirzer wird, nehmen mehr und mehr Abtastpunkte Werte an, die tiefer
liegen.

— f

-_— S

0 | \\ >

0 50 100 150  t(us)

Abbildung 7.4: Darstellung der Reduzierung des Einzelkanalstroms verursacht durch
schnelles Schalten. Die Kreuze sind die Abtastwerte. ,.f*° kennzeichnet das volle Niveau und
,»s* die scheinbare niedere Leitfidhigkeit (Hansen et al., 1997).

Im Falle schnellen Flickerns (rechts in Abb. 7.4) geniigt die Auflosung des Detektors
nicht mehr, um das volle Stromniveau zu erreichen. Es erscheint ein scheinbarer Unter-
niveaustrom mit einem Wert, der vom Verhiltnis der Offen- und Geschlossenzeiten
abhingig ist. Es wird ein scheinbarer Einzelkanalstrom mit einer kleineren Amplitude
erhalten. Permeations- und Gating-Modelle konnen bei dieser Auflosung nicht mehr
unterschieden werden. Bei einer nicht ausreichenden Auflosung kénnen beide Modelle zu
einer Reduzierung des Einzelkanalstroms fithren. Ob fiir den AMFE ein Permeations-
oder Gating-Modell zutrifft, soll im Rahmen dieser Arbeit geklidrt werden.
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8 Statistische Analyse der Strom-Spannungs-
kurven beim anomalen Molfraktionseffekt
(AMFE) in Chara

Aus den Ergebnissen vorheriger Arbeiten (Kapitel 6) kann vermutet werden, dass die
Ursache des AMFE schnelles Schalten ist. Durch die weitere Analyse soll iiberpriift
werden, ob sich diese Vermutung bestétigen ldsst.

8.1 Versuchsdurchfiihrung

Die Vesikel, die sich in der Messlosung am Boden der Petrischale bilden (Abschnitt 3.3
und 3.4), konnen direkt zum Patchen verwendet werden. Folgende Losungen wurden
verwendet: Bad und Pipette: 250 mM KNO; + 5 mM Ca(NO3), oder 230 mM KNOs +
20 TINO; + 5 mM Ca(NOs),. Je nach Bedarf werden entweder gleiche oder unter-
schiedliche Losungen im Bad und in der Pipette verwendet.

Als erstes wird der Nullstrom mit Hilfe der Offset Kompensation im Patchverstirker
reguliert. Nachdem sich das Gigaseal gebildet hat (Abschnitt 3.2 und 3.4), werden die
unterschiedlichen Haltespannungen zuerst von 0 bis —100 mV und danach von O bis 100
mV in 20 mV Schritten angelegt. Nach jeder angelegten Haltespannung wird nach einer
kurzen Adaptationszeit 20 s lang gemessen, damit sich der Kanal im Steady-State auf-
hélt. Sind alle Spannungen gemessen worden, wird entweder versucht, im zweiten
Durchlauf mit einer anderen Reihenfolge der Haltespannungen zu messen, um zu sehen,
ob sich die Ergebnisse des ersten Durchlaufs bestitigen lassen, oder es wird versucht,
bei groBeren Haltespannungen weitere Messungen durchzufiihren. Dies funktionierte
nicht bei jeder Messung, da sich die Giite des Gigaseals normalerweise durch die ange-
legten Haltespannungen verschlechterte.
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8.2 Bestimmung der Lage des Minimums fiir die weitere
Analyse

Fiir den Nachweis des schnellen Schaltens beim AMFE ist die Lage des Minimums von
entscheidender Bedeutung. Abb. 8.1 zeigt den AMFE. Die Experimente, die in Abb. 8.1
dargestellt sind, wurden mit [TINOs3] + [KNOs3] = 150 mM und 5 mM Ca(NOs),
durchgefiihrt. Messungen in Losungen mit unterschiedlichen TI'/K*-Verhiltnissen am
K*-Kanal in Excised Patches von Tonoplasten der Alge Chara ergaben, dass das
Minimum des scheinbaren Einzelkanalstroms bei ca. 5-10 mM TI" auftritt. Der Einzel-
kanalstrom nimmt mit relativ wachsender TI*-Konzentration bis zu diesem Minimum ab
(Kapitel 6). Wenn das Verhiltnis von TI" zu K* weiterhin wiichst, steigt der Einzel-
kanalstrom wieder (Kapitel 6).
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Abbildung 8.1: Scheinbarer Einzelkanalstrom in Inside-Out-Patches von Chara-Tropfen in
Abhingigkeit von der T1*-Konzentration (bei einer Gesamtkonzentration von [T1*] + [K*] = 150
mM). Die Membranspannung betrug +80 mV (Badlosung = cytosolische Seite). Die Fehler-
balken zeigen die Standardabweichung aus vier bis sieben Messungen (Die Messung der Einzel-
kanalstrome wurden von Keunecke (1995) ohne Normierung iibernommen).
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8.3 Vergleich der Strom-Spannungskurven bei reiner K-
Losung und im Minimum der AMFE-Kurve

Der Vergleich von Abb. 8.1 und Abb. 8.2 (oder Abb. 11.9) zeigt, dass die Gesamt-
Kationen-Konzentration nicht ausschlaggebend fiir das Auftreten des AMFE ist. Der
AMEFE wurde auch bei einer Gesamt-Konzentration von [TINO;] + [KNO3] = 250 mM
beobachtet. Der AMFE tritt hier bei einer Losung von 20 mM TI" und 230 mM K" als
ein Minimum des scheinbaren Einzelkanal-Stroms auf. Durch die Benutzung der
hoheren Ionenkonzentration verbessert sich das Signal-Rauschverhiltnis, wodurch eine
hohere zeitliche Auflosung erreicht werden kann.
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Abbildung 8.2: Seitenabhiingigkeit des AMFE. Strom-Spannungskurven, die in [TI] +
[K*] = 250 mM und 5 mM Ca(NO;), bei Zimmertemperatur in einer symmetrischen K*-Losung
(Ks, gefiillte Quadrate) mit einer asymmetrischen T1*-Losung (20 mM TI1* in der Badlésung =
cytosolische Seite, Tg, offene Kreise) und einer symmetrischen T1*-Loésung (20 mM TI* auf
jeder Seite, Ts, Kreuze) aufgenommen wurden.

Der AMFE ist asymmetrisch beziiglich der Membranspannung. Wenn sich TI" in der
Badlosung befindet, tritt der AMFE bei positiven Spannungen (in der Badlosung) auf.
Dies ldsst darauf schlieBen, dass ein AMFE dann auftritt, wenn der Strom T1"-Ionen in
die Pore zieht (offene Kreise bei positiven Spannungen in Abb. 8.2). Einen AMFE bei
positiven und negativen Spannungen erhélt man nur, wenn sich TI" auf beiden Seiten
der Membran befindet (Kreuze in Abb. 8.2). Sun et al. (1996) schlossen aus dhnlichen
Befunden beim Na'-Block, dass die Na'-Bindungsstelle von beiden Seiten erreichbar ist.
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Nach Doyle et al. (1998) ist der Selektivitatsfilter ein fiir das falsche Ion nicht passierbarer
Schlauch. Dafiir zeigten sie jedoch, dass modifizierende Bindungsstellen auf beiden Seiten
vorkommen. Diese Ergebnisse von Abb. 8.2 stehen im Gegensatz zu vorangegangenen
Messungen von Keunecke (Keunecke, 1995; Hansen et al., 1997; Abschnitt 6.1.4) und
wahrscheinlich auch zu den Messungen von Draber ef al. (1991) (Abschnitt 6.1.2) am
gleichen Kanal. Draber et al. (1991) hatten in der Cell-Attached-Konfiguration
gemessen, wobei die Membranspannung am Patch unbekannt ist. Es wurden auch keine
genaueren Informationen iiber die lonenzusammensetzung im Inneren der intakten Zelle
erhalten (Abschnitt 3.2.1). Die Filterfrequenz betrug nur 1 kHz. Da aber der AMFE fiir
den gesamten Spannungsbereich gemessen wurde, spricht es fiir einen symmetrischen
AMFE. Die Ursachen fiir diese symmetrischen Effekte sind aber unbekannt, da sie
ausschlieBlich in diesen frithen Untersuchungen beobachtet wurden.

8.4 Theorien fiir oder gegen das Hille-Schwarz-Modell

Verschiedene Theorien des Kanal-Transports haben versucht, den AMFE zu erkliren.
Es wurde vor allem angenommen, dass der AMFE ein Hauptargument fiir das Hille-
Schwarz-Modell (Hille und Schwarz, 1978) mit zwei Bindungsstellen im Kanal
darstellt. Die elektrostatische AbstoBungskraft eines zweiten lons ist notig, um ein Ion
aus der Bindungsstelle zu befreien. Dieses Modell, das von vielen Arbeitsgruppen
iibernommen wurde (z. B. Ciani et al., 1978), wurde durch etliche Befunde untermauert.
So zeigten z. B. Baukrowitz und Yellen (1996), dass die Wahrscheinlichkeit, den Kanal
zu verlassen, stark abnahm, wenn kein zweites Ion zur Verfiigung stand.

Trotzdem muss die bisherige Interpretation dieser Ergebnisse auf der Grundlage eines
starren Energieprofils mit tiefen Minima (Bindungsstellen) und die Notwendigkeit einer
Annahme von mehreren Bindungsstellen fir den AMFE in Frage gestellt werden, auch
wenn Doyle et al. (1998) mit Rontgenstrukturanalyse zeigten, dass sich die Ionen im
KcsA-Kanal an mindestens zwei Stellen bevorzugt aufhalten (Abschnitt 2.4). Die
neueren Modelle gehen von Konformationsédnderungen im Kanalprotein aus. Der erste
Hinweis dafiir ergab sich aus der Beobachtung von Pietrobon et al. (1988), dass der
protonierte Zustand einer Gruppe auf der externen Kanal-Seite durch ein permeierendes
Kation destabilisiert wird. Sie nahmen an, dass Konformationsédnderungen des Dihydro-
pyridin-sensitiven (L-Typ) Ca**-Kanals, die durch ein permeierendes Ion verursacht
wurden, vom nachfolgenden Ion bemerkt werden konnen. Die Probleme der Perme-
ations-Modelle wurden auch von Pallotta und Wagoner (1992) diskutiert. Sie kamen zu
der Aussage, dass das Modell mit mehreren Bindungsstellen ein Problem darstellt.
Alternative Modelle, die die Annahme von mehreren Bindungsstellen vermieden, wur-
den von Wu (1991, 1992; Abschnitt 7.3) und Nonner et al. (1998) vorgeschlagen. Im
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Wu-Modell ist die kinetische Energie des sich nihernden zweiten Ions notwendig, um
das Ion von einer einzigen Bindungsstelle freizusetzen. Ahnlich zum Hille-Schwarz-
Modell funktioniert die wechselseitige Freisetzung aus der Bindungsstelle am besten,
wenn beide Ionen gleich sind. Die Hypothese von Nonner ez al. (1998) beruht auf einer
Kontinuumstheorie, bei der gezeigt wird, dass sogar eine normale Feldtheorie wie
Poisson-Nernst-Planck, die nicht auf diskreten Strukturen wie Kanilen basiert, einen
AMEE erzeugen kann. Dies hat jedoch kaum Aussagekraft fiir Kanile, die hochstruk-
turiert und damit nicht als Kontinuum beschreibbar sind.

8.5 Permeation oder Gating?

Eine Frage ist jedoch noch wichtiger als die nach dem richtigen Modell (Kapitel 7): Ist
der AMFE ein Gating- oder ein Permeationseffekt (Hansen et al., 1997; Townsend und
Horn, 1999)? Permeation und Gating sind zwei fundamentale biophysikalische Eigen-
schaften des Ionenkanals. Sinkt der mittlere Abstand zwischen zwei aufeinanderfolgen-
den Ionen (Leitfahigkeit des Offenzustands), weil das Ion ldnger fiir den Durchtritt
benotigt, wird von einem Permeationseffekt gesprochen (Abb. 8.3A). Bleibt der mittlere
Abstand der permeierenden Ionen konstant, unterbrochen durch Pausen der Inaktivitit,
handelt es sich um Gating (Abb. 8.3B). Dies ist messtechnisch schwer zu unterscheiden,
wenn die Schaltfrequenz des Gatings iiber der Auflosungsgrenze der Messapparatur
liegt, um die Unterbrechungen des Ionen-Flusses aufzulosen (Hansen et al., 1997).

Die Untersuchungen am AMFE von Keunecke (1995) ergaben durch das Verschwinden
der schnellen Zeitkonstanten in den Dwell-Time-Histogrammen im Bereich des Mini-
mums der AMFE-Kurve starke Hinweise auf Gating (Abschnitt 6.1.4). Dies wurde damals
so gedeutet, dass die Zeitkonstante aus dem Zeitfenster der Analyse verschwindet.

Weitere Hinweise ergaben sich aus der Diplomarbeit (Farokhi, 1998, Abschnitt 6.1.5), bei
der versucht wurde, die Schaltprozesse mit Hilfe von Abkiihlung zu verlangsamen. Die
Strom-Spannungskurven mit TI" (230 mM KNO; und 20 mM TINO3) und ohne TI
(250 mM KNOs) fielen bei geringer Temperatur (7°C) zusammen. Die Temperatur-
abhingigkeit des gemessenen (scheinbaren) Einzelkanalstroms in Gegenwart von TI
wird somit durch zwei gegenldufige Effekte bestimmt: Die bessere Auflosung bei
Temperaturreduzierung kann dazu fiihren, dass die schaltbedingte Reduzierung des
Einzelkanalstroms zum Teil aufgehoben wird, wihrend die Temperatur selbst wie in
den Messungen mit reinem K den wahren Einzelkanalstrom senkt. So kann es
vorkommen, dass sich der scheinbare Einzelkanalstrom mit der Temperatursenkung
weniger #ndert. Daraus folgt, dass sich die Strom-Spannungskurven mit und ohne TI*
bei tiefen Temperaturen nicht mehr unterscheiden. Es gelang jedoch nicht, dieses
schnelle Schalten in der Mischlosung beim AMFE aufzulosen.
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Abbildung 8.3: Schematische Darstellung des zeitlichen Verlaufs eines Ions durch den
Kanal beim Permeations- (A) und Gating-Effekt (B). Der mittlere zeitliche Abstand zwischen
zweil Ionen ist 50 ns. (A) Beim Permeationseffekt dndert sich der mittlere Abstand zwischen
zwei aufeinanderfolgenden Ionen, (B) beim Gating-Effekt ist der mittlere Abstand der Ionen
konstant, es tritt aber Inaktivierung auf, die eine Pause fiir die durchgehenden Ionen
verursachen kann.

Diese Frage ist auch beim Block von Ionenkanilen durch (andere) Ionen (z.B. Na'-Block,
Kapitel 12) aktuell. Als geldst ist diese Frage beim Block des K'-Kanals durch Cs* zu
betrachten. Erste Messungen mit Filtern von 5 kHz zeigten im Bereich negativer
Spannungen bei Anwesenheit von Cs* eine negative Steigung der Strom-Spannungskenn-
linien (Draber und Hansen, 1994). Nach einem indirekten Hinweis aus Betaverteilungen
(Klieber und Gradmann, 1993) gelang es, durch Erhthung der Abtastfrequenz auf 100 kHz
(Draber und Hansen, 1994) das schnelle Schalten aufgrund von Cs* direkt in der Zeitreihe
zu zeigen (keine Abnahme des Einzelkanalstroms) und auch die Spannungs- und Cs'-
Konzentrations-Abhiingigkeit des Uberganges in den schnellen Closed-Zustand darzu-
stellen. Dies lieferte auch einen Widerspruch zum Woodhull Modell (1973) und lenkte die
Aufmerksamkeit auf spannungsinduzierte Verformungen des Proteins als Alternativerkla-
rung. Die Ergebnisse mit Cs* fiihrten zur Fragestellung, ob schnelles Schalten auch eine
entscheidende Rolle beim AMFE spielt.

Die Wirkung der Bindung eines permeierenden Ions in der Porenregion auf das Gating
spiegelt sich in vielen Arbeiten wieder (z.B. Townsend und Horn, 1999). Was auffillt, ist,
dass aus "makroskopischen" Ergebnissen (Offenwahrscheinlichkeit iiber Spannung,
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Whole-Cell-Strom-Spannungskurven) auf die Wirkung von Mutationen und Besetzungen
einzelner Bindungsstellen auf das Gating geschlossen wird. Es fehlt dabei meistens die
"mikroskopische" Analyse, die in dieser Arbeit durchgefiihrt werden soll, ndmlich der
experimentelle Nachweis des Einflusses auf das Gating. Diese wiirde aus der Abhéngigkeit
der Ratenkonstanten der vermuteten Aktivierungs- und Deaktivierungsprozesse von den
Konzentrationen der beteiligten Ionen direkt aus den Einzelkanaldaten erhalten werden.

8.5.1 Darstellung der Messdaten

Die Messdaten werden auf zwei verschiedene Arten, wie in Abschnitt 4.2 ausfiihrlich
erklart, dargestellt. Es handelt sich hierbei um die Darstellung von Zeitreihen bzw.
Amplitudenhistogrammen.

8.5.1.1 Zeitreihen

Die folgenden Messungen wurden bei einer Gesamt-Konzentration von [TI'] + [K'] =
250 mM und [Ca®*] = 5 mM durchgefiihrt, wie es in Abb. 8.2 dargestellt ist. Die hohere
Gesamt-Konzentration (im Vergleich zu den Messungen in Abb. 8.1) stellte sich als
niitzlich heraus, um das Signal-Rauschverhiltnis (hohere Einzelkanalstrome) zu ver-
bessern, das ausschlaggebend fiir die zeitliche Auflosung ist. Abb. 8.4 zeigt zwei Mes-
sungen, bei denen der Strom an einer Excised-Patch-Konfiguration (inside-out) mit
zwel Kanilen bei einer Abtastrate von 100 kHz und einem vierpoligen Anti-Aliasing-
Filter von 25 kHz bestimmt wurde.

Die Einzelkanalstrome werden hier mit Hilfe von Hilfslinien durch die Stufen in der
Originalzeitreihe bestimmt (Fit-by-Eye; Abb. 4.1; Abschnitt 4.2). Es ist auch moglich,
mit dem Cursor Bereiche auszuwéihlen, in denen die Nulllinie und die einzelnen Strom-
niveaus gut erkennbar sind. In der Literatur werden die Niveaus hédufig durch Fitten von
Amplitudenhistogrammen mit einer Summe von Gaussfunktionen bestimmt (Abb. 4.2;
Gleichung 4.3). Doch der Fit-by-Eye ist dem Gauss-Fit weit iiberlegen und erreicht
ungefdhr die gleiche Qualitdt wie das von RieBner (1998) und Woelk (2000) ent-
wickelte Verfahren zur automatischen Level Detection (RieBner et al., 2002).
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A 250 mM KNO3

Abbildung 8.4: Zeitreihe des Stromes (250 000 Datenpunkte), die von Vesikeln von Chara
in (A) 250 mM KNO; + 5 mM Ca(NOs), und in (B) 230 mM KNO; + 20 mM TINO; + 5 mM
Ca(NOs), aufgenommen wurden. C, 10 und 20 auf der rechten Seite stellen die Stromniveaus
dar (C = geschlossen, 10 = ein Kanal gedffnet, 20 = zwei Kanile gedffnet). Die Membran-
spannung betrug + 100 mV. Die Linge der gespreizten Abschnitte ist 2 ms.
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Auf einer Zeitskala im Sekundenbereich konnen die Stromniveaus, die der Hohe der
Spriinge von einem Niveau zum anderen entsprechen, leicht in der Messung bei 250
mM KNO; identifiziert werden (Abb. 8.4A). Wenn TI" zugefiigt wurde, trat stirkeres
Rauschen auf. Ein Filter im Bereich von 1 kHz wiirde jedoch klare Stromniveaus
ergeben. Weiterhin kann in Abb. 8.4B beobachtet werden, dass die Ubergiinge in kiirze-
ren Zeitabschnitten und héufiger (Burst) auftreten als in reiner K*-Losung (Abb. 8.4A).
Die Offenzustinde werden viel haufiger von sehr kurzen Geschlossenzustidnden (Gaps)
eines der beiden Kandle unterbrochen. Diese gespreizte Darstellung (die jeden
einzelnen Punkt bei einer Abtastrate von 100 kHz zeigt; Ausschnitte von 2 ms in Abb.
8.4A und B) verdeutlicht die Probleme, die iiberwunden werden miissen, wenn der
Einzelkanalstrom von Kanélen mit schnellem Schalten bestimmt werden soll.

8.5.1.2 Amplitudenhistogramme

Das Standardverfahren ist die Erzeugung von Amplitudenhistogrammen (Abschnitt 4.2)
wie das in Abb. 8.5 dargestellte, und das Fitten dieser Amplitudenhistogramme mit
einer Summe von Gauf3-Funktionen, um den scheinbaren Einzelkanalstrom zu erhalten
(Gleichung 4.3). Zum einen wirkt es als Kontrolle der nach Abb. 8.4 bestimmten Ein-
zelkanalstrome, zum anderen soll dadurch die Standardabweichung ¢ des Stromes
bestimmt werden. Diese Grof3e ist entscheidend fiir die Analyse der kinetischen Eigen-
schaften des Kanals (Abschnitte 4.4 und 4.5). Die Auswertungen wurden bei verschie-
denen Spannungen durchgefiihrt und liefern damit die Spannungsabhingigkeit der Ein-
zelkanalstrome zum Aufstellen einer Strom-Spannungskurve (Abb. 8.2). Das Vorzei-
chen des elektrischen Stroms wird wie folgt definiert: Ein positiver Strom flieBt vom
Cytoplasma zur Vakuolen-Seite des Tonoplasten (Bertl ez al., 1992).

Wenn schnelles Schalten (Ratenkonstanten hoher als die Abknick-Frequenz des Filters)
involviert ist, werden die GauB-Funktionen in Beta-Verteilungen umgewandelt
(FitzHugh, 1983; Yellen, 1984). In Extremfillen wird die Beteiligung der Betaver-
teilungen deutlich durch starke Abweichungen der Kurvenform von der GauBschen
Form (Asymmetrie). Sie wurden z. B. von Klieber und Gradmann (1993) fiir den Nach-
weis schnellen Schaltens im Cs™-Block verwendet, bevor Draber und Hansen (1994) die
schnellen Ratenkonstanten direkt ermittelten.

Schnelles Schalten, das nicht so weit von der Filter-Frequenz entfernt liegt, wiirde sich
jedoch in einer Verbreiterung der GauB-Funktionen ohne eine sichtbare Abweichung
von der Kurvenform bemerkbar machen. Ein solcher Effekt ist in Abb. 8.5 angedeutet.
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Abbildung 8.5: Amplitudenhistogramme von Zeitreihen, die bei einer Spannung von +100
mV in (A) 250 mM KNO; + 5 mM Ca(NO3), und in (B) 230 mM KNO; + 20 mM TINO; + 5
mM Ca(NOs;), gemessen wurden. Die Daten sind verschiedenen Patches entnommen. Die
Abtastrate betrug 100 kHz mit einem vierpoligen Besselfilter von 25 kHz. 2-10° Abtastpunkte,
N = Frequenz pro bin (0.06 pA). Die durchgezogenen Linien stellen den Fit durch eine Summe
von GauB-Funktionen und die aufgespaltenen Amplitudenhistogramme pro Niveau dar. Die
Standardabweichung ¢ betrug (A) 3.42 pA und (B) 4.47 pA. Ein signifikanter Unterschied

zwischen den Standardabweichungen ¢ von offenen und geschlossenen Niveaus wurde nicht

beobachtet.
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Die Amplitudenhistogramme ohne und mit TI" kénnen mit GauB-Funktionen gefittet
werden, sie sind allerdings bei den Daten mit TI" breiter (Abb. 8.5B). Diese Ver-
breiterung wirkt sich nicht nur auf die Standardabweichung ¢ des Stroms des offenen
Kanals, sondern auch auf das Geschlossen-Niveau aus, da die Verweildauer im Ge-
schlossen-Niveau wihrend des schnellen Flickerns sehr kurz ist. Dies kann an der
Nulllinie in Abb. 8.4B gesehen werden (und wird in Tabelle 10.2 offensichtlich wer-
den). Die Verbreiterung (6 = 3.42 pA ohne und ¢ = 4.47 pA mit TI" in Abb. 8.5) ldsst
vermuten, dass schnelles Schalten die Ursache fiir die Abnahme des Einzelkanalstroms
in den Abbildungen 8.2-5 ist.

8.6 Uberpriifen der Hypothese, ob der AMFE ein Gating-
Effekt ist

Im folgenden soll untersucht werden, ob der AMFE durch schnelle Ubergangsraten der
zum Kanal gehérenden Markov-Modelle bestitigt werden kann.

8.6.1 Die Vorgehensweise

Der Zusammenhang zwischen den ﬁbergangsraten (kco, koc) und dem mittleren Strom
1 fiir ein einfaches C-O Modell bei einem Kanal im Steady-State (d.h. der Kanalstrom
im zeitlichen Mittel ist konstant) lautet (Farokhi, 1998):

k
joc——CO__ (8.1)
kCO +kOC

Die Formel stellt einen direkten Zusammenhang zwischen den Ubergangsraten und dem
Stromniveau bei dem Zustandsmodell C-O und einem Einzelkanal im Falle unent-
deckten schnellen Schaltens her. Reale Messungen haben aber mehr als einen Kanal und
meistens mehr Zustidnde als das C-O Modell. Dies gestaltet die kinetische Untersuchung
eines realen Kanals sehr schwierig.

Es gibt keine einfache Theorie, die beschreibt, wie der Filter des Messaufbaus den
tatsdchlichen Einzelkanalstrom zum scheinbaren Einzelkanalstrom verdndert, der sich
durch die Auswertung des Amplitudenhistogramms ergibt. Zu diesem Zweck musste die
Theorie der Beta-Verteilungen auf Mehr-Kanal-Mehr-Zustandsmessungen ausgeweitet
werden. Da diese aber nur fiir Filter erster Ordnung zur Verfiigung (Riefner, 1998)
steht, wurden Simulationen durchgefiihrt (Abschnitt 4.6). Ein Markov-Modell (Ab-
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schnitt 4.1), von dem nachgewiesen wurde, dass es dasselbe kinetische Verhalten auf-
weist wie der biologische Kanal, wurde verwendet, um eine Zeitreihe zu erzeugen.
Diese Zeitreihe wird mit dem gleichen Rauschen iiberlagert, das sich auch bei den Mes-
sungen ergab. Das Rauschen wurde bei einem Gigaseal mit einer Haltespannung von 0
mV, bei der keine Schaltprozesse auftreten, aufgenommen. Dann wurde die sich dabei
ergebende Aufnahme auf dieselbe Art untersucht wie die echten Daten, um den schein-
baren Einzelkanalstrom zu bestimmen. Da in einer Simulation der "wahre" Einzelkanal-
strom (ism) bekannt ist, kann quantitativ, durch einen Vergleich mit dem wahren Strom
die Wirkung des Filterns auf den scheinbaren Einzelkanalstrom (is) eingeschitzt wer-
den. Der Einzelkanal-Strom igm ist derjenige Strom, der in den Simulationen verwendet
wurde. Der scheinbare FEinzelkanal-Strom der simulierten Zeitreihe (if;)) wurde inter-
aktiv durch einen Fit-by-Eye und einen GauB3-Fit, wie in Abschnitt 4.2 beschrieben, be-
stimmt.

Ein schwierigeres Problem ist es, das Markov-Modell des echten Kanals und seine Ra-
tenkonstanten zu erhalten. Es gibt zwei verschiedene Fragestellungen bei der Analyse mit
Markov-Modellen. Die phinomenologischen Modelle werden aus den beobachteten
Zeitreihen hergeleitet. Es wird das kleinste Modell ausgewihlt, das die Eigenschaften der
Zeitreihe noch wiedergeben kann. Die molekularbiologischen Modelle gehen von einer
Vorstellung aus, wie die Einheiten der Kanalproteine zusammenarbeiten, und es wird
verglichen, ob die Modellvorhersagen und die gemessenen Zeitreihen zusammenpassen
(Abschnitt 10.3; Kapitel 11).

Fir die hier vorliegende Fragestellung (Gating oder Permeation beim AMFE) ist es aber
nicht notwendig, das wahre Modell zu finden. Es geniigt, ein Modell zu finden, das
Zeitreihen erzeugt, die dieselben kinetischen Eigenschaften besitzen wie der biologische
Kanal, obwohl es ein willkommener Nebeneffekt wire, wenn das ausgewihlte Modell
nahe an das wahre des Kanals kommen wiirde. Wichtig ist, dass die statistischen Eigen-
schaften der Zeitreihe richtig beschrieben werden.

Die eindimensionalen Histogramme beinhalten aber leider keine Information iiber die
Korrelation zwischen zwei benachbarten Ereignissen. 2-dimensionale Dwell-Time
Histogramme (Song und Magleby, 1994; Colquhoun et al., 1996; Moss et al., 1999;
Radomski, 2000) konnten daher zur Modellunterscheidung herangezogen werden. Die
Schwierigkeit bei der Verwendung 2-dimensionaler Dwell-Time-Histogramme besteht
darin, dass sie auf 1-Kanal-Aufzeichnungen beschrinkt sind, die extrem selten sind. Es
miissen aulerdem geniigend Ereignisse bei einer Einzelkanalmessung auftreten, um
dhnliche Modelle voneinander unterscheiden zu konnen.

In Kapitel 9 wird gezeigt werden, dass die allgemein verwendete Dwell-Time-Analyse
(Blunck et al., 1998; Abschnitt 4.4) bei den TI'-Daten scheitert. Stattdessen erreicht
jedoch ein direkter Fit der Zeitreihen (Fredkin und Rice, 1992; Albertsen und Hansen,
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1994; Klein et al., 1997; Abschnitt 4.5) das fiir den hier vorliegenden Zweck notwen-
dige Auflosungsvermogen.
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9 Untersuchung des Markov-Modells und
dessen Ratenkonstanten durch eine Mehr-
Kanal-Mehr-Zustands-Dwell-Time-Analyse

Die erste Methode, die Fragestellung zu untersuchen, ob es sich beim AMFE um einen
Gating- oder Permeationseffekt handelt, ist die Mehr-Kanal-Mehr-Zustands-Dwell-
Time-Analyse.

9.1 Durchfiihrung der Analyse

Die hier angewendeten Analysen werden an den identischen Zeitreihen, die in Kapitel 8
verwendet wurden, durchgefiihrt. Die aufgezeichneten Zeitreihen werden mit der in Ab-
schnitt 4.4 beschriebenen Dwell-Time-Analyse untersucht.

9.2 Berechnung der Ratenkonstanten

Die "rauschfreien" Zeitreihen wurden aus den gemessenen Aufnahmen mit Hilfe eines
Hinkley-Detektors vierter Ordnung (Schultze und Draber, 1993; Hansen et al., 1995;
Abschnitt 4.3) rekonstruiert, dessen zeitliche Auflésung von 20-60 us (K*) und 70-140
us (TI'/K") automatisch, entsprechend einem Signal-Rauschverhéltnis von i/6 = 3.5-2.4
(K") und 2.2-1.5 (TI'/K") gewihlt wurde. Dann wurden die Mehr-Kanal-Dwell-Time-
Histogramme erzeugt (Abb. 9.1, Abschnitt 4.4). Das Schaltverhalten selbst wird mit
Hilfe der Ratenkonstanten der Uberginge zwischen den Zustinden des Kanals direkt
beschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit interessiert die Anderung der Ratenkonstanten
bei den unterschiedlichen Losungen.
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Abbildung 9.1: Mehr-Kanal-Target-Fit einer 2-Kanal-Aufnahme (20 s, 2-10° Datenpunkte)
gefittet mit dem A-O-G-C-Z-Modell. Es sind dargestellt: (A) Niveau 2, (B) Niveau 1 und (C)
Niveau 0. Die Linien neben den Datenpunkten (+) zeigen die einzelnen Exponentialfunktionen

von Gleichung 4.9. Die gestichelte Linie (- ---) ist die Summe der einzelnen Exponential-

funktionen. Die logarithmische Zeitachse beinhaltet nicht, dass das Histogramm in logarith-

mische Bins eingeteilt ist. Die Einheit auf dery-Achse stellt die Anzahl der Ereignisse/40 us fiir

alle Datenpunkte dar, obwohl die Mittelung in exponentiell wachsenden Intervallen erfolgte.

In Abschnitt 10.3 wird gezeigt werden, dass fiinf unterschiedliche 5-Zustandsmodelle

kinetisch identisch sind. Es ist fiir die Berechnung des mittleren Stroms nicht unbedingt

notwendig, das "wahre" Modell aus einer Klasse kinetisch dquivalenter Modelle zu
bestimmen. Eines dieser Modelle, das lineare A-O-G-C-Z-Modell (A und O: Offen-
Zustinde mit derselben Leitfdhigkeit; G, C und Z: Geschlossen-Zustinde), wurde fiir
einen Target-Fit der Mehr-Kanal-Dwell-Time-Histogramme benutztt (Abb. 9.1; Ab-
schnitt 4.3). Ein Target-Fit (Blunck ef al., 1998), der auf den Gleichungen 4.8 bis 4.10
basiert, wird verwendet, da er direkt die Ratenkonstanten des ausgewihlten Markov-

Modells liefert. Fits mit Modellen mit weniger als fiinf Zustinden konnten die
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Datenpunkte nicht wiedergeben (Farokhi, 1998). Die Fits weichen dann von den Mess-
daten ab. Die Anzahl der Offen- und Geschlossenzustinde werden bei Mehr-Kanal-
Niveaus in erster Ndherung aus dem Offen-Dwell-Time-Histogramm (bei dem alle
Kanile offen sind) und Geschlossen-Dwell-Time-Histogramm durch Fit der Exponen-
tialfunktionen bestimmt (Farokhi, 1998). In der Diplomarbeit (Farokhi, 1998) wurden
vor allem die Modelle C-O-C und O-O-C-C-C miteinander verglichen. Die theoretische
Kurve wurde besser fiir das 5-Zustandsmodell an die Messdaten angepasst als fiir das 3-
Zustandsmodell. Die Messdaten haben eine deutlich geringere Abweichung von der Fit-
funktion bei einem 5-Zustandsmodell. Der Fehler macht sich meistens in den Diag-
rammen mit mehreren offenen Kanalzustinden bemerkbar, da weniger Daten zur Ver-
fiigung stehen und modellbedingte Abweichungen kaum ins statistische Gewicht fallen.
Die unteren Niveaus passen sich im allgemeinen besser an. Die Modelltestung geschah
sowohl an K*-Daten als auch an K*/TI"-Daten.

Liihring (1999), der mit dem Programm ,,Day* (Blunck et al., 1998) Daten zum pH-Effekt
in Chara auswertete, fand, dass das O-O-C-C-C Modell ebenfalls die besten Fits ergab.
Das O-O-C-C-C Modell wurde auch fiir den Kalium-Kanal in der Roggen-Wurzel
angenommen (White, 1996). Allerdings haben die Autoren keine Target-Fits durch-
gefiihrt. Die Anzahl der Offen- und Geschlossen-Zustdnde wurde aus dem Zeitkons-
tantenfit ermittelt, die Anordnung wurde geraten (personliche Mitteilung) und die Ra-
tenkonstanten wurden z. T. aus den Verhiltnissen der Verweildauern in den Zustinden
geschitzt. Die neuesten Untersuchungen von Zheng et al. (2001) zeigen auch, dass ein
lineares Markov-Modell (C-C-S-S-O, C geschlossen, S Unterniveau und O offen) aus-
reichend fiir ihre Analyse ist und dass groBere Modelle keine Anderung der Likelihood
ergeben. Aus diesem Grund haben sie sich auf dieses lineare 5-Zustandsmodell
beschrinkt. IThre Ratenkonstanten sind in der GroBenordnung der Ratenkonstanten aus
dem Direkten-Zeitreihen-Fit, die bei diesen Untersuchungen bestimmt worden sind
(Abb. 10.1). So wird fiir die weitere Untersuchung der Ratenkonstanten mit 5-Zustands-
modellen gearbeitet.

Um die Beitridge der einzelnen Komponenten in der Summe von Gleichung 4.9 darzu-
stellen, sind entsprechenden Exponentialfunktionen in Abb. 9.1 eingezeichnet, die als
Linien neben den Datenpunkten abgebildet sind. Ihre Anzahl (3 fiir Niveau 2, 6 fiir
Niveau 1 und 6 fiir Niveau 0, teilweise nicht sichtbar, da die Komponenten zusammen-
fallen oder die Amplitudenfaktoren sehr klein sind) ist hoher als diejenige, die fiir eine
Ein-Kanal-Aufnahme eines 5-Zustandsmodells erwartet wird. Dies zeigt, dass die Be-
ziechung zwischen Zeitkonstanten und Ratenkonstanten eines Markov-Modells in der
Mehr-Kanal-Analyse sehr komplex ist (Blunck et al., 1998; Abschnitt 4.4). Das ist der
Grund, warum die Amplitudenfaktoren und die Zeitkonstanten dieser verschiedenen
Komponenten nicht dargestellt sind, da sie im Gegensatz zu den Ratenkonstanten keine
einfach zu interpretierende Bedeutung haben (Blunck er al., 1998). Stattdessen zeigt
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Tabelle 9.1 die gemittelten Ratenkonstanten des A-O-G-C-Z-Modells, die sich durch
das Fitten von 7 bzw. 4 experimentellen Dwell-Time-Histogrammen ohne bzw. mit T1"

ergaben.
Ratenkonstanten K*-Losung K" + TI"-Losung
Kao 8 100 = 3100 7 400 £ 3400
koa 10 000 = 2300 11 000 = 4700
kog 6 000 + 3400 7 100 £ 4000
ko 9200 £ 2200 7 500 £ 3300
kae 5400 = 3300 5800 + 3300
kce 1700 = 1200 2400 = 1300
Kcz 2 300 = 1300 1700 £ 900
kzc 300+ 200 300+ 200
1fit / Lsim 1.00 £ 0.00 1.00 £ 0.00

Tabelle 9.1:Gemittelte Ratenkonstanten aus 4 bzw. 7 Messungen an verschiedenen Patches,
die in Abwesenheit bzw. Anwesenheit von 20 mM T1" bei 80-100 mV aufgenommen und durch
Dwell-Time-Analyse mit Hilfe der Gleichungen 4.8 bis 4.10 erhalten wurden. Die oberen acht
Zeilen zeigen den Mittelwert = SD. Die letzte Zeile stellt die Reduktion des Offen-Kanal-
Stroms i/igy, in einer Zeitreihe dar, die mit den Durchschnittswerten der Ratenkonstanten und
einem Offen-Kanal-Strom i, simuliert wurde.

9.3 Erzeugung von Zeitreihen aus den berechneten Raten-
konstanten

Der Einfluss von Gating auf den scheinbaren Einzelkanalstrom wurde mit Hilfe von
Simulationen untersucht (Abschnitt 4.6). Die gemittelten TI"-Daten in Tabelle 9.1
wurden verwendet, um die Zeitreihen des Kanals zu simulieren, wie es in Abschnitt 4.6
beschrieben ist. Der Offen-Kanal-Strom (i) wurde fir K* und TI/K* auf 11.2 pA
gesetzt, mit Rauschen von 3.42 pA iiberlagert und mit einem vierpoligen Besselfilter
(25 kHz wie auch in den Messungen) gefiltert. Die Amplitudenhistogramme, die sich
aus den simulierten Zeitreihen ergaben, wurden mit einer Summe von Gaul3-Funktionen
gefittet (Gleichung 4.3), um zusitzlich zu den scheinbaren Einzelkanalstromen ig auch
das Rauschen zu bestimmen. Die letzte Zeile in Tabelle 9.1 gibt die Reduktion igi/isim
wieder, die durch das Gating bewirkt wird. Nach dieser Art von Analyse scheint das
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durch TI" hervorgerufene Gating keine Reduktion des scheinbaren Einzelkanalstroms zu
verursachen, da sich fiir beide Fille i5 von igm nicht unterscheidet. Die Frage, die sich
nun stellt, lautet: Wird die Stromreduktion durch etwas anderes verursacht oder ist die
Auflosung der Ratenkonstanten nicht ausreichend?

9.4 Fehlerursachen der Dwell-Time-Analyse

Die Dwell-Time-Analyse kann durch viele Einschrinkungen beeintrichtigt werden
(Blunck et al., 1998). Ein wichtiger Punkt ist der Bedarf an einer Sprungerkennung, um
die rauschfreie Zeitreihe rekonstruieren zu konnen. Hierin liegt die Ursache des Missed-
Events-Problems (Roux und Sauvé, 1985; Yeo ef al., 1988; Draber und Schultze, 1994,
Colquhoun et al., 1996). Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass die wahren
Ratenkonstanten des echten Kanals bei schnellen Ubergingen noch viel schneller sind
als die aus dem Dwell-Time-Fit berechneten. Aber auch die langsamen Ratenkonstanten
werden durch Missed-Events verfilscht. Wenn schnelle Ubergiinge zwischen den lang-
samen Ubergiingen nicht erkannt werden, werden die langsamen Schaltvorginge linger
erfasst und fiihren zu starken Verfilschungen im niederfrequenten Bereich (Yeo et al.,
1988).

Es gibt zahlreiche Versuche, auf mathematischem Wege das Versagen der experimentellen
Aufzeichnungen zu kompensieren. Hierbei gibt es retrospektive Korrekturen (Crouzy und
Sigworth, 1990; Draber und Schultze, 1994), die die berechneten Zeitkonstanten nach-
triglich korrigieren, oder Ansitze, die eine Missed-Events-Korrektur durch eine soge-
nannte Survivorfunktion von vornherein einfithren (Ball und Samson, 1989; Hawkes et al.,
1992; Colquhoun ez al., 1996). Die folgenden Untersuchungen zeigen, dass diese mathe-
matisch aufwendigen Verfahren, die zudem fiir Mehrkanalaufzeichnungen zumindest bei
der retrospektiven Korrektur noch nicht beherrscht werden, die Zeitauflosung nicht erho-
hen konnen.

Da die schnellen Ratenkonstanten die Ursache fiir die Stromreduzierung beim AMFE
sein konnen, wird untersucht, in wieweit die Auflosung dieser Uberginge mit Hilfe der
Dwell-Time-Analyse iiberhaupt moglich ist. Dass die Auflosung tatsdchlich nicht aus-
reichend fiir die schnellen Ratenkonstanten ist, wird durch folgende Simulationen
gezeigt, die auf den gemittelten T1"-Daten in Tabelle 9.1 basieren. Um die Auswirkung
von Missed-Events zu untersuchen, wurden Simulationen, wie sie in Abschnitt 4.6
beschrieben sind, fiir das 5-Zustandsmarkovmodell A-O-G-C-Z durchgefiihrt, um Zeit-
rethen mit verschiedenen Werten fiir die Ratenkonstanten der direkten Offen-
Geschlossen—Ubergéinge (ko und kog) zu erzeugen. Zu diesem Zweck wurden die
Werte von kgo und kog durch einen gemeinsamen Faktor (um die Steady-State-Beset-
zungswahrscheinlichkeiten beizubehalten) von 0.5-40 verédndert. Die Zeitreihen, die
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Untersuchung der Ratenkonstanten durch Dwell-Time- Analyse

sich durch diese Simulationen ergaben, wurden mit derselben Dwell-Time-Analyse aus-
gewertet wie die gemessenen Zeitreihen. Die Ratenkonstanten, die sich aus dieser Ana-
lyse (kp) ergaben, wurden mit denen verglichen, die fiir die Simulationen (kgm) ver-
wendet wurden (Abb. 9.2).

1000

100

k., (ms™)

10

1 10 100 1000
k. (ms™)

sim (

Abbildung 9.2: Uberpriifung des zeitlichen Auflosungsvermogens der Dwell -Time-Analyse.
Die Simulationen von Zeitreihen (20 s, 2-10° Datenpunkte) basieren auf den gemittelten Daten
in Tabelle 9.1. Allerdings wurden kgo und kog durch einen gemeinsamen Faktor von 0.5-40
verindert. kg, auf der Abszisse stellt die Werte von kgo und kog dar, die fiir die Simulation der
Zeitreihen verwendet wurden. kg, sind die Werte von kgo und kqg, die sich aus der Dwell-Time-
Analyse (Gleichungen 4.8 bis 4.10) der simulierten Daten ergaben. Im Rechteck befinden sich
die Werte, die aus den gemessenen Zeitreihen erhalten wurden.

Abb- 9.2 verdeutlicht die Probleme der Dwell-Time-Analyse. Fiir kleine Ratenkons-
tanten ergibt sich eine gute Koinzidenz mit der (kg = kgm)-Linie. Korrekte Werte der
Ratenkonstanten wurden bis zu solchen Werten detektiert, die sich aus den gemessenen
Daten (Rechteck in Abb. 9.2) ergaben. Hohere simulierte Ratenkonstanten verursachten
jedoch bei den berechneten keine weitere Zunahme. Das Verhiltnis zwischen ko und
kog (parallele, horizontale Linien in Abb. 9.2) bleibt konstant, da die Verhiltnisse auf
die Besetzungswahrscheinlichkeiten der Zustinde bezogen sind, die mit groBerer Zuver-
lassigkeit bestimmt werden konnen als die Absolutwerte der Ratenkonstanten. Das
Abflachen der Kurven in Abb. 9.2 beinhaltet eine zweite Aussage: Es ist nicht moglich,
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eine riickwirtsgerichtete Missed-Events-Korrektur (Crouzy und Sigworth, 1990; Draber
und Schultze, 1994) durchzufiihren, da der Algorithmus der Korrektur fiir alle wahren
Ratenkonstanten, die oberhalb der Auflosungsgrenze liegen, von identischen Werten
aus starten wiirde. Dadurch ist es nicht moglich, bei schnellen Ratenkonstanten eine
Aussage zu treffen, wo man sich auf der Abszisse befindet (Abb. 9.2). Die gefitteten
Ratenkonstanten werden ab einer GroBe von 10 ms' nicht mehr voneinander unter-
schieden. Es gibt also bei einer Riickrechnung kein Unterscheidungsmerkmal, das die
wahre Lage der Ratenkonstanten feststellen konnte. Diese GroBe ist von der Auflosung
des Hinkley-Detektors abhingig (Abschnitt 4.3). Die Ursache dafiir liegt an der Kon-
struktion von Sprungdetektoren. Damit dieser Sprungdetektor nicht auf jeden Zufalls-
impuls aus dem Rauschen reagiert, muss das Signal durch ein Filter geglittet werden
(Mittelung im Zeitbereich) (Abschnitt 4.3, Schultze und Draber, 1993). Durch die
Mittelung im Zeitbereich konnen kurze Offnungen oder SchlieBungen des Kanals iiber-
sehen werden. Damit ist die Frage nach dem Gating wieder offen.

9.5 Forderung nach besseren Verfahren

Die Dwell-Time-Analyse scheiterte auch bei alternativen Modellen. Daher werden
weitere Berechnungen, die auf der Dwell-Time-Analyse basieren, nicht dargestellt. Die
Ursache des Scheiterns der Dwell-Time-Analyse liegt, wie oben erwéhnt, an der gerin-
geren Auflosung des Sprungdetektors, da die verrauschte Zeitreihe in eine idealisierte
Zeitreihe umgewandelt werden muss. Deshalb sollte ein Verfahren verwendet werden,
in dem kein Sprungdetektor benodtigt wird. Aus diesem Grund wird sich die weitere
Analyse auf den leistungsfdhigeren, wie aus dem néchsten Kapitel hervorgehen wird,
direkten Fit der Zeitreihen konzentrieren.
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10 Berechnung der Ratenkonstanten durch einen
direkten Fit der gemessenen Zeitreihen:
Gating am Rande der zeitlichen Auflosung

Die zweite und, wie sich herausstellen wird, effektivere Methode, mit der es moglich
ist, die noch unbeantwortete Fragestellung - Gating- oder Permeationsmodell — (Ab-
schnitt 8.5) beim AMFE zu untersuchen, ist der direkte Fit der Zeitreihen.

10.1 Analyse der Messdaten

Die hier angewendeten Analysen wurden an den identischen Zeitreihen, die in Kapitel 8
verwendet wurden, durchgefiihrt. Die aufgezeichneten Zeitreihen wurden mit dem in
Abschnitt 4.5 beschriebenen direkten Fit der Zeitreihen untersucht.

10.2 Uberwindung der Grenzen des Dwell-Time-Fits

Eine Niherung, die weniger anfillig auf das Missed-Events-Problem (Draber und
Schultze, 1994) reagiert, ist der direkte Fit der Zeitreihen (direkter HMM-Zeitreihenfit,
HMM = Hidden Markov Model, Fredkin und Rice 1992; Albertsen 1994; Albertsen und
Hansen 1994; Klein et al., 1997; Sundermann und Zagotta, 1999a, b; Zheng et al., 2001),
wie er in den Gleichungen 4.11 bis 4.15 (Abschnitt 4.5) beschrieben ist. Allerdings
nimmt der direkte Fit einer Messung von 20 Sekunden (2:10° Datenpunkte) auf einem
500 MHz-Pentium II fiir eine einzige Zeitreihe mit einem O-O-C-C-C-Modell und zwei
Kanilen bis zu zwei Tage in Anspruch. Diese lange Rechenzeit reduziert die Anzahl der
geeigneten Messungen auf die vier, die im folgenden niher untersucht werden. Qin et al.
(1996) schlugen einen Algorithmus vor, der sehr viel schneller zum Ziel kommt als das
Verfahren von Albertsen und Hansen (1994). Dieser Algorithmus kann jedoch nur fiir
rauschfreie Zeitreihen angewandt werden. Damit muss wieder ein Sprungzeitendetektor
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eingesetzt werden, und alle diesbeziiglichen Vorteile des direkten HMM-Zeitreihenfits
gehen verloren, auch wenn die Autoren eine Missed-Events-Korrektur angeben.

10.3 Untersuchung unterschiedlicher 5-Zustandsmodelle

In einem ersten Ansatz wurden verschiedene 5-Zustandsmodelle verwendet. Tabelle
10.1 zeigt die Ergebnisse, die sich mit Hilfe der Analyse des direkten HMM-Fits einer
2-Kanal-Messung in reiner K*- und in Mischlosung (K™ + TI") bei +80 mV ergaben. Die
vier linearen Modelle und das eine verzweigte Modell fiihrten zu ungefidhr gleichen
Likelihoods (Gleichung 4.15). Obwohl der Unterschied zwischen den Likelihoods der
verschiedenen Modelle geringfligig grofer war als die Schwankungen, die sich beim
wiederholten Fit eines Modells ergaben, wird angenommen, dass es nicht moglich ist,
eines dieser Modelle auszuschlieBen, besonders, da die Ordnung der Modelle, die durch
ihre Likelihoods gegeben ist, unterschiedlich fiir die K'-Daten und die Daten der
Mischlésung ausfillt. Eine strenge Uberpriifung der moglichen kinetischen Gleich-
wertigkeit wiirde die Berechnung von vielen Messungen erfordern. Es waren jedoch
schon mit den Berechnungen, deren Ergebnisse in Tabelle 10.1 dargestellt sind, zwei
PCs einen Monat lang ausgelastet.

Interessanter ist das Verhiltnis in/igm. Es betrdgt ca. 1% ohne TI* und nimmt nach
Zugabe von TI" bei den meisten Modellen um ca. 25% ab. Dies liegt in der GroBenord-
nung der beobachteten Stromreduktion durch den AMFE. Tatsdchlich ist fiir die
Untersuchungen hier nicht wichtig, welches das richtige Modell ist, da alle Modelle
dieselbe TI"-induzierte Abnahme des Einzelkanalstroms ergaben. Die Ausnahme bildete
das O-C-C-C-O-Modell, bei dem die Reduktion geringer, aber dennoch signifikant aus-
fiel.

Da es nicht moglich ist, das richtige Modell herauszufinden, wird fiir die Analyse der
anderen Daten nur eines dieser Modelle verwendet, das A-O-G-C-Z-Modell. Es weist
eine nicht signifikant hohere Likelihood fiir TI™- und K*-Daten auf und war bei der
Dwell-Time-Analyse auch am besten fitbar.
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5-Zustandsmodell -log(L) it / 15im

Bad: 250 mM KNO3 + 5 mM Ca(NO3),

4800 32500 10200 260

A20=26G=2C?232 7641300 + 10 0.99 +0.01
29900 47100 5200 20

7000 120500 36500 50

G A= C=207Z 7641616 + 14 0.97 £0.00
87200 28300 2900 10

46500 8400 900 2900

G2 A20=2C?22 7642302 + 663 0.98 +0.01
12000 2800 3700 15
O
750]:]‘760
4400 11600 190 7643552 £ 6 0.98 £0.01
A=2G=Cea2”Z7

48500 3900 10

100000 15400 30 13800

A2G2C2Z<20 7645980 + 612 0.99 + 0.00
1200 750 700 2600

Bad: 230 mM K(NO3) + 20 mM TINO3 + 5 mM Ca(NO3),

600 75000 600 200

ARO & G=C?=Z 7473386 + 80 0.76 £0.02
100 112000 400 20

67300 9700 1300 240

G2 A=2C=20%32 7475053 + 259 0.76 £0.02
103000 122000 1000 20

100000 800 3150 230

G2 A20=C?32 7474252 + 80 0.79 £ 0.02

76300 4500 850 15

O
22001‘]‘270

89600 710 280 7473631 £40 0.77 £0.04
A2 G=2Cea=2/Z7

63800 950 20

100600 240 2000 240
A2 G2C=Z=20 7477061 + 45 0.90 + 0.02

37900 20 22300 250

Tabelle 10.1: Uberpriifung der verschiedenen 5-Zustandsmodelle. Die Zeitreihen, die bei
+80 mV mit und ohne TI" gemessen wurden, wurden mit den dargestellten Modellen unter
Verwendung der Gleichungen 4.11 bis 4.15 gefittet. Die Losung in der Pipette betrug immer
250 mM KNO; + 5 mM Ca(NOs),, die Zusammensetzung der Badlosung ist in den jeweiligen
Uberschriften angegeben. Die Abweichungen ergaben sich dadurch, dass fiir die Fits verschie -
dene Startwerte verwendet wurden (3-4 Fits pro Modell).
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10.4 Markov-Prozess und dessen Gatingverhalten in reiner
K*-Losung und in Mischlosung

Abb. 10.1 zeigt die Ratenkonstanten, die sich bei Membranspannungen von +100, +80,
-80 und -100 mV in 250 mM K" und in 20 mM TI" + 230 mM K" ergaben. Die wich-
tigste Aussage besteht darin, dass die Wahrscheinlichkeit, sich im langlebigen Offen-
Zustand A zu befinden, bei allen Messungen in Anwesenheit von TI" abnimmt. Die
Wabhrscheinlichkeit, sich im kurzlebigen Offenzustand (O) oder im kurzlebigen Ge-
schlossen-Zustand (G) zu befinden, nimmt zu. Das ist weniger offensichtlich bei -80
mV, da es sich um einen sehr aktiven Kanal handelte. Dennoch ergaben auch Simula-
tionen mit Ratenkonstanten dieses aktiven Kanals in Anwesenheit von TI" eine Ab-
nahme des scheinbaren Einzelkanalstroms (Tabelle 10.2). Die Betrachtung der Raten-
konstanten in Abb. 10.1 deutet an, dass der AMFE durch eine starke Abnahme des
Verhiltnisses koa/kog verursacht wird, das den Kanal dazu veranlasst, hdufiger in den
Zustand G zu springen. Die Erfahrung hat gezeigt, dass im Fitalgorithmus die Ab-
schitzung der Verhiltnisse der Ratenkonstanten zuverlidssiger ist als die Abschitzung
der Absolutwerte derselben, da sich die Verhiltnisse auf die Besetzungswahrschein-
lichkeit beziehen (im Falle von A: 2-3% in Anwesenheit von TI" verglichen mit ca. 20%
ohne TI", Abb. 10.1). Besetzungswahrscheinlichkeiten werden normalerweise ziemlich
genau durch die Fits wiedergegeben (Blunck et al., 1998). Die Messungen bei positiven
Spannungen zeigen eine Zunahme der Ratenkonstanten des O-G-Ubergangs in Anwe-
senheit von TI". Dies ist bei negativen Spannungen weniger offensichtlich. Daher schei-
nen die niedrigere Besetzungswahrscheinlichkeit von A und die hoheren Besetzungs-
wahrscheinlichkeiten von O und G der Hauptgrund des schnellen Flickerns in Anwesen-
heit von TI" zu sein. Dieses Charakteristikum konnte nicht mit Hilfe der Dwell-Time-
Fits aufgezeigt werden.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass folgendes Prinzip zugrunde liegt: Wenn sich
der Kanal im Zustand O (offen) befindet, hat er fiir den niichsten Ubergang zwei
Moglichkeiten: A (offen) oder G (geschlossen). Bei einer groBeren Wahrscheinlichkeit
des Ubergangs in den Zustand A im Verhéltnis zum Ubergang in den G-Zustand (wie
bei reiner K*-Losung) bleibt der Kanal linger im offenen Zustand. Damit wird der volle
Wert des Einzelkanalstroms erreicht. Wenn sich aber die Wahrscheinlichkeit des Uber-
gangs in den G-Zustand erhoht (wie bei einer gemischten K*-und TI"-Losung), wird der
offene Kanal bei einer hoheren Ratenkonstanten kgo schwieriger erlangt. Wenn sich der
Kanal nun im G-Zustand aufhilt, kann er in den C- oder wieder zuriick in den O-
Zustand iibergehen. Bei einer groBeren Wahrscheinlichkeit des Ubergangs in den O-
Zustand und einer schnellen Ratenkonstanten kgo entsteht das Flickern (Abb. 8.4B), das
fiir die Stromreduktion in der gemischten Losung verantwortlich ist. Die entscheidende
Grofe fiir die Stromreduktion ist das Verhiltnis koa zu kog. Je kleiner dieses Verhaltnis
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Ratenkonstanten durch einen direkten Fit der Zeitreihen

ist, desto groBer ist die Stromreduktion. Bei einem Ubergang des Kanals vom G- in den
C- oder dann sogar in den Z-Zustand bleibt der Kanal fiir eine ldngere Zeit geschlossen.
Fiir beide Losungen hat der Zustand Z eine hohe Besetzungswahrscheinlichkeit.

+100 mV K* -100 mV
18 15 3 7 57 18 2 1 2 77
5700 14800 9900 170 2500 37900 11400 960
ARO0=2G=2C®2 A2 0=2G=2C®22
6800 69900 4500 20 34500 40200 8900 20
+80 mV K* -80 mV
23 4 3 5 65 11 1 1 1 86
4800 32500 10200 260 2400 67700 2800 650
A2 o0=2G=2C?27 A2 o0=2G=C?Z
29900 47100 5200 20 60500 33500 1900 10
+100 mV K"+ TI* -100 mV
2 8 6 4 80 3 4 8 14 71
1600 68000 900 400 2600 56700 7000 300
A0 =2G=C?2Z7 ARO0=G=2C?2Z7
400 87000 1400 20 1400 28700 4200 60
+80 mV K"+ TI* -80 mV
1 8 5 8 78 9 22 16 14 39
600 75000 600 200 1400 46700 3400 340
ARO & G=2C=Z A0 =2G=2C?2Z7
100 112000 400 20 600 63200 3800 160

Abbildung 10.1: Modelle und Einzel-Kanal-Ratenkonstanten (s ), die sich aus dem direkten
Fit von Zeitreihen (20 s, 2-10° Datenpunkte) bei +100 und +80 mV (linke Spalte) und bei -100
und -80 mV (rechte Spalte) in 250 mM KNOj; und in 20 mM TINO; + 230 mM KNO; (+ 5 mM
Ca(NOs), in allen Fillen) ergaben. Die Zahlen iiber den Zustinden geben die
Besetzungswahrscheinlichkeit in Prozent der gesamten Zeit des 20 s -Intervalls an.

Die Verweildauern, die sich aus den Daten in Abb. 10.1 ergeben, konnen aus den k;; mit
Hilfe der Gleichungen 4.9 und 4.10 fiir einen Kanal berechnet werden. Sie sind in
Tabelle 10.2 abgebildet. Das Hauptmerkmal, das bei allen Messungen auffillt, besteht
darin, dass sich der Wert der schnellen Zeitkonstanten nicht signifikant dndert. Statt-
dessen tritt eine ca. 10-fache Zunahme der Amplitudenfaktoren sowohl der schnellen
Komponente do des offenen Dwell-Time-Histogramms als auch von dg des geschlos-
senen Dwell-Time-Histogramms auf. Das bedeutet, dass das zunehmende Auftreten von
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Ereignissen mit kurzen Zeitkonstanten die Ursache fiir das schnelle Flickern ist, das zur

Reduktion des scheinbaren Einzelkanalstroms in Anwesenheit von T1* fiihrt.

K" +80 mV K" +100 mV K"+ TI"+80 mV K" + TI" +100 mV
d 1t/us d T/ us d 1t/us D T/ us
A 275 800 690 560 1.4 3450 17 1170
O 5980 30 5810 84 88100 30 88500 30
G 10280 35 30680 25 149360 20 116270 20
C 145 550 240 490 3.5 3145 20 1060
Z 0.05 104030 0.04 104330 0.04 133940 0.04 118200
ific / isim 0.99 0.99 0.76 0.75
K* -80 mV K" -100 mV K'+TI"-80mV K"+ TI" -100 mV
d 1t/us d 1t/us d 1t/us d T/ us
A 40 1530 65 1550 10 1450 33 790
O 3390 15 3180 25 25700 40 27600 35
G 2020 55 3800 35 34730 30 13700 55
C 10 835 205 265 115 500 390 560
Z 0.01 274500 0.05 113900 0.85 13730 0.45 36350
ific / isim 0.99 0.98 0.86 0.87

Tabelle 10.2: Zeitkonstanten t (die inversen Eigenwerte A) und die Amplitudenfaktoren d
(Gleichung 4.10), die fiir die Einzelkanal-Messungen aus den Daten in Abb. 10.1 unter Verwen-

dung der Gleichungen 4.8 bis 4.10 berechnet wurden. Die jeweils letzte Zeile zeigt die

Reduktion des Einzelkanalstroms ig/igy, in einer Zeitreihe, die mit den gemittelten Werten der

Ratenkonstanten und einem Einzelkanalstrom iy, simuliert wurden.

10.5 Uberpriifung der Zuverlissigkeit des Direkten-Zeitreihen
-Fits und dessen Uberlegenheit gegeniiber der Dwell-
Time-Analyse

Die Frage die sich nun stellt, lautet: Wie genau wurden die Ratenkonstanten mit Hilfe

des Direkten-Zeitreihen-Fits gefittet? Aus diesem Grund wurde wiederum die Zuverlis-

sigkeit der Berechnungen durch Simulationen iiberpriift, wie es bereits in Abb. 9.2

durchgefiihrt wurde. Es wurden wieder Zeitrethen mit dem 5-Zustandsmarkovmodell A-
O-G-C-Z simuliert (Abschnitt 4.6), und die Ratenkonstanten kgo und kog durch einen
gemeinsamen Faktor von 0.5-40 verdndert (Abschnitt 9.4). Die simulierten Zeitreihen

wurden mit dem Direkten-Zeitreihen-Fit ausgewertet. Die Ratenkonstanten der Hin-
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und Riickreaktion von O und G, die sich aus dieser Analyse (kg) ergaben, wurden mit
denen verglichen, die fiir die Simulationen (kgn) verwendet wurden (Abb. 10.2).

Abb. 10.2 zeigt, dass das zeitliche Auflosungsvermogen sehr viel weiter reicht als bei der
Dwell-Time-Analyse (Abb. 9.2). Es zeigt, dass eine Erhohung der Ratenkonstanten, die
in den Simulationen verwendet werden, auch in schnelleren Ratenkonstanten, die sich
durch die Fits ergeben, resultiert. Bis zu 50 ms"' liegen die gefitteten Ratenkonstanten
fast auf der Diagonalen, die den wahren Werten entspricht. Es tritt ab einer Ratenkons-
tanten von 50 ms" jedoch eine Verkleinerung der Ratenkonstanten auf: Die gefitteten
Ratenkonstanten sind ein bisschen langsamer als die wahren (unterhalb der kg = Kgim-
Linie). Das Anwachsen der Kurve in Abb. 10.2 steht im Widerspruch zum Dwell-Time-
Fit (Abb. 9.2). Das wichtigste Ergebnis besteht darin, dass sich die Daten im Rechteck
immer noch auf dem ansteigenden Ast befinden, d.h. schnellere wahre Ratenkonstanten
filhren zu schnelleren berechneten Ratenkonstanten. Dies erdffnet die Moglichkeit, mit
Hilfe von Simulationen die wahren Ratenkonstanten zu finden. Das bedeutet, dass
diejenigen Ratenkonstanten wahr sind, die folgende Bedingung erfiillen. Sie werden in
das Simulationsprogramm eingesetzt. Die daraus resultierende Zeitrethe wird genauso
wie reale Daten gefittet. Dies ergibt neue (meistens kleinere) Ratenkonstanten. Wenn
diese neuen Ratenkonstanten identisch mit den aus den realen Daten gewonnenen sind,
dann waren die zur Simulation verwendeten die wahren Ratenkonstanten. Diese Ergeb-
nissen wurden durch die Arbeit von Harlfinger (2000) bestitigt, der ein einfaches C-O-
Markov-Modell bei unterschiedlichen Ratenkonstanten und Signal/Rauschverhéltnissen
mit Hilfe des Direkten-Zeitreithen-Fits untersuchte.

Dass der direkte HMM-Fit iiber die durch den Filter gesetzte Grenze hinausblicken kann,
liegt daran, dass der Préadiktionsalgorithmus vorhersagt, in welchem Zustand der Kanal
nach der Zeit At sein wird. Diese Vorhersage bezieht sich nur auf den Kanal und ist
unabhingig vom Versuchsaufbau. Sie ist also stets richtig. Der Filter kommt dann zum
Tragen, wenn diese Vorhersage mit dem gemessenen Strom verglichen wird. Dazu muss
das gesamte Amplitudenhistogramm in Einzelhistogramme pro Niveau aufgespalten
werden. Hier spielt der Filter wieder eine Rolle. Schnelles Schalten kann zu Fehlern
fihren, wenn das Amplitudenhistogramm nicht mehr durch Summen von GauBhiigeln
beschreibbar ist, sondern Beta-Verteilungen (RieBner, 1998; Harlfinger, 2000) notwendig
werden. Die Fehler fiihren zu einer Verkleinerung der gefitteten Ratenkonstanten im
Vergleich zu den ,,wahren” Ratenkonstanten. Bei den Chara-Daten ergab das schnelle
Schalten jedoch nur eine Verbreiterung der GauBhiigel in Gegenwart von TI". So etwas
wird allerdings vom verwendeten Amplitudenhistogramm-Aufspaltungsprogramm korrekt
behandelt. Damit ist die Auswertung auch fiir Schaltfrequenzen des Kanals oberhalb der
Filterfrequenz mathematisch korrekt.

Diese Analysen zeigen, dass die schnellen Ratenkonstanten durch Auswertung des
Direkten-Zeitreihen-Fits (Albertsen und Hansen, 1994) eine deutlich bessere Auflosung
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ergeben als bei der Dwell-Time-Analyse. Der Vorteil beim Direkten-Zeitreihen-Fit ist
die Vermeidung eines Sprungdetektors (Hinkleydetektor). Dies ist fiir die bessere
Auflosung verantwortlich. Die Dwell-Time-Histogramme, die mit dem Target-Fit
(Colquhoun et al., 1996; Kijima und Kijima 1987a,b; Blunck er al., 1998) ausgewertet
wurden, sind nur fiir langsame Ratenkonstanten geeignet, da die Auswertung mit
deutlich weniger Zeitaufwand verbunden ist. Daher werden alle weiteren Analyse-
verfahren ausschlieBlich mit dem Direkten-Zeitreihen-Fit durchgefiihrt.
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Abbildung 10.2: Uberpriifung des direkten Fits der Zeitreihen durch simulierte Zeitreihen
(kg). Die Ratenkonstanten fiir die Hin- und Riickreaktion des Offen- zum Geschlossenzustands
(O-G), die aus den gemessenen Zeitreihen (20 s, 2-10° Datenpunkte, +100 mV, 20 mM TI* +
230 mM K*) berechnet wurden, sind durch das Rechteck gekennzeichnet. Fiir die anderen
Datenpunkte wurden koo und kog durch einen gemeinsamen Faktor von 0.1 bis 10 (kgpy)
verdndert, wihrend die anderen Ratenkonstanten diejenigen der gemessenen Daten sind. Die
Kurve, die mit ,,Strom" bezeichnet ist, stellt den scheinbaren Einzelkanalstrom ig/igy, dar, der
durch die simulierte Zeitreihe (20 s, 2-10° Datenpunkte) bestimmt wurde.

Im Hinblick auf den AMFE ist die wichtigste Kurve in Abb. 10.2 diejenige, die mit
"Strom" bezeichnet ist. Sie zeigt den scheinbaren Einzelkanalstrom, der sich aus der
Berechnung der simulierten Zeitreihe ergibt. Die Reduktion von ca. 25%, die sich aus
der simulierten Zeitreihe ergibt, passt zur beobachteten Reduktion durch den AMFE in
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den Abb. 8.1, 8.2 und 11.9. Die Abnahme des Stroms, die sich bei solchen Simulationen
ergab, ist fiir alle Messungen in Tabelle 10.2 dargestellt. Im Falle der K*-Daten betrug
die Reduktion des Stroms ca. 1%. Dies deutet an, dass die Abnahme durch schnelles
Schalten charakteristisch fiir die AMFE-Daten ist. In Anwesenheit von TI" ergaben sich
Werte von 13-25%, die mit den Werten in den Abb. 10.1 und 10.2 korrespondieren.
Dadurch konnte gezeigt werden, dass nicht aufgelostes schnelles Schalten wahrschein-
lich der Grund fiir die Abnahme des scheinbaren Einzelkanalstroms beim TI'/K*-AMFE
in Chara ist.

10.6 Neuere Arbeiten im Widerspruch zu Permeationsmo-
dellen

Die neuesten Untersuchungen von Berneche und Roux (2001) zeigen, dass eine Grund-
annahme des Hille-Schwarz-Modells (Abschnitt 7.1 und 8.4), die Energiebarrieren, fiir
das Entstehen des AMFE in Frage gestellt werden muss. Es wurden durch Molecular-
Dynamics-Simulationen anhand der Grundlage der Rontgen-Struktur-Analyse des KcsA
K*-Kanals (Doyle et al., 1998; Morais-Cabral et al., 2001; Zhou et al., 2001) die
Bindungsenergien der K'-Ionen in der Pore bestimmt. In diesem Modell werden drei
K*-Ionen betrachtet, von denen sich zwei in der Pore befinden und eines im Hohlraum.
Um das Problem der Darstellung der Abhédngigkeit von drei Koordinaten zu l6sen,
werden in den Abbildungen eine echte Koordinate und eine Schwerpunktskoordinate
verwendet. Die Schwerpunktskoordinate befindet sich zwischen den beiden K*-Ionen in
der Pore (Z, links in Abb. 10.3), da zwischen den beiden K™-Ionen in der Pore ein
fester Abstand besteht. Links in Abb. 10.3 ist die zweite Koordinate die Lage des Hohl-
raum-Ions. Rechts in Abb. 10.3 hat das Hohlraum-Ion die Pore betreten, und das duflere
Ion verlisst die Pore. Deshalb wird eine neue Schwerpunktskoordinate Z,3 gewdhlt. Die
Bindungsenergie wird als Farbe iiber diesen beiden Koordinaten aufgetragen, wobei
eine Farbstufe 1 kcal mol™ entspricht. Wenn der Verlauf des Weges von Zustand (a) in
Zustand (e) oder (f) betrachtet wird, wird deutlich, dass sich die Bindungsenergie nur
unwesentlich @ndert. Das bedeutet, dass Energiebarrieren, wie im Hille-Schwarz-Modell
gefordert, beim Durchtritt eines K'-Ions durch die Pore nicht auftauchen. Damit
widerlegt dieses Ergebnis die erste Grundannahme des Hille-Schwarz-Modells.
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Abbildung 10.3: Darstellung der freien Energien der leitenden Ionen berechnet mit Hilfe
von Molecular-Dynamics-Simulationen. Jede Farbstufe entspricht einem Energieunterschied
von 1 kcal mol ™. Die Position der Tonen Z;, Z, und Z; (die Nummern beginnen beim dulersten
Ion) ist relativ zum Zentrum des KcsA-Selektivititsfilters. Z; ist die Schwerpunktskoordinate
der Ionen i und j. Der Energieweg (dargestellt als die dickere der beiden gepunkteten Linien)
folgt der Konfiguration a-b-d-f. Dieser Weg ist ein spontaner Ubergang, der durch eine
Molecular-Dynamics-Simulation beobachtet wurde. Ein zweiter Weg (dargestellt durch die
diinnere Linie), der der Konfiguration a-c-d-f folgt, ist ebenfalls moglich (Berneche und Roux,
2001).

Die Untersuchungen von Morais-Cabral et al. (2001) und Zhou et al. (2001) durch
kristallografische Rontgen-Struktur-Analyse des KcsA K'-Kanals widerlegen auch die
zweite Annahme des Hille-Schwarz-Modells: die gegenseitige AbstoBung der Ionen.
Die dort erreichte hohe Auflosung, bei Zhou et al. (2001) 2 A, durch Kristallisation der
KcsA Kanile zusammen mit Fab aus dem Immunoglobin (Nelson und Cox, 2001) zur
Erzeugung sehr gut geordneter Kristalle, filhrte zur Bestimmung der Ionenverteilung
innerhalb des Selektivitatsfilters des Kanals. Das Ergebnis dieser Untersuchung ist, dass
die beiden K'-Ionen im Selektivititsfilter voneinander durch ein Wassermolekiil
getrennt werden. Der Transport der Ionen beruht auf dem Durchlaufen zweier ver-
schiedener Konfigurationen: K'-Wasser-K*-Wasser (1,3 Konfiguration) und Wasser-
K*-Wasser-K* (2,4 Konfiguration), bis ein drittes Ion eintritt, und das Ion an der
Gegenseite der Reihe ersetzt (Abb. 10.4A). Das K*-Ton steht innerhalb des Selektivitiits-
filters entweder in Wechselwirkung mit acht Sauerstoffen aus der Carbonylgruppe
(Koordinationszahl 8, Abb. 10.4B rechts, Konfiguration 1,3 und 2,4) oder mit je vier

88



Ratenkonstanten durch einen direkten Fit der Zeitreihen

Sauerstoffen aus der Carbonylgruppe und zwei Wassermolekiilen entlang der Reihe
(Koordinationszahl 6, Abb. 10.4B links, die Zustinde zwischen den Konfigurationen
1,3 und 2,4 (Abb. 10.4A)). Der Energieunterschied zwischen den 1,3 und 2,4 Konfigu-
rationen ist fast Null. Dies fiihrt zu einer maximalen Leitfdhigkeit, in der der Durchtritt
eines K'-Ions nur 10 ns dauert. Das bedeutet aber auch, dass eine direkte Ion-Ion-
Wechselwirkung zwischen den K*-Ionen nicht mdglich ist, da bei beiden Konfigura-
tionen ein Wassermolekiil zwischen den Ionen vorhanden ist.

Auch diese Ergebnisse zeigen, dass fiir den K*-Kanal die Voraussetzungen des Hille-
Schwarz-Modells nicht erfiillt werden konnen, da weder eine direkte Wechselwirkung
zwischen den K'-Ionen noch ein Energieunterschied zwischen den Konfigurationen
vorhanden ist.

6: Valinomycin 8: Nonactin

Abbildung 10.4: Der biologisch wichtige Durchlaufzyklus fiir K*-Tonen durch den Selekti-
vititsfilter eines KcsA Kanals. (A) Der Selektivititsfilter wird in fiinf Reihen von vier auf
gleicher Ebene gesetzten Sauerstoffatomen (weiB) mit K*-Ionen (griin) und Wassermolekiilen
(rot) dargestellt. Die K™-Ionen wechselwirken mit acht Sauerstoffatomen der Carbonylgruppe
bei der 1,3 und 2,4 Konfiguration. Durch die Bewegung entlang des Selektivititsfilters werden
die K*-Ionen von sechs Sauerstoffatomen eingeschlossen, von denen zwei von den dazwischen
gekommenen Wassermolekiilen sind. (B) Die Atomstruktur der K*-Selektivitit der Antibioti-
ken Nonactin (recht) und Valinomycin (links) zeigen die Wechselwirkung von je acht oder
sechs Sauerstoffatomen (Morais-Cabral et al., 2001).

89



Kapitel 10

Obige Ergebnisse bestitigen die Resultate der Untersuchungen, die in dieser Arbeit
durchgefiihrt wurden. Sie zeigen, dass der AMFE nicht mit einem Permeationsmodell
wie Hille-Schwarz (1978; Abschnitt 7.1) oder Wu (1991, 1992; Abschnitt 7.3), die eine
Energiebarriere und Ion-lon-Wechselwirkung fordern, erkldrt werden kann. So konnen
nur Gatingeffekte die Ursache fiir die Entstehung des anomalen Molfraktionseffekts
sein. Das schnelle Schalten, das in dieser Arbeit nachgewiesen wurde, ist ein Gating-
effekt. Diese Ergebnisse stimmen auch mit Draber und Hansen (1994) beim Cs*-Effekt
gut iliberein. Die Vermutung des schnellen Schaltens beim AMFE, die sich aus zehn
Jahre dauernden Untersuchungen ergab, bestitigt sich durch diese Resultate. Welches
Gatingmodell nun den AMFE verursacht, wird im néchsten Kapitel untersucht.
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11 Gating-Modelle fir den anomalen Molfrak-
tionseffekt des Einzelkanalstromsin Chara

Bis jetzt wurde die zetliche Auflésung von 2-Kana-Aufnéhmen in Chara sowelt
verbessert, dass schnelles Schdten in den zugdnglichen Bereich des direkten Fits ener
Zdtrehe mit einem Hidden-Markov-Modell (Albertsen und Hansen, 1994) kam. Es
ergab sch, dass die Reduktion des Einzelkanadstroms in eéner K*/TI'-Lésung aus der
Mittelung Uber einen Burd des schndlen Schdtens resultiert (Tabelle 10.2 und Abb.
11.9). Des zeigte, dass der AMFE in Chara en Gating-Effekt ist. Es wurde jedoch kein
mechanistisches Moddl vorgeschlagen, das erkl&ren konnte, wie ene lonenMischung
das Gating derartig beeinflussen kann, dass der scheinbare Einzdkandstrom vermindert
wird.

11.1 Liganden-M odell und ,, Foot-in-the-Door* -M odéll

Ein Vorschlag fur en solches Moddl ergibt sich aus etlichen Hinwesen darauf, dass
der Radius des Sdektivitédilters variabd san konnte und durch Liganden-Bindung
oder permeierende lonen beeinflusst werden konnte. Perozo et al. (1999) fanden mit
Hilfe von ElekironParamagnetik-Resonanz  Untersuchungen  Anderungen im  Durch
messer der &ul3eren Pore im KcsA Kanal und brachten pH-abhéngiges Gating in Zusam:
menhang mit der Bewegung der vier Untereinheiten.

Anderungen in der Sdektivitdt wurden von Schneggenburger und Ascher (1997) auch
mit Subleveln assoziiert. Ogielska und Aldrich (1999) berichteten, dass der Shaker K-
Kand, der durch Na'-lonen geblockt war, in reiner Na'-Losung wieder leitfahig wurde
(Abschnitt 12.5). Auf der Basis des Modells von Doyle et al. (1998) schlugen Ogielska
und Aldrich (1999) vor, dass eine Manschette (cuff) von Aminosiuren die Pore offen
hat. Wahrend der C-Typ-Inaktivierung relaxiert dieser ,Cuff* und wird fir die K*-
lonen zu eng. Nun passen dlerdings Na'-lonen wegen des kleineren lonenradius der
Pore. Ein Bruch der Wasserstoffbriickenbindung zwischen E418 und V451 und V452
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im Shaker-Kand fihrt zu dner Vedndeung des Sdektivitdtsfilterdurchmessers
(Larsson und Elinder, 2000; Loots und Isacoff, 2000; Abschnitt 12.5).

Ein anderer Agpekt, der im Model betrachtet wird, ist die Bindung an die vier
Untereinheiten des Kands Der Zusammenhang zwischen Letféhigket und Anzahl der
gebundenen Liganden it die Hauptfragestdlung eines Moddls des Glutamat- Rezeptors
wie es von Rosenmund et al. (1998) vorgeschlagen wurde. Wenn die Bindungsstelle des
Glutamats vorher von einem hohen affinitdren Antagonisten besetzt wird, um dadurch
die Geschwindigkeit der Bindungen des Glutamats herdbzusetzen, passiert der Kand
dreé unterscheidbare Leitfahigkeitszustande (Abb. 11.1). Da beim Ubergang in den
eden Zudand zwe Zetkonganten auftreten, wird dadurch die Anzahl 4 (vier Unter-
enheten) veifiziert.
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Abbildung 11.1: Sequentielle Bindung von Glutamat an einen Glutamat-Rezeptor-Kanal
und dessen Einzelkanalstrom aufgetragen gegen die Zeit, die durch Patch-Clamp-Technik bei
einem Haltepotential von —160 mV gemessen wurde. Der Pfeil in der Zeitreihe deutet den Zeit-
punkt an, zu dem der Lésung Glutamat hinzugefiigt wurde. Durch die langsame Freisetzung des
Antagonisten wird die schrittweise Besetzung der Bindungsstellen mit Glutamat aufgelst. Je
nach Anzahl der Besetzung der Bindungsstellen 2, 3 oder 4 mit Glutamat werden Kanalzustande
mit  kleinen (S), mittleren (M) und groBen (L) Einzelkanastromen beobachtet
(http://mww.mpibpc.gwdg.de/abteilungen/140/groups/mmecsf/index.html).

Das 4-UnterenheitenrModd! ig nicht auf Glutamat-Rezeptoren beschrankt, sondern
gilt auch fir CNG-Kande. Eine dnliche Beziehung zur tetrameren Struktur ergab Sch
aus Sublevel-Untersuchungen im verzogerten Gleichrichterkana drkl (Chgpman et al.,

92



Gatingmodele fir den AMFE

1997) oder in NMDA-Rezeptor-Kandlen (Schneggenburger und Ascher, 1997). Zheng
et al. (2001) fanden eine treppenatige Offnung in der Feinstruktur-Aktivierung und -
Desktivierung des Shaker-Kands und brachten die Sublevds mit den einzenen Zu-
standen der vier Untereinhditen in Verbindung. Eine dlosterische Bindung von Mgf*
(oder Ca?") an Bindungsstellen jeder Untereinheit des BK-Kands wurde von Zhang et
al. (2001) beschrieben.

Die dritte Anforderung, die an en AMFE-Moddl gestdlt wird, ist der Einfluss der
lonen-Bindung an die Gating-Eigenschaften. Effekte dieser Art sind bereits aus Mes
sungen mit klassschen Mikrodektroden bekannt, so z. B. die Verschiebung des Akti-
vierungspotentials des K*-Kands in Schliesszellen durch die K*-Konzentration (Blatt,
1988). Die Patch-Clamp-Technik (Abschnitt 3.2) erbrachte einen direkten Bewels, dass
die lonenkonzentration das Gating bednflusst. So veranlasst z. B. die Erhdhung der
externen K*-Konzentration die K*-Kandle dazu, langsamer zu schlielfen (Swenson und
Armstrong, 1981; Kiss und Korn, 1998) oder bei Abwesenheit von externen K'-Kon-
Zentrationen zu einem Zusammenbruch der Leitfahigket zu fihren (Zhou et al., 2001;
Abschnitt 12.5). Etliche Beobachtungen dieser Art fuhrten zum enfachen , Foot-in-the-
Door“-Modell des Gatings. Das besagt, dass der Kana mit Ionen innerhadb der Pore
nicht inaktivieren kann (Kiss et al., 1998; Lu et al., 2001). Ahnliche Befunde wurden
auch Uber den Na'-Kana berichtet (Townsend und Horn, 1999). Demo und Yélen
(1992) fanden, dnlich wie Levy und Deutsch (1996), jedoch auch eine Beschleunigung
der Offen-Rate mit wachsender duRerer K*-Konzentration. Se schlugen @n Perme-
aionsmoddl mit zwel Bindungsstelen vor, ba dem die ene Bindungssdle ds Gating-
Sdle agiert. In den Untersuchungen von Zhang et al. (2001) verlangsamte die Bindung
von Md™* (oder Ca®*) die Rate, die Offenzustinde zu verlassen. Ein Anstieg der Chlo-
rid-Konzentration erhthte die Offenwahrschenlichkeit des Chlorid-Kands (Pusch et
al., 1995; Pusch, 1996; Chen und Miller, 1996).

Draber und Hansen (1994) fanden, dass im Fal des spannungsabhdngigen Blocks des
K*-Kandsin Chara durch Cs  die Ratenkonstante des Ubergangs in einen Geschlossen
zustand proportional zur Cs'-Konzentration war (Abschnitt 8.5). Die wechsdsditige
Beziehung zwischen lonenbindung und Schdtverhdten wurde im Shaker-Kand mit
dnem engebauten Cysidn im externen P-Loop deutlich. Die Bindung von Zn?* und
Cd** bringt den Kand in den langsamen C-Typ-Inaktivierungszustand. Der Zustand des
Kanas bt aber auch enen starken Einfluss auf das Ky der Cd®*-Bindung. Dies deutet
Konformationsénderungen des externen Mundes an. In den Messungen von Perozo et
al. (1999) war es der pH-Wert, der den Durchmesser des dul¥eren Eingangs veranderte.

Die obigen Befunde fuhrten zu folgendem Vorschlag eines Mechanismus fir den
AMFE. Einer der Faktoren, die eine Anderung in der Sdektivitdt hervorrufen kénnen,
ig die LigadenBindung, die zur Anpassung des Porenradius beisteuert und dadurch
die Sdektivitdt des K*-Kands und dessen Gating-Eigenschaften andert (CNG-Kande:
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Ruiz und Karpen, 1999; Sundermann und Zagotta, 1999ab; BK-Kande Moss und
Magleby, 2001; Shi und Cui, 2001; Glutamat-Rezeptoren: Rosenmund et al., 1998; Stern-
Bach et al., 1998). Das bedeutet, dass die lonenbindung an dlogterische Stellen bei dlen
vier Untereinheiten des Kanals angenommen wird. Fir den AMFE werden zwei Mecha-
nismen ewogen, die die Gaing-Eigenschaften des Sdektivitédfilters erklaren konnten:
lonenbindung an dlogterische Stele (LigandentrModell) oder Regulierung des Gating-
verhdtens durch die permeerenden lonen in der Pore. Im folgenden werden finf ver-
schiedene Modédlle in Betracht gezogen, die den AMFE erkléren sollen.

1. Der direkte Effekt der lonenbindung auf das Gating: Dabe sind die Bindungsraten
kongtanten gleich den Gatingratenkonstanten.

2. Ein nichtlinearer Effekt der lonenbindung auf das Gating: Das Gating wird auch
hier durch die Bindung verursacht, aber Zwischenschritte (lonenbindung und an
schliessende Anderung in der Proteinkonfiguration) |6sen Séttigungskinetiken in der
Beziehung zwischen lonenkonzentration und Gatingratenkonstanten aus.

3. Modulation des Gatings durch lonenbindung: Gating resultiet aus temperatur-
induzierten Vibrationen, aber die Frequenz dieser Vibrationen wird durch die lonen
bindung moduliert. Dies ist &nlich den Ergebnissen von Ruiz und Karpen (1999),
die auch zu dem Schluss kamen, ein einfaches MWC-Moddl (Monod et al., 1965)
fur das Binden von cGMP an die vier C-Termini des CNG-Kands aufgeben zu
miissen.

4. Ahnlich wie bem Hille-Schwarz-Moddl ist die Leitfahigkeit durch die Besstzung
mit unterschiedlichen lonen in der Pore blockiert, jedoch nicht wegen deren Wech
selwirkungen, sondern wegen der Konformationsanderung des Seektivitétdfilters.
Die Gatingratenkongtanten sind gleich den Besetzungsratenkonstanten.

5. Modulation durch Besetzung der Pore: Die durchschnittliche Besetzung der Pore

entscheidet Uber die Ratenkongtanten der inhédrenten Vibration (Ubergange zwi-
schen den Markov-Zusténden) des Proteins.

11.2 Liganden-Bindung: Allgemeine Eigenschaften der ersten
dre Moddle

Cakan (2002) versuchte, den AMFE mit Hilfe von Liganden-Moddlen zu moddlieren,
um die AMFE-Kurve durch ein Gating-Model zu erzeugen. Eine Anderung des Gatings
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durch LigandenBindung wurde wie bereits oben besprochen bis jetzt hauptsichlich auf
der cytosolischen Seite beobachtet (Ruiz und Karpen, 1999; Moss und Magleby, 2001).
Beispide fir Liganden-Bindung an der externen Seite sind sdten. Es gibt d@ne Ca'-
Bindung bem EF-Hande Motiv in Cat*-Kandlen (Feng et al., 2001), eine Bindung von
Na" und Cs" an den Porenmund von NMDA-Rezeptoren (Antonov und dbhnson, 1999)
oder dne Bindung von Cd®* an kindlich gesetzte Cystein-Residuen (Yelen et al.,
1994). Die Bindungsstellen beim Glutamat-Rezeptor liegen auch auf der Aullenseite des
Kanas (Rosenmund et al., 1998).

Die Moddle gehen von enem enfachen 4-Untereinheten-Moddl aus, da angenommen
wird, dass der Kand aus vier identischen Untereinheiten besteht. Tatsachlich wurde der
K*-Kand in Chara bisher nicht geklont. Es wird jedoch aus ssinem Verhdten geschlos-
sen, dass es dhnlich dem BK-Kana ist (Tester, 1988, Abschnitt 3.1). Es wird bel den
esen dra Moddlen angenommen, dass jede der vier Untereinheten eine Bindungs-
ddle bestzt (&hnlich wie in Abb. 11.1, Rosenmund et al., 1998), die K" oder TI" mit
den Ratenkonstanten kj 1 und & 1 binden und se mit den Ratenkonstanten k; s und ti s
fresetzen kann. Daher kann die lonenbindung an jede Untereinheit des Kands durch
@n 3-Zugtandsmarkovmoddl mit den Zustdnden K (K*-gebunden), F (frei) und T (TI'-
gebunden) beschrieben werden. In dieser ersten Néherung snd die Markov-Modele
unabhangig, aber Kooperativitdt kann leicht eingefUihrt werden, indem die Ratenkons-
tanten der lonenbindung und —freisetzung abhangig von den Zustdnden der anderen
Untereinheiten gemacht werden.

Der Makrozustand des Kanads wird durch en Symbol aus vier Grofuchstaben be-
schrieben. KKKK  bedeutet, dass dle vier Bindungsstellen mit K*-lonen besatzt sind.
KKKT beinhdtet, dass 3 Stellen mit K*-lonen und eine mit einem TI"-lon besstzt sind.
TTTT bedeutet, dass dle vier Bindungsstelen mit TI" besetzt sind, FFFF it mit keinem
lon besatzt, KFKT bindet zwei K*-lonen, ein TI*-lon und besitzt eine unbesetzte Bin-
dungsstele usw.

Binden und Fresetizen enes lons an ene dloderische Sdle im  4-Untereinheten
Modell wird durch folgende Gleichungen

dKp

at = k1,1K F - k.1sKbp (11.19)
und
aTs = 4 TF - ¢,y (11.1b)
dt
beschrieben, wobe
K die K*-Konzentration,
T die TI"-Konzentration,
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K11 die Ratenkonstante der Bindung von K,

Ki1s die Ratenkonstante der Freisetzung von K*, (der Index S bedeutet "single
ubunit”)

t11 die Ratenkonstante der Bindung von TI*,

t1s der Freisstzung von TI*,

Kb die Wahrscheinlichkeit, dass K™ an die Bindungsstelle gebunden i,

Ty die Wahrscheinlichkeit, dass TI™ an die Bindungsstelle gebunden ist

F die Wahrscheinlichkeit, dass die Bindungsstdlle leer ig.

Die Summe Uber dle Zugande der Bindungsstdlen muss eins sain. Dies bertickschtigt
automatisch die Normierung der Wahrscheinlichkeiten.

K, +T, +F = 1 (11.2)

11.2.1Modell 1: Direkter Einfluss der lonenbindung auf das Gating:
lonenbindung und scheinbarer Einzelkanalstrom

Die Wahrscheinlichkeit firr die Besetzung einer Bindungsstelle mit K ist:

K
b (11.39)

P = Ko = £5 K,+T,

Fir einen Zustand im Steady-State wird die Anderung der Bindungswahrscheinlichkeit
pro Zeit in den Glechungen (11.18) und (11.1b) gleich Null gesetzt und in Gleichung
(11.39) eingesetzt.

Kia

K
k.
Py = Kp = — S (11.3b)
I+ ——K+—=T
K-1s t.1s
Entsprechend mit TI" ergibt sich
!
Pr=To = — Lk : (11.3¢)
I+ ==K+ —=T
K.is t.ss
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und fir den unbesetzten Zustand

p.=F = 1 (11.3d)

PRLEDULTE
K-1s t.1s

Ohne Kooperativité ist die Wahrscheinlichkeit in eéinem Makrozustand mit 6 K*-besetz-
ten, N freien, 4-N-6 TI*-besetzten Bindungsstellen (6,N = 0, 1, 2, 3, 4)

p(k,4-k-f,f)=plp"" p (11.4)

Wenn die Besatzung des freien Zugtands F klein ist (k11 K > kisundt s T > tyg), dann
kann die ,1° im Nenner von Gleichung 11.3b,c vernachldssgt werden, und nur das
Vehdtnis zwischen K*- und TI"-Bindung ist von Bedeutung. Es wird eine Grofe R an-
gefuhrt, die folgendermal3en definiert is.

T
o (11.5)

Damit werden die Gleichungen 11.3b,c,d umgewandelt in

1 R
= : = : = 0 11.6a,b,
o= Tom o M=o B (11.6ab.)

Die Steady-State-Bindungswahrschenlichkeiten (Gleichung 11.3) werden zur Berech
nung des scheinbaren Einzelkandstroms herangezogen. Dies bedeutet, dass die Mitte-
lung Uber den Burst des Stroms der Hauptmechanismus ist, der die Stromreduktion ver-
ursacht. Diese Naherung igt gerechtfertigt, wenn die Integrationszeit des Filters des
Messaufbaus langer ist ds die Verweldauern in den Offenr und Geschlossenzustanden
des Kandls (Hansen et al., 1997). Wie bereits erwdhnt, ist dieser Effekt sehr deutlich im
Fale des Cs™-Blocksin Chara (Klieber und Gradmann, 1993), bei dem das Niveau und
das Gating bel einer Abtastrate von 100 kHz aufgelést wird, nicht aber bei einer Abtast-
rate von 5 kHz (Draber und Hansen, 1994; Abschnitt 8.5).

Im Falle des AMFE i es die Stromreduzierung durch Geting in den Kapiteln 8, 9 und
10 ausfihrlich dargestdlt (Farokhi et al., 2000). Durch diese Ergebnisse it die Anwen
dung von Steady-State-Bindungswahrscheinlichketen (Gleichung 11.3) zur Berechnung
des scheinbaren Einzdkandstroms snnvoll.
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11.2.1.1 Erzeugung des AMFE des scheinbar en Einzelkanalstrams

Der Strom bei einer vorgegebenen Membranpotentia ist:

k +f =4
1= & pk.f,4-k-f)IKf,4-k-f) (11.7)

k.,f=0

wobe p die Besstzungswahrschenlichkeit des Makrozustands 6K,NF,(4-6-N)T mit dem
dazugehorigen reden Offenkanastrom 1(6,N,4-6-N) ist.

In eénem ersen Saiz von Simulationen wurde nicht angenommen, dass sch der Offen
Kand-Strom 1(6,N,4-6-N) mit der Moalfraktion andert. Dies bedeutet, dass die Laeit-
fahigkeit fur K* und TI" gleich ist. Diese Annahme wurde gemacht, um den Einfluss der
Wahrscheinlichkeiten p(6,N,4-6-N) ohne Uberlagerung derjenigen von 1(6,N,4-6-N) zu
untersuchen. In Abb. 11.2 snd die scheinbaren Einzdkanadstrome, die mit unterschied-
lichen reden Offenkandsromen 1(6,N,4-6-N) berechnet wurden, in Abhangigkeit von
der TI*-Konzentration in éner Losung von [TI'] + [K'] = 150 mM dargestellt (Cakan,
2002). Die Kurven Nr. 3 und Nr. 5 kommen nahe an die M essdaten.

6

160
[TI'] (mM)

Abbildung 11.2: Vergleich der gemessenen Datenpunkte (Quadrate, Abb. 8.1, Farokhi et al.,
2000) mit dem scheinbaren Einzelkanalstrom | (Gleichung 11.7) aus der Berechnung von
Modell 1 in Abhéngigkeit des TI'/K*-Verhaltnisses bei einer Gesamt konzentration von [TI'] +
[K] = 150 mM. Dabel sind 9 verschiedene Kurven aus Modell 1 dargestellt, die mit
unterschiedlichen realen Offenkanalstromen 1(6,N,4-6-N) (Gleichung 11.7) berechnet wurden
(Cakan, 2002; Hansen et al ., 2002)..
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Die Anwendung verschiedener Datensitze zeigte jedoch enige grundiegende Probleme,
die Kurven an die Daen anzufitten. Wenn das Minimum am vermuteten richtigen Ort
(bei 10 mM TI") liegt und sich der Strom auf der TI'-Seite gut ndhert, dann ist der Wert
fur den Strom im Minimum zu niedrig (Kurven Nr. 6 bis 9). Wenn anderersaits der
Strom den richtigen Wert im Minimum annimmt (Kurve Nr. 3), dann ig der Srom im
Bereich zwischen Minimum und reinem TI" zu hoch. Kurve Nr. 5, die die Messdaten
am besten zu beschrelben scheint, hat ihr Minimum zu Werten von TI™ verschoben, die
zu hoch snd.

Die Probleme snd jedoch ein Bedandtell des Models. Das Verhdtnis R (Gleichung
11.6) bestimmt das Minimum der AMFE-Kurve und die Sitigung der TI'-Besstzung.
Mit anderen Worten verlagern hohe Werte von R (Gleichung 11.5) die Region des
AMFE-Minimums zu kleineren Werten von TI" (Abb. 11.2). Sie verlagern aber auch die
Sitigung fur die TI'-Besetzung in Abb. 11.2 nach links. Dies fuhrt zur Beugung der
Kurven oberhadb der Datenpunkte auf der rechten Seite vom Minimum. Obwohl es
einen zusitzlichen Freihatsgrad gibt, der sch aus der Anpassung der Offenkand-Stro-
me von 4K, 3KT, 3TK, 3TF und 4T ergibt, kann die Kurve nur innerhab enger Grenzen
gezogen werden.

11.2.1.2 Abhangigkeit der Besetzungswahr scheinlichket der Makrozugténde

Eine Abhdngigkeit der Besstzungswahrscheinlichkeit der Makrozustande 4K, 4T, 3KF,
3TF, 3KT, 3TF und 2T2K vom Verhdtnis der TI'/K*-Konzentration ist in Abb. 11.3
dargestellt (Cakan, 2002). Eine Anderung in der Kurvenform kann durch den Zustand
3KF nicht erfolgen, da die Beziehung zwischen 4K und 3KF im Bereich zwischen einer
TI*-Konzentration von 0 mM und dem Minimum der AMFE-Kurve konstant ist (Abb.
11.3). Daher ig der einzige freile Parameter die Summe der Strome, die zu diesen beiden
Zugstanden gehdren. Das Verhdtnis zwischen 4K und 3KF wird jedoch wichtig, wenn
das zetliche Verhdten in Betracht gezogen wird, da diese Zustdnde auf die jewelligen
Zustdnde A und O des Markov-Moddls A-O-G-C-Z (Kapitd 10 und Abschnitt
11.2.1.4) bezogen werden konnten.
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0 50 100 150
[TI'] (mM)

Abbildung 11.3: Abhéngigkeit der Besetzungswahrscheinlichkeit der Makrozustinde 4K,
4T, 3KF, 3TF, 3KT, 3TF und 2T2K von Verhdtnis der TI'/K*-Konzentration. Die Raten-

konstanten sind mit denen der Kurve Nr. 5 aus Abb. 11.2 identisch (Cakan, 2002; Hansen et al .,
2002).

11.2.1.3 Anpassung der AMFE-Kurve durch watere L atfahigkeitszusande

Aus Abb. 11.3 geht hervor, dass der einzige Weg, en breiteres Minimum in der AMFE-
Kurve zu erhdten, der ig, dem Zustand 2K2T eine Letfahigkeit zuzuordnen. Abb. 11.4
zeigt, dass diesin einem sehr guten Fit der Messdaten resultiert.

i (PA)

3KF = 3.8 pA

4K =3.8 pA

0 L 1 L 1 L 1
0 50 100 150

[TI'] (mM)

Abbildung 11.4: Die AMFE-Kurve wird mit einem Leitfahigkeitszustand 2K 2T gefittet. Die
Daten des Modells sind die aus der Kurve Nr. 8 in Abb. 11.2, aber mit einem Offenkanal strom

von 3.8 pA nicht nur fir 4K und 3KF, sondern auch fir 2T2K mit t; =400, k; =40 und t; =k
=250 (Cakan, 2002; Hansen et al ., 2002).
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In Abb. 114 ig der Offenkandstrom von 3KT gleich Null. Dies mag eine ungewdhn-
liche Annahme sein. 3KT verhindert jedoch einen so guten Fit, wie er in Abb. 11.4 dar-
gedelt ig, da en Latféhigketszustand 3KT das Minimum auf die rechte Sdte ver-
lagert. Dies kann durch ene dsékere Bindung von TI'-lonen kompensiert werden,
indem der Asymmerie-Faktor R erhoht wird (Gleichung 11.5). Diese stérkere Bindung
von TI"-lonen fihrt zu einer friheren Sétigung der TI™-Bindung und dadurch zu einer
stérkeren Aufwérts-Beugung (wie im Fale dler Kurven in Abb. 11.2), was einen guten
Fit auf der rechten Sdate vom Minimum verhindert. Auf der anderen Saite ist nicht be-
kannt, wie die TI*-Bindung den Porenradius besinflusst. Es kann daher nicht ausge-
schlossen werden, dass der symmetrischere 2K2T-Zugtand eine hohere Letfahigket be-
Stzt ds der asymmetrische 3K T-Zugtand.

Alternativ dazu gibt es die Annahme, dass die Permedhilitat fir K™ und TI" gleich i,
d.h. dass I(k,f,4-k-f) unabhdngig von der Moalfraktion ist. Die Annahme, dass |(4T) =
I(3TF) = It1 [TI] fuhrt zu ener flacheren Beugung zwischen dem Minimum und der
vollen TI*-Konzentration, die Qualitét des Fitsin Abb. 11.4 wird aber nicht erreicht.

Obige Uberlegungen sollten jedoch nicht zu erngt in Betracht gezogen werden. Auler-
dem ist nicht bewiesen, dass der erfolgreiche Fit in Abb. 11.4 bedeutet, dass Moddl 1
richtig it oder dass der Makrozustand 2K2T zur Leitfahigket betrégt. Diese Vorscht
i begrindet, da das Zeitverhdten ein gravierenderes Problem von Moddl 1 aufzeigen
wird, das schliefdich zur Modifikation dieses ModdlIs fuhrt.

11.2.1.4 ZdtlichesVerhalten

Model 1 scheint in der Lage zu sein, den AMFE zu beschreiben. Probleme treten je-
doch auf, wenn das Schatverhaten untersucht wird. In Abschnitt 10.3 wurden verschie-
dene 5-Zustandsmodelle fir den HMM-Fit der Zeitreihen verwendet, die vom K'-Kand
in Chara erhdten wurden. Se dle hatten zwel Offenr und drel Geschlossenzustdnde.
Die Likdihoods der dazugehtrigen Fits waren nicht sgnifikant unterschiedlich. Daher
konnte keine Entscheidung fir ein bestimmtes Model getroffen werden. Die Unter-
suchungen folgen weterhin anhand des Moddls A-O-G-C-Z, wie in Abschnitt 9.2 und
10.4.

Im Fale der Messungen in reiner K*-Losung ist es angebracht, folgende Annahme zu
machen: A = 4K, O = 3KF, G = 2K2F, C = K3F, Z = 4F. In Mischlésungen ist es jedoch
fraglich, ob @n 5Zustandsmodell das 4 Segment-Modell mit 3 = 81 Zusténden wieder-
geben kann, auch wenn se zu 15 Klassen von Makrozustanden zusammengefasst wer-
den konnen, von denen jeder solche Zugtdnde wiedergibt, die wegen der 4-Segement-
Symmetrie des K*-Kanals guivaent sind.

Um herauszufinden, wie vide Zugénde in ener Einzekand-Patch-Clamp-Messung
unterschieden werden kénnen, wenn sich der K'-Kand von Chara wie das vorgegebene
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Moddl verhdt, wurden Zetrehen mit einem Sprungamulationsprogramm des 4-Seg
ment-Moddls (Cakan, 2002) erzeugt (Smulierte Daten). Die Smulation der Zetreihe
mit den vier Unterenheten erfolgt dhnlich wie be Riener (1998) (Abschnitt 4.6) nur
mit dem Unterschied, dass dch jede der vier Untereinheiten wie en einzenes Markov-
Moddl mit den Zugtanden K (K*-Bindung), F (fre) und T (TI'-Bindung) verhdt. So
wird zuers der Anfangszustand gesetzt und bestimmt, womit jede Bindungsstelle as
néchstes besetzt wird, wenn se vorher frel ware. Danach wird der Zeitpunkt bestimmt,
wann die beseizte Bindungsstelle wieder fré wird. Der Makrozusand des gesamten
Systems wird aus einer Uberprifung der vier einzelnen Zusténde erhdten. So kann ent-
weder die Verwelldauer in jedem Zustand bestimmt werden, oder es wird jedem dieser
Makrozustande ein Stromwert zugewiesen, um eine Zetrethe zu erhaten.

Um die optimaen Bedingungen herauszufinden, wurden die Ratenkongtanten um den
Faktor 100 herabskdiert, um Missed-Events (Draber und Schultze, 1994) auszu-
schliel}en. Rauschen wurde nicht Uberlagert, was bedeutet, dass die Ergebnisse die
oberse Grenze dessen dardellen, was aus ener wirklichen Messung herausgefunden
werden kann. Unter diessr Bedingung konnte andedle der zetaufwendigen HMM-Ana-
lyse (Albertsen und Hansen, 1994; Abschnitt 4.5), die fir die redlen Daten notwendig ist
(Kapitd 10), die Dwdl-Time-Andyse (Blunck et al., 1998, Abschnitt 4.4) durchgefihrt
werden

Die Ergebnisse sind in Abb. 11.5. Die Streuung ergibt sch aus der Statistik des Mar-
kov-Prozesses. Abb. 11.5A B veifiziert, dess die Smulationsdaten in reinem K* durch
@n 3-Zusandsmoddl A-O-G gefittet werden konnen. Ein Ft mit @nem 5-Zustands-
modd|l (nicht gezeigt) ergibt keine hohere Wahrscheinlichkeit. Dies soll nicht ds Wi-
derspruch gegen das 5-Zustandsmodd| angesshen werden, da nicht dle funf kinetischen
Zusténde des Moddls von Kapitd 9 und Kapitd 10 aus dem selben Mechanismus resul-
tieren missen. Zheng et al. (2001) fanden, dass die meisten GeschlossenZugande im
Shaker-K*-Kana auf das (innere) Haupt-S6-Gate bezogen sind. Manche Geschlossen
Zustande werden jedoch durch das (auf3ere) Poren-Gate verursacht, wenn das Haupt-
Gate immer noch gedffnet is. Sie konnten auf A-O-G bezogen sein, das das Flickern
erzeugt, das hier untersucht wird.

Vier Zugténde sind notwendig, um die Smulationsdaten fir 20 mM TI" + 230 mM K
(Minimum der AMFE-Kurve) zu fitten. Die kinetischen Parameter snd digenigen von
Kurve Nr. 7 in Abb. 11.2, aber mit glechem Offenkandstrom der leitenden Zustande,
die 4K, 3KF, 3KT, 3TK, 3TF, 4T fir die Abb. 11.5C-F waren. Die Abb. 11.5C-D
zeigen, dass dreéi Zustande nicht ausreichen, um die TI'-Daten zu fitten, und dass en
vierter Zustand eingefiihrt werden muss, der die geschlossenen und offenen Dwell-
Time-Histogramme (Abb. 11.5E, F) fittet.

102



Gatingmodele fir den AMFE

Geschlossenzustande

120

80

40 t

60

20

60

20 t

+
e A
N
. }): .
N
*®
)\-*
ks
+
Y
‘:’X
%
+ * C
"“' *
—~ +
.\\\ .
\;‘5\’#
LN
W,
RN
N
91;4\:}‘
.l\%‘
+
T E
w7t
~,
AN

Ny
A
+
X,
PN
N
¥
e
s
ity
N
. G
*
+
*
+
+

10

100 1000
Time / us

N

10000

Offenzustande

30 t

20

10 t

0

:\\3
N+
3\3‘"
+ \\*
+ \'3\
+ “\‘: R
N+
#V*
h
+;:Q|-’ *’\” o
+ &Q\\b-
0
+
s
T, +
\{\: s
RN
+°
ot ‘\\+ +
R
% x{;\
&,
R
ﬁ\»
T
_____ \\' +
+ \\tg
+ “!l*d
N
+
* \'l\ +
+: ’:;
%,
Ay
¥
%
?\\
~,
T
Naoh
+ \\*
+

10

100 1000
Time / ps

10000

103



Kapitd 11

40 - 40
‘ I ]
30 | \ 130 ™,
X, N
N 20t \ I Nt R
+\“ “&* .
‘u‘\; .,
10 L *F\}tﬂ f 10 L K ,
;‘\‘ :\Q". v
0 . #M 0 . “\9&%
10 100 1000 10000 10 100 1000 10000
Time / ps Time / ps

Abbildung 11.5: Dwel-Time-Histogramme der simulierten Zeitreihe mit den Raten-
konstanten von Kurve Nr. 7 in Abb. 11.2 mit der gleichen Leitfahigkeit fir 4K, 3KF, 3KF, 3TF,
3TF, 4T fur (A, B; GJ) und zusétzlich 3KT und 3TK (C-F). Auf der linken Seite sind die
geschlossenen Zustande dargestellt, auf der rechten Seite die offenen. (A, B) Modell 1 in reiner
K*-Losung. (C-J) Modell 1 in einer Lésung aus 240 mM K und 10 mM TI* mit unter-
schiedlichem Offenkanalstrom des Zustands 3KT und 3TK (C-F: 3.8 pA und GJ 0 pA): Die
simulierten Daten wurden mit einem 3Zustandsmodell (A, B, C, D, G, H) bzw. mit einem 4
Zustandsmodel| gefittet (E,F,1,J).

Es mag die Frage gestdllt werden, ob dieser zusdizliche Zustand aus der Zuordnung von
Latfahigkat zu 3KT reaultiert. Daher wurden Smulationen mit | (3KT) = | (3TK) = 0
durchgefiihrt. Wiederum ergibt sch ein schlechter Fit fir die 3-Zustandsmodelle (Abb.
11.5G,H). Der gute Fit in Abb. 11.5H (der besser ist ds derjenige in Abb. 11.5D) wurde
auf Kosten des Fits des GeschlossenHistogramms in Abb. 11.5G erhdten. Dies it
nicht Uberraschend, da der zusdtzliche Zustand 3KF (und 3TK) den Geschlossen
Zustdnden zugeordnet wird.

Die Ratenkongtanten, die durch das Fitten der Smulationsdaten erhaten wurden, sind in
Tabelle 11.1 gezeigt. In reinem K* waren dré Zugténde ausreichend, um die Smula-
tionsdaten zu fitten. Daher haben nur drel Zugténde die Moglichkeit, den Zusténden des
5-Zugtandsmoddls zugeordnet zu werden, das fir den Fit der reden Daten benutzt
wurde (Abschnitt 10.3 und 10.4). Diese Zustdnde sind A, O und G. Das offendchtliche
Problem liegt darin, dass die rdativen GrofRen der Ratenkondtanten in Tabele 11.1
(Linie AB) nicht besonders gut mit den gemessenen (Linie M) Ubereingimmen. Es
konnte jedoch moglichweise eine bessere Korrespondenz erreicht werden, indem Ko-
operativitéts-Faktoren eingefiihrt werden, die die Ratenkonstanten vom Zustand der
lonenbindung abhéngig machen. Dies wurde hier aber nicht untersucht, da andere Prob-
leme des Zeitverhdtens von Moddl 1 gravierender sind.
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) 20700 14600
AB: A G
21100 36300
. 01 15000
CD: A
01 21800
. 15800 15200 15800
EF : A @] G C
5200 24600 17400
) 17200 23000
GH : A @) G
15900 4400
) 20600 23900 30000
1J: A @) G C
17100 23500 6800
. 4800 32500 10200 260
M : A @) G C Z

29900 47100 5200 20

Tabelle 11.1: Fitergebnisse der Ratenkonstanten der Simulationsdaten aus Abb. 11.5. (M)
Vergleichsdaten bei 250 mM K *-Lasung bei einer Haltespannung von +80 mV (Abb. 10.1).

Das erge diesr Probleme ist der neue Zudstand, der fir eine Mischlosung eingefihrt
werden muss (Tabdle 11.1 Linie EF). Dies seht im Widerspruch zu den experimen
tellen Ergebnissen. In Abschnitt 9.2 und 10.3 waren keine weteren Zustdnde not-
wendig, um die gemessnen Zetrehen zu fitten, die in der Mischlésung (K¥+TI)
erhdten wurden, ds digenigen in reinem K*. Es konnte jedoch argumentiert werden,
dass in den Messdaten die extra Zetkongtante mit ener anderen zusammengefdlen ist
und dass dies nicht herausgefunden werden konnte. Das kann in Daen mit Rauschen
jedoch nicht ausgeschlossen werden.

Die Zuordnung der sehr niedrigen Ratenkonstanten zum A-O-Ubergang (CD in Tabelle
11.1) i ungewohnlich, aber de konnte durch neue Simulaionen und unterschiedliche
Ht-Strategien nicht verhindert werden. Trotzdem waren die Ergebnisse, die mit dem 4-
Zugtandsfit erhadten wurden, zufriedenstedllend, so dass keine Rickscht auf Besonder-
heiten des Fits mit der falschen Anzahl von Zustdnden genommen wurde.

Wéhrend die Unterschiede der Ratenkongtanten der Smulationsdaten und der Mess
daten nicht so schwerwiegend sind, dass Se durch enige zusizliche Annahmen Uber-
wunden werden konnen, brachten die neuen Messungen, die in Tabdle 11.2 gezeigt
and, gravierendere Einwdnde gegen Moddl 1. Ein Hauptmerkma von Moddl 1 ist die
Proportionditd zwischen Ratenkonganten und lonenkonzentrationen  (Gleichungen
11.3b-d). Aus diesem Grund wurden weitere Messungen in 25 mM KNOs (Abb. 11.6)
und 250 mM TINOs durchgefiihrt, um sie mit denjenigen in 250 mM K™ zu vergleichen.
Die dch daraus ergebenden Zdtrehen wurden mit Hilfe des Direkten-ZdtreihenFits
mit einem HMM (Fredkin und Rice, 1992; Albertsen und Hansen, 1994; Farokhi et al.,
2000; Abschnitt 4.5) untersucht.
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11.2.1.5 Versuchsdurchfiihrung bel 25 mM K*-L ésung

Die Durchfihrung der Messungen efolgt wie in Abschnitt 8.1 mit dem Unterschied,
dass bei diesen Messungen die neuen Ma3nahmen der Rauschreduzierung, die in Kapi-
tel 5 beschrieben wurden, angewendet werden. Als Verstarker wird bel diesen Messun-
gen im Gegensatz zu den vorherigen Messungen der integrierende PatchrClamp-Ver-
séarker (Dagan 3900 A, USA) verwendet (Abschnitt 3.2), da er ein geringeres Rauschen
bestzt. Durch die Entladung des eingebauten Rickkopplungskondensators mussten die
Abtastwerte vorher ab einem gewissen Schwellenwert abgeschnitten werden (Abschnitt
3.31). Dan konnten die gemessenen Zetrehen mit dem DirektenZetrehenFit (Ab-
schnitt 4.5) analysiert werden.

Die Pipetten, die hier verwendet wurden, waren aus QuarzGlas, und der Ziehvorgang
efolgte mit enem QuarzGlas Puller (Abschnitt 5.2.2). Bel diesen Messungen wird der
hohe Aufwand bel der Herstellung der Elekiroden, der den Nachtell der weniger guten
Reproduzierbarkeit mit sich bringt, durch die Reduzierung des Rauschens aufgewogen.

Ohne diese neuen Malinahmen wére eine Andlyse der Zetreéhen mit 25 mM K™-Lésung
be ener Fltefrequenz von 50 kHz nicht mdglich gewesen. Die Rauschreduzierung
betrug bis zu 0.7 pA be ener Flterfrequenz von 50 kHz So war es moglich, die kle-
nen Einzdkandsrome (Abb. 11.6) mit dem Direkten-ZeitreahenHt zu untersuchen. In
Abb. 11.6 ist die Strom-Spannungskurve in 25 mM K'- und 250 mM K'-Lésung darge-
sdlt. Der Einzelkana strom nimmt deutlich ab.

16 T T T T T T T T T T T T T T T

i (PA)
o

-16 L

-24 P T N N A T R N |
-160-120 -80 -40 O 40 80 120 160

U (mV)

Abbildung 11.6: Strom-Spannungskurve, die in 25 mM KNOs; und 5 mM Ca(NOs), bei
Zimmertemperatur in einer symmetrischen K-Lésung (offene Kreise) aufgenommen wurde.
Zum Vergleich ist die Messung mit 250 mM KNOs (gefiilite Quadrate, Abb. 8.2) ebenfalls
abgebildet. Fur beide Messung ist jeweils die Standardabweichung aus sieben bis zehn
M essdaten dargestel|t.
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11.2.1.6 Analyse da Ratenkonganten durch enen DirektenZetrehenFit
bei 25mM K- und 250 mM TI*-L ésung

Wenn im Falle der Messungen in reinem K* folgende Zuordnung gemacht wird:
A =4K und O = 3KF

und in reinem TI":

A =4T und O = 3TF,

dann werden folgende Ergebnisse erwartet:

1. DasVerhdtniskoa/kao solltein 25 mM K* zehnmd kleiner sein dsin 250 mM K.
2. Das Verhdtnis koa/kao sollite in 250 mM TI" R-md (Gleichung 11.5, R =4 bis 10)
hoher sain dsin 250 mM K™,

Die Vorhersagen werden mit den Ergebnissen verglichen, die in Chara in 250 mM TI*
(Cakan, 2002), 250 mM K" (Abb. 10.1) und 25 mM K" erhaten wurden (wie in Tabelle
112 gezegt). In jedem Fdl gibt es keinen dggnifikanten Unterschied im koa/kao-
Verhdtnis (beim Vergleich von 250 mM TI/250 mM K™ zu 250 mM K'/25 mM K.
Obwohl die Ratenkonstanten in 25 mM K' etwas langsamer zu sain scheinen ds in 250
mM K*, igt diessr Unterschied wegen der starken Streuung nicht signifikant. Zuver-
l&ssiger ds die absoluten Werte der Ratenkonstanten ist das Verhdtnis von Vorwérts
zu Ruckwértsresktion. Dies verandert sich nicht um den Faktor 10, wie esin jedem Fdl
erwartet wird (10-fach niedriger in 25 mM K™ und 10-fach héher in 250 mM TI
verglichen mit den Daten in 250 mM K™). Der Direkte-Zeitreihen-Fit der Zeitreihen
konnte diese Aussage abschwéchen. Es zeigt jedoch der Vergleich mit den Daten, die in
Mischlésung (240 mM K™ und 10 mM TI*, dargestellt in Tabelle 11.3) erhaten wurden,
dass die Andyse in der Lage ig, enen dgnifikanten Einfluss auf die Ratenkongtanten
der A-O-Ubergange aufzul sen.

) 2500 37900 11400 960
250mM K™ : A @] G C Z
34500 40200 8900 20
: 1100+ 700 25300 415000 442042050 460+190
25mM K™ : G
8580z 4900 2320 4450 1710970 110290
) 40404340 195002260 4844+1455 54041
250mM TI™ : @) Z
210602120 108502 2260 1160£330 215

Tabedlle 11.2; Die Ratenkonstanten des A-O-G-C-Z Markov-Modells, die durch einen

Direkten-Zeitreihen-Fit bei einer Haltespannung von —100 mV bei 250 mM K-, 25 mM K'-
und 250 mM TI*-L 6sung erhalten wurden.
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Tabdle 11.2 zeigt den Verglech der Ratenkongtanten fir eine Hatespannung von —100
mV. Bel Betrachtung der Spannungsabhangigkeit der Ratenkongtanten bei 25 mM K*-
Losung wird in Abb. 11.7 auch keine Abhangigkeit zwischen den Ratenkonstanten bel
unterschiedlichen Hatespannungen beobachtet. Besonders das Verhdtnis koa/kao ha
sch be unterschiedlichen Spannungen nicht um enen Fektor 10 verandert. Auch das
Verhdtnis der anderen Hin- und Ruckresktionen im Markov-Moddl ig nicht span
nungsabhéngig. Das bedeutet, dass sich die Raenkonganten nicht nur be —100 mV
zwischen 25 mM K*- und 250 mM K™-Lésung nicht unterscheiden, sondern auch fir
den gesamten negativen Spannungsbereich. Bel pogtiver Spannung konnte wegen des
noch geringeren Einzdkandstroms (kleines Signd/Rauschverhétnis) ds be den nega-
tiven Spannungen (Abb. 11.6; Abschnitt 8.3) der Direkte-Zetrethen-Fit nicht durch
gefihrt werden.

15000 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
k
40000 | os
10000 | Kon
o J
~ X~
5000 | | 20000}
o j
’\I’_’I\i/‘ Keo
° 140 120  -100 .80 .80 0 et
-140 -120 -100 -80 -60
10000 | T ] 600 |
/kCZ
K I “ 400}
[2])
4 ~
5000 F =
1 200 | i kzc
0 1 " 1 " 1 " 1 " 1 O 1
-140  -120  -100 -80 -60 -140 -120 -100  -80 .60
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Abbildung 11.7: Betrachtung der unterschiedlichen Ratenkonstanten aus dem Direkten-

Zeitreihen-Fit fir das Markov-Modell A-O-G-C-Z im negativen Spannungsbereich bei 25 mM
K*Losung. Wegen der groRen Streuung bei der Bestimmung der Ratenkonstanten des Markov-
Modells werden die geometrischen Mittelwerte mit deren Fehlern (geometrischer Faktor) dar-

gestellt.

Die Zuverléssgkeit der Analyse wird auch durch den Effekt des Filterns auf den schein-
baren Einzekanadsrom gestiitzt, der durch smulierte Zetrehen, die mit Leve-Detek-
toren anadysert wurden, erhalten wurde. Diese Ergebnisse snd wie erwartet: Die Daten
aus der Mischlosung fihrten wegen der Mittdungseigenscheften des Filters zu ener
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25%-igen Abnahme des Stroms. Die Abnahme, die aus den Ratenkongtanten in 25 mM
K*, 250 mM TI" und in 250 mM K™ erhdten wurde, erreichte eine maximale Reduktion
von 1 %. Alle diese Ergebnisse zusammen beinhdten, dass die vorhergesagten Ande-
rungen in den Ratenkondtanten bei 25 mM K™ und 250 mM TI" nicht auftreten. Dies
bedeutet, dass Moddl 1 in saner enfachen Form nicht in der Lage is, den AMFE in
Chara zu beschreiben.

11.2.2Modé€ll 2: Nichtlinearer Effekt der 1onenbindung auf das Gating

Ein Versuch, das Scheitern von Moddl 1, das gemessene Verhdten des Verhdltnisses
koa/kao vorherzusagen, zu beheben, i die Einflhrung von Sdtigungskinetiken auf die
Bindungsresktionen. Fals die Bindungsresktionen von der Art einer Michadis-Menton
Kingtik and, kénnte eéin Ky von 1 mM dnnvall sein, da Chara in ,APW* lebt. Dann
befinden sich 250 und 25 mM weit in der Sitigungsregion, und ene Anderung im
Verhdtnis koa/kao wWirde in Tabdle 11.2 nicht erwartet werden.

Die Einfihrung einer Satigungskinetik fir K*- und TI*-Bindung wird durch die Ein-
fihrung enes Zwischenzugands in die Bindungsresktion oder in der Freisetzungs-
resktion bewerkstdligt (Gleichung 11.8). Es wird angenommen, dass dieser Zwischen
zustand | zwischen dem gebundenen Zustand B und dem leeren Zudand E in der
Freisstzungsreaktion liegt.

B %%@ E
\I e (1..8)

Wenn kg sehr klein ist, muss die Rickwartsreaktion Uber | laufen. Das bedeutet, dass B
sin lon berets verloren hat (B-1), aber die Untereinheit noch nicht bereit ist, wieder en
lon zu binden. Dies bendtigt eine zusitzliche Konformationsanderung (I-E), um die
Bindungsstdle fur die Bindung enes lons vorzuberdten. Dieses Schema ist &hnlich
dem in Moddl 3. Daher wird hier die andere Alternaive diskutiert, die besagt, | im
direkten Weg zwischen E und B anzunehmen:

K +
/!
3, __keaK
B YR | TR = (11.9)
K +
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Das bedeutet, dass die Untereinheit nach der Bindung des lons enige Zeit bendtigt, um
zur letztendlichen Korfiguration K umzuschaten. Der Zustand F des einfachen, oben
diskutierten Moddlls 1 lautet:

F=l+E =Xa*Key _y (11.10)

El

wobe r der Reservefaktor ist, der dle nicht unterscheidbaren Zugténde in einem
scheinbaren Zustand zusammenfasst (Hansen et al., 1983).

Dieses Schema wirde nicht zu ener weiteren Zetkonganten im Dwel-Time-Higto-
gramm fihren, wenn die Ratenkongtanten zwischen E und | die zatliche Auflosung des
Aufnehmesysems Uberschreiten. Eine solche Annahme ig snnvoll, da die Bindug
gines lons (E-1) vid schndler sein konnte as die folgende Anderung in der Konfor-
mation des Proteins (I-B). Solch ein Verhdten it bekannt von der Bindung von cGMP,
das mit ca 1 ps auftritt, aber die gemessenen Zetkongtanten snd mindestens 10 bis
1000 ps. Daher gibt das aufgenommene Gating den modulierenden Effekt der Bindung
wieder (Sundermann und Zagotta, 1999a,b).

Im Fdle von Glechung 11.10 werden die reaiven Besstzungswahrschenlichkeiten der
Zusténde aus den Gleichungen

B+l +E =1 (11.11)

und

B=Xey, = e | (11.12ab)
kBI

erhdten. Daher lautet die Steady- State- Besstzungswahrscheinlichkeit von |

| = K 1 K = Ky Key (1113
1+ B 4+ 1E kEI k|B +kEI kBI +kIEkBI
kBI kEI

oder in Vektorschreibweise (Sanders und Hansen, 1981; Hansen, 1986):
B=—0 % =22 g-_ 7 (1119

aE | Bo aE | Bo aE | Bo

QID ® =+ (;,ID ® = (;D ® =

b - = P - = P - =

g‘l - ﬂ gﬂ = ﬂ g‘l - ﬂ
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Jede Zelle gibt das Produkt der Ratenkonstanten (dargestellt durch die Pfelle) wieder.
Dea Nenner ig die Summe der Zeilen. Qudlent und Senken-Zusténde der Raterkons-
tanten werden durch die Buchdaben am Anfang und Ende der Pfele identifiziet. Die
Doppelpfeile stehen fir die Bindung von K*, kg . Die Gleichungen fir B und | besitzen
ene Michadis-MentonStruktur, wie es durch das Auftreten des Doppelpfels im Zahler
und in einigen, aber nicht dlen Zeilen im Nenner aufgezeigt is. Dies ergibt

B= constK
K, +K

(11.15)

was beinhdtet, dass die Zunahme der Ubergange nach | und B mit K Gegenstand der
Sétigung ist. Dies kann erklaren, dass das Gating in 250 und 25 mM K’ nicht signifi-
kant verschieden war (Tabelle 11.2).

Die Aussagen von Abb. 11.2 bis Abb. 11.4 konnen auch auf das EIB-Moddl mit den
folgenden Ersetzungen

ko =nrnks K, =Kkg (11.16)

Ubertragen werden, mit &hnlichen Beziehungen fur TI'-Bindung und TI*-Freisetzung.
Das Verhdtnis ti/k; kann aus der Berechnung der Gesamtresktionen keg fir K*-Bin-
dung und TI*-Bindung erhalten werden.

tEI,TtI BT

L ber*ter T (11.17)
k1 kE| AK k|B,K K

kIE,K + kI BK

Daraus wird offendchtlich, dass das EIB-Moddl zum sdben R fihrt wie in Gleichung
11.5 und daher zu densalben Kurvenwiein den Abb. 11.2 bis11.4.

Solch ein Moddl kann obige Einwande 1 und 2 entkréften, die besagen, dass die Besat-
zung von O = 3KF und A = 4K nicht in direktem Zusammenhang zu den lonenkonzen
trationen der Einzelkanamessungen steht.

Es tritt jedoch en neues Problem auf. Dieses Verhdten der Ratenkongtanten it nicht in
Ubereingimmung mit den Ergebnissen von Farokhi et al. (2000). Sie fanden, dass sich
das Vehdtnis kao/koa unter AMFE-Bedingungen andert, wohingegen das obige
Moddl das Verhdlitnis kao/koa anndhernd konstant lassen wirde. Stattdessen wiirde
sch koc @ndern, da die Abnahme der Summe von A und O mit der TI™-Bindung durch
eine Zunahme des gemessenen Ko beschrieben werden kann, was zu eéinem Strom aus
dem mit K™ verbundenen E-1-B-Makrozustand fiihrt.
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11.2.3Modéll 3: Modulation des Gatings durch lonenbindung

11.2.3.1 Struktur desaggregierten Markov-M odéells

Wenn angenommen wird, dass die lonenbindung die Ratenkongtanten der inhérenten
temperaturgetricbenen Ubergénge  der Proteinkonfigurationen  andert  (modulierte
Effekt), dann ergibt sch ein Markov-Modell, das aus verschiedenen Kopien des Bass-
Schemas A-O-G-C-Z mit in jeder Kopie veranderten Ratenkonstanten besteht. In Abb.
11.8 ist der wichtige Teil dieses Moddls fur die (4-)) KjT (j =0, 1, 2, 3, 4) aggregierten
Markov-Zugtdnde dargestellt, die die vorherrschenden Zustdnde unter der Bedingung
wiedergeben, dass der leere Zustand F sdten ist (Gleichung 11.6). Die Struktur des
Moddls 3 ig @nlich dem dlgemeinen dlogerischen Model des CNG-Kanals, das von
Ruiz und Karpen (1999) vorgeschlagen wurde, oder des Ca*-aktivierten BK-Kands
(Moss und Magleby, 2001), von dem angenommen wird, dass er dhnlich dem Chara-
Kand is. Die Komplexité des Moddls in Abb. 11.8 ist vid hoher as die in Modell 1.
Jedoch kann, wie von Magleby (2001) ausgefuhrt wird, Komplexitét manchmd zu Ein-
fachheit fihren, vor dlem wenn das komplexe Moddl die srukturdlen Eigenschaften
des Proteins in Betracht zieht.

[ 9) oT kG G oT GC C oT K 7 oT

oT 0T oT ot
Koa ko ke Kyc

kAA* II kA*A I(OO*‘ ﬁkO*O kse‘ ﬁ kG*G kCC* ﬁkC*C kZZ* ﬁkZ’*Z

AOT

AT Kao o Koe G- kac cr [N 71T
kéT KT KT I
A Go cG -
kAA* ﬁ kA*A kw* ﬁ kUO kGG‘ ﬁ kG*G kCC* ﬁ kC*C kZZ* ﬁ kZ*Z
2T
oT _ k& o7 _ K& oT _ Kae o7 _ k&G o oot
A O G C Z
k2T 2T 2T ST
oA Ko ks e
k/w ﬁ kA*A I(oo* ﬁ kcro kas- II kG*G kcc* ﬁ kc*c kzz* II I(Z*Z
AST k3o oF koa G¥ ket ol [N 75T
3T 3T k3T e
kOA kGO CG ZC
kAA" ﬁ kA'A kOO* ﬁ kOO kGG' ﬁ kG*G kCC' ﬁ kC'C kZZ' ﬂ kZ*Z
AST Kag o kg G4 kee ce ke 747
T T T N AT
Ko kco kg Ko

Abbildung 11.8: Aggregiertes Markov-Modell bestehend aus den finf gleichen Grund-
schemata A-O-G-C-Z. Jedes Schema bezieht sich auf einen der Zusténde (4-)K;T der lonen-
bindung (j =0, 1, 2, 3, 4) unter der Bedingung, dass der leere Zustand F seltenist. AT = A%K.
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Im Fdle rener Lésungen ist die Dargdlung ziemlich einfach. Die Ratenkongdanten, die
aus der Andyse der gemessenen Zeitrethe erhdten werden, snd jewells digenigen des
Resktionsschemas (A% = A%T)

A" E.# O% === g™ EC C k# A (11.18)
und
AT E: 0" =" kf c kf yAl (11.19)
A o] G C

11.2.3.2 Schanbarer und reduzierter Einzdkanalsrom beam AMFE

In Abb. 11.9 sind der scheinbare und reduzierte Einzelkandstrom isit/ism, der durch die
gdmulierte Zetrehe auf der Bads des A-O-G-C-Z Markov-Moddls mit den Ratenkon-
danten aus dem direkten Fit (Abschnitt 4.5) der gemessenen Zeitreihen in reéiner K'-,
TI*- und gemischter K™/TI*-Lésung bestimmt wurde, dargestellt. Diese Zeitreihen
wurden mit den gemessenen Einzdkandstromen verglichen. Die Daen bei reiner K™-
Lésung und am Minimum snd den vorherigen Kapitdln entnommen. Der Datenpunkt
be reiner TI"-Losung wurde von Cakan (2002), die anderen beiden Datenpunkte um das
Minimum wurden durch neue Messungen besimmt. Im Bereich des Minimums gim-
men die Werte gut Uberein. So it der Effekt des schndlen Schdtens nicht nur beim
Minimum im AMFE erkennbar, sondern das schnelle Schdten, das zu ener Stromre-
duzierung fhrt, ist auch um das Minimum herum feststdlbar.

Abb. 119 zeigt ene lineare Abhangigkeit des Gatings vom TI'/K*-Verhdtnis im Be-
reich zwischen 0 K* und dem Minimum des AMFE. Be den Messungen handdte es
gch um Einzdkand-Messungen (obwohl Zwe-Kana-Aufnahmen ausgewertet wur-
den). Daher kann nicht angenommen werden, dass sch diese Proportionditét aus der
Gesamt-Mittdung ergab (ein von der Moalfraktion abhdngiges Verhditnis der Kande in
4K, in 3KT und in anderen Zustanden), sondern nur aus der Mittdlung Uber den
Zatbereich. Dies beinhdtet, dass Binden und Freisstzen an den dloderischen Stellen
sehr vid schndler sein muss als die Ubergange zwischen den Zustanden A-O-G.

113



Kapitd 11

120 —— ——120
L
G 10014 % 100
< 8o} % 180
60 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 60
0 50 100 150 200 250

TI" concentration (mM)

Abbildung 11.9: Darstellung des scheinbaren und reduzierten Einzelkanalstroms ji/isim
(gefiillte Quadrate), der durch die simulierte Zeitreihe (10 s, 210° Datenpunkte) auf der Basis
des A-O-G-C-Z Markov-M odells mit den Ratenkonstanten aus dem direkten Fit der gemessenen
Zeitreihen bestimmt wurde. Dies wird mit den gemessenen Einzelkanalstromen (offene Kreise)
verglichen. Im Bereich des Minimums stimmen die Werte gut Uberein. Die Abweichung bei 250
mM TI*-Konzentration ist keine falsche Aussage, sondern resultiert aus dem hoheren Einzel-
kanalstrom bei reiner TI*-Lésung im Vergleich zur K-Losung. Das Kreuz gibt den Wert an,
wenn iy = ik ware. Die Daten bei reiner K-Lésung und am Minimum sind den vorherigen
Kapiteln entnommen. Der Datenpunkt bei reiner TI*-Lésung wurde von Cakan (2002) bestimmit,
die anderen beiden Datenpunkte um das Minimum sind neue Messungen. Das Ergebnis des
HMM-Fits der neuen Messwerte ist in Tabelle 11.3 dargestellt. Die Standardabweichung ergibt
sich ausjeweils drei bisvier Messdaten.

Die dazugehtrigen Raenkongtanten durch den Direkten-ZeitreihentFHt um das Mini-
mum des AMFEs sind in Tabelle 11.3 dargestelIt.

A 52303300 84200411300  ~ 40602040 220110 R R

12004200 N 17460 +4060 I 240+650 Y4020 240K"+10TI
2850+1400 7490039000 6150+ 3400 230150

A3 ~0O< G C Z 200K*+50TI
21401200 18460+ 5020 21601200 D10

Azuo Olzzsop 4500‘C 330 7
8330 Y 11090 1180 Y20

230K*+20TI

Tabelle 11.3: Die Ratenkonstanten des A-O-G-C-Z Markov-Modells, die durch einen
Direkten-Zeitreihen-Fit bei einer Haltespannung von +80 mV bei 240 mM K'- + 10 mM TI™-,
200 mM K'- + 50 mM TI*- und 250 mM TI*-Lésung erhalten wurden. Der dazugehérige schein-
bare Einzelkanalstrom ist in Abb. 11.9 dargestelt.
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11.2.3.3Modulation der Ratenkonganten des Markov-Moddls durch Kor+
formationsinderungen des Kanalproteins

Wenn von der Markov-Zustands-Dargdlung in Abb. 11.8 ausgegangen werden kann,
dann lauten die scheinbaren Ratenkongtanten zwischen A und O in Mischldsungen:

kG AT+ AT +KED AT KD AT +kD AT

kAO AOT +AT + AZT +A3T+A4T

(11.20)

oT oT T T 2T 2T 3T T AT AT
_koa O +k5, O +k3a O +k5, O +k5, O
or T T I aT
0" +0 +0"+0" +0O

Kon (11.21)

(Zustande mit mehr as 2T werden vernachlassigt). Die Konzentrationen A%, AT, A?T,
0™, O, 0? etc. sind durch obiges 4- Segment-Modell gegeben.

Die numerischen Konsequenzen der Gleichungen 11.20 und 11.21 sehen wahrschein-
lich im Widerspruch zu den Daten aus den vorherigen Kapiteln und zu Farokhi et al.
(2000). In einigen Aufnahmen tritt eine bis zu 100 fache Anderung in ko zwischen den
Aufnahmen bei 250 mM K* und dem Minimum der AMFEKurve auf. Wahrscheinlich
igt diese sarke Anderung in kao nicht echt, da sich die Steady-State-Konzentrationen,
die dch in Kapite 10 ergeben (Farokhi et al., 2000), von den dargestellten gemittelten
Ratenkongtanten unterscheiden. Dies deutet die sarke Streuung der Bestimmungen der
Ratenkongtanten an. Wenn dieser Faktor alerdings mehr as 10 betragen wirde, héite
dies bzgl. der Gleichungen 11.20 und 11.21 enige Konsequenzen. Die maximae Ab-
nahme der Ratenkonstanten kann nicht groRer sdn ds das Verhdtnis A*/(dle A) (im
dem Fal, dass die Ratenkongtanten zwischen den Zugdanden A und O mit mindestens
enem gebundenen TI* Null sind). Daher muss A% mindestens um einen Faktor von 10
abnehmen, vom Wert in reiner K*-Losung bis zum Minimum der AMFE-Kurve. Dies
it nahe am Verhdten, das in Abb. 11.3 dargestelt ist, eine grol¥ere numerische Reserve
wére aber winschenswert.

Daha muss en dterndiver Mechanismus in Beracht gezogen werden. Es wird
ewartet, dass Binden und Freisetzen an den moglichen Bindungsstelen eine sehr vid
héhere Frequenz hat ds die Ubergange zwischen AO-G. In diesem Fall spiirt das Pro-
ten ene mittlere Kraft fur Konformationsdnderungen (Abb. 11.10). Die daraus resultie-
rende Anderung kann die Ratenkonstanten des A-O-G-C-Z-Schemas beeinflussen ohne
die numerischen Einschrankungen, die durch die Gleichungen 11.20 und 11.21 gegeben
gnd. Jedoch kann die Beschrebung nicht l&hger mit Hilfe enes enzigen grol¥en
Markov-Modd|s erfolgen.
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Abbildung 11.10: Auf der linken Seite sind die Markov-Modelle der allosterischen Bin-
dungsstelle (Modell 1) bzw. der Bindungsstellen innerhalb der Pore dargestellt (Morais-Cabral
et al., 2001). Die durchschnittliche Besetzung der Markov-Zusténde beeinflusst Uber einen Inte-
grationsmechanismus (Zeitkonstante der Konformationsénderung) die Konformation des Kanal-
proteins. Diese Konformation moduliert die Ratenkonstanten des AO-G-C-Z Modells des
Kanal-Gatings. Somit kann die Beschreibung nicht léanger mit Hilfe eines einzigen grof3en Mar-
kov-Modells erfolgen.

Das Moddl von Abb. 11.8, modifiziert durch Abb. 11.10, entkoppet Gating-Events und
lonenbindung und ist daher in der Lage Al

erzeugen:

Unabhangigkeit der Gating- Ratenkonstanten von der K™-Konzentration.

Keine Notwendigkeit zur Annahme, dass die Ratenkongtanten in reiner K*-und

reiner TI"-L6sung das Verhdtnisk 1 sty 1/ky 1 t1 s Wiedergeben,

Trotz des Erfolgs des Models in den Abb. 11.8 und 11.10 werden zwei Modelle
diskutiert, die auf der moglichen Aktion der lonen in der Pore baseren, da es in der
Literatur vide Hinweise gibt, dass der ,Foot-inthe-door”-Effekt (Kiss et al., 1998; Lu

et al., 2001) in Betracht gezogen werden muss.
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11.3 Foot-in-the-door-M oddlle

Als Alternative zu den vorherigen Liganden-Modelen werden hier zwe  Foot-in-the-
door-Modédle fir den AMFE vorgestelIt.

11.3.1Modell 4. Direkte Wirkung auf die Besetzung

In den vorherigen Kapiteln 8 bis 10 wurde diskutiert, ob ein Hille-Schwarz-Moddll
(1978) das Gating erzeugen kann, das verantwortlich fir die Reduktion des scheinbaren
Einzekandstroms ig (Farokhi et al., 2000). In dieser Arbeit wird gezeigt, dass dieses
Moddl die beobachtete Geschlossen-Zet erkldren kann, aber zu Offen-Zaten fihren
wirde, die vid zu kurz 9nd, da ge auf die Transferraten der Stromleitung bezogen sind,
die auf ener Zetskaa auftreten, die 1000 fach schndler it as das beobachtete Gating.
Dieser Einwand kann entkréftet werden, wenn in Betracht gezogen wird, dass die lonen
in der Pore den Durchmesser kontrollieren (Kiss und Korn, 1998; Ogieska und Aldrich,
1999; Townsend und Horn, 1999; Larsson und Elinder, 2000; Loots und Isacoff, 2000;
Zhou et al., 2001, Abschnitt 12.5). Wenn angenommen wird, dass die Besetzung der
Pore mit zwei K™-lonen den Radius des Sdektivititdfilters deratig anpasst, dass die
Wahrscheinlichkeit, in den Filter zu gelangen, fur TI' um den Faktor 1000 abnimmt
(und umgekehrt), dann ergeben sch Offen-Zeten in Bereich von enigen 10 ps wie in
Tabdle 10.2. gefunden wurden. Der AMFE wird erzeugt, wenn die Pore zusammen
bricht und undurchldssig wird, wenn sich zwe verschiedene lonen in der Pore befinden.
Die Pore offnet wieder, wenn durch die Statistik das richtige lon zurlick in die Pore
gelangt. Solch en Model konnte die AMFE-Kurven in den Abb. 8.1, 11.2 und 11.9
leicht erzeugen. Jedoch weisen die Messungen, die in Verbindung zu Tabelle 10.1, 11.2
und Abb. 10.2 stehen, darauf hin, dass zwel Offenzusénde involviert sind, die keine
inhérente Eigenschaft des obigen einfachen Modells darstellen (Farokhi et al., 2000).

11.3.2Modé€ll 5: Modulationseffekt der Besetzung

In diesem FaAl wird en dtenativer Mechanismus angenommen, der davon ausgeht,
dass das Sdektivitdisfilter zwel OffentZustdnde besitzt. Aus dem Geschlossen Zustand
G wetet gch dar Sdektivitétsfilter zum Offen-Zustand O. Dann kann das Protein eine
weitere Konformationsinderungen machen in enen Zudand A, der den Offen-Zustand
weiter stabilisert. Moddl 5 baset auf der Annahme, dass die Ubergangswahrschein-
lichkeit vom Zugtand O in den Zustand A von der Besetzung der Pore abhédngt. Falls die
Pore mit zwe gleichen lonen (K*-K* oder TI'-TI") besetzt i, ist die Wahrscheinlich
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kelt, dass Zustand A angenommen wird, hoch. Wenn die Pore mit verschiedenen lonen
besatzt ist, werden die Ratenkonstanten langsamer.

Kinetisch is Model 5 sehr dhnlich zu Modell 3 (Abb. 11.10) mit dem Unterschied, dass
wahrscheinlich angdle von vier Bindungssdlen zwe Bindungsstellen vorhanden sind.
Die tatsichliche Anzahl i unbekannt. Se kann dso vier san, wenn zwischen der 24
und der 1,3 Konfiguration unterschieden wird oder wenn das Hohlraum-lon und das
externe lon miteinbezogen werden (BerrPche und Roux, 2001; Zhou et al., 2001). Der
Unterschied zum Model in Abb. 11.10 besteht darin, dass der Zugang zu den
Bindungsstellen nicht unbegrenzt ist, da die lonen nur von der externen oder der
internen Stele entreten konnen. Die Abhangigket vom TI'/K*-Verhdtnis wird nach
den Mechanismen in Abb. 11.10 eingefihrt: Die Vibrationen des Proteins, die sch auf
die Ubergange zwischen A, O und G beziehen, sind langsamer (Faktor 1000) ds die
Ubergangszeiten der permeierenden lonen. Dadurch it die Bewegung des Proteins
durch das durchschnittliche Auftreten der K*-K*, K*-TI" oder TI'-TI"-Besstzung in der
Pore kontrolliert. Dies kann zum TI'/K*-Verhdtnis proportiond sein. Wiederum (Abb.
11.10) muss ene numerische Beschrankung wie digenige in den Gleichungen 11.20
und 11.21 nicht notwendigerweise auferlegt werden, da die Beziehung zwischen der
Proteinvibration, dem mittleren TI'/K*-Verhdtnis in der Pore und dem K™/TI*-
Verhdtnisin der Lasung ds nichtlinear angenommen wird.

Die Foot-in-the-door-Modelle sollen nun anhand des Na'-Effekts beim K*-Kand weiter
diskutiert werden. Wegen des geringeren lonendurchmessers konnen die Na'-lonen den
K*-Kand nach Doyle et al. (1998; Abschnitt 2.4) nicht passieren. Daher werden sich die
folgenden Untersuchungen mit der Fragestellung beschéftigen, ob sich bei Zugabe von
Na'-Losung die Sdektivitidt des Filters derart andert, dass die Na'-lonen auch den K'-
Kand passieren konnen.
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12 Der Na*-Effekt auf den K'-Kanal

Na"-Ionen konnen vielfiltig auf die K'-Kanile wirken. Die Blockierung und der damit
verbundene kleinere FEinzelkanalstrom wurde in vielen Vorgingerarbeiten beobachtet
(Bertl, 1989; Blunck, 1996; Hansen et al., 1997; Keunecke et al., 1997; Keunecke, 2000;
Ogielska und Aldrich, 1999; Weise und Gradmann, 2000).

Bei Bertl (1989) wurde bei Zugabe von 125mM Natrium in Gegenwart von 125 mM KCI
eine Reduktion der Leitfdahigkeit des Kanals beobachtet. Bei Anwesenheit von 125 mM
NaCl auf vacuoldrer und cytosolischer Seite ist der Einzelkanalstrom im Vergleich zur
Kontrolllosung kleiner, bei positiver Spannung tritt sogar eine negative Kennlinie auf. Das
Na" auf der vacuolidren bzw. cytosolischen Seite hat lediglich einen Effekt auf einer Seite
des Spannungsbereichs und zwar derart, dass der Effekt auftritt, wenn der Strom das Na*
in die Pore zieht. Vacuolidres Na" wirkt somit nicht auf den Stromverlauf vom Cytosol in
die Vacuole.

Der Na'-Block weist viele phinomenologische Gemeinsamkeiten mit dem AMFE auf: das
Zusammenlaufen der scheinbaren Einzelkanalstrome bei 7 C (Farokhi, 1998; Blunck,
1996) und das scheinbare Verschwinden schneller Zeitkonstanten in Gegenwart des
blockierenden Ions (Keunecke, 1995; Blunck, 1996; Hansen et al., 1997). Diese Ahnlich-
keiten veranlassten eine Vertiefung der Untersuchungen fiir den Na*-Block.

Ein besonderer Aspekt sind die von Weise und Gradmann (2000) gefundenen Sublevel in
Gegenwart von Na*. Diese Art von Sublevel wurde bei Blunck (1996) nicht beobachtet. Es
bestand die Vermutung, dass Sublevel eine Erscheinung sind, die auf Gating zuriickzu-
fihren ist.

Die Analyse der Zeitreihen mit Na'-haltiger Losung richtete sich zuerst auf die Frage, ob
schnelles Schalten auftritt. So wurde das Schaltverhalten und der Stromspannungsverlauf
in einer Na*-freien und Na'-haltigen Losung untersucht. Die Frage der Abhiingigkeit von
der Konzentration der Na'-Ionen war zuerst fiir die Untersuchung des schnellen Schaltens
nicht relevant. Der erste Ansatz besteht darin, die Untersuchungen bei geringeren Na'-
Konzentrationen als bei Bertl (1989) und Blunck (1996) durchzufiihren.
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12.1 Messmethoden und Analyse

Die Messungen und die darauf folgenden Analysen wurden fiir Zeitreihen, die unter den
in Kapitel 11 beschriebenen Bedingungen aufgenommen wurden, durchgefiihrt. Die
aufgezeichneten Zeitreihen wurden mit dem direkten Fit der Zeitreihen (Abschnitt 4.5)
untersucht.

12.2 Strom-Spannungs-Charakteristiken des K*-Kanals in
Na*-Losung

Abb. 12.1 zeigt Strom-Spannungskurven, die in Na'-freier und Na'-haltiger (50 und 100
mM NaCl) Losung aufgenommen wurden. Die Leitfihigkeit ist fiir einwértsstromende K'-
Tonen deutlich groBer als fiir auswirtsstromende (eine Charakteristik des K*-Kanals von
Chara Corallina, Abb. 8.2).

Bei Zugabe von 50 mM NaCl hat sich die Kurvenform und die Einzelkanalleitfahigkeit
gegeniiber der reinen K'-Losung (200 mM KCI) nicht verindert. Bei einer Erhohung der
Natriumkonzentration auf 100 mM wurde ebenfalls keine Verdnderung des Einzelkanal-
stroms festgestellt.

10 F

20 L

200 -150 -100 50 0 50 100 150
U (mV)

Abbildung 12.1: Die Strom-Spannungskurven zeigen keinen Blockeffekt des K*-Stroms bei
Zugabe von Natrium. Die Einzelkanalleitfiahigkeit dndert sich dadurch nicht. Die Kreise stellen
die Spannungsabhingigkeit des Kaliumkanals in der Kontrolllosung (200 mM KCI + 5 mM
CaCl,) dar. Die Kreuze zeigen die Leitfiahigkeit nach Zugabe von 50 mM NaCl, die gefiillten
Quadrate zeigen die Leitfiahigkeit nach Zugabe von 100 mM NaCl.
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Der Na*-Effekt auf den K*-Kanal

12.2.1 Nachfiltern der gemessenen Zeitreihen

Die Ergebnisse in Abb. 12.1 stehen im Gegensatz zu den Ergebnissen von Bertl (1989),
Blunck (1996) und Weise und Gradmann (2000), die eine Reduzierung des Einzelkanal-
stroms fanden. Die Vermutung ist, dass bei den édlteren Messungen schnelles Schalten vor-
gelegen hat, das bei den Messungen zu Abb. 12.1 durch die neuen MaBnahmen der
Rauschreduzierung (Kapitel 5) und die dadurch hervorgerufene verbesserte zeitliche
Auflosung (Abtastrate von 200 kHz mit einer Filterfrequenz von 50 kHz) aufgelost wird.
Ein solcher Effekt trat bereits beim Cs*-Block auf (Draber und Hansen, 1994; Abschnitt
8.5). Es stellt sich somit die Frage, ob bei schlechterer zeitlicher Auflosung auch bei den
Daten in Abb. 12.1 eine scheinbare Reduzierung des Einzelkanalstroms sichtbar wird.

Daher werden die Zeitreihen mit einem gleitenden Mittelwertfilter (Gleichung 12.1)
nachgefiltert (Huth, 1999). Er ersetzt die Abtastpunkte f(t) durch:

N T
fr0 =0 ,,;Nf(H”) (12.1)

wobei N die Filtereinstellung in den Abtastpunkten bedeutet.

Abb. (12.2) zeigt die Zeitreihe mit der urspriinglichen 50 kHz Filterung (Abb. 12.2A)
und nach Nachfilterung mit 5 kHz (Abb. 12.2B). Der Einzelkanalstrom wurde durch
diese Nachfilterung im Gegensatz zu den Ergebnissen mit Cs* (Draber und Hansen,
1994) nicht verdndert. Das bedeutet, dass die Reduzierung der zeitlichen Auflosung
nicht zur Anderung der Leitfahigkeit des Kanals filhren wiirde.

200 ms A
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Abbildung 12.2: Einzelkanalstrom (300 000 Datenpunkte) des K*-Kanals von Chara in
Excised-Patch-Konfiguration in einer Losung von 200 mM KCI + 100 mM NaCl + 5 mM CaCl,
bei einem Haltepotential von V=-80 mV. Die Filterfrequenz betrégt bei (A) 50 kHz und bei (B)
5 kHz. Der Einzelkanalstrom nimmt durch die Reduzierung der zeitlichen Auflosung nicht ab.

C und O auf der rechten Seite stellen die jeweiligen Niveaus dar (C = geschlossen, O = ein
Kanal gedffnet). Der C-Zustand stellt das Nullniveau dar.

12.3 Bestimmung der Ratenkonstanten durch einen direkten
Fit der Zeitreihen

Aus den Erfahrungen fiir die Bestimmung der Ratenkonstanten beim AMFE (Kapitel 9
und 10) werden die Ratenkonstanten des dazugehorigen Markov-Modells mit dem
selben Modell wie beim AMFE (O-O-C-C-C) mit Hilfe des direkten Fits der Zeitreihen
(HMM-Zeitreihenfit, Abschnitt 4.5) gefittet.

Da bei diesen Messungen der Dagan 3900 A als Patch-Clamp-Verstiarker verwendet
wird, bei dem die Spannung am Kondensator in bestimmten Abstinden entladen werden
muss (Abschnitt 3.2), entstehen bei der Entladung kleine Werte, die wegen der logarith-
mischen Berechnung des Likelihoods den Fit scheitern lassen. Deshalb miissen diese
Werte vor dem Start des Direkten-Zeitreihen-Fits aus der Zeitreihe herausgeschnitten
werden.

Aus den Ratenkonstanten der gefitteten Zeitrethen werden dann, wie in den Kapiteln 9
und 10, Zeitreihen simuliert und aus den simulierten Zeitreihen die Offen-Kanal-Strome
bestimmt. Es wurde nur eine unwesentliche Reduktion (maximal 3%) des Offen-Kanal-
Stroms i/igm In den Zeitreihen bei Zugabe von 100 mM Na+—L6sung festgestellt (Abb.
12.3), die mit den angefitteten Ratenkonstanten und einem Offen-Kanal-Strom igm
simuliert wurden (Abschnitt 4.6). Bei der Betrachtung der Ratenkonstanten mit 100 mM
Na*-Losung ergeben sich keine gravierenden Unterschiede zu den Ratenkonstanten in
reiner K*-Losung (Abb. 10.1) Besonders die Ubergangswahrscheinlichkeiten vom Zu-
stand O in den Zustand A sind bei allen Spannungen groBer als der Ubergang vom
Zustand A in den O-Zustand (wie bei reiner K*-Losung). Somit bleibt der Kanal auch
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Der Na*-Effekt auf den K*-Kanal

hier linger im offenen Zustand. Damit ist die Bestimmung des Einzelkanalstroms

glaubwiirdig.
6 2 6 8 78
1300 91800 580 1360 -
A G C V4 -80 mV lﬁt/ 1sim=0-97
7600 25700 120 140
9 1 4 10 76
1900 63500 7500 140 -
A G C Z -100 mV Iit/ 15im=0.99
23100 10300 3000 20
12 1 1 13 72
1500 76900 6300 170 -
A G C Z -120 mV Iit/15im=0.98
14300 74900 650 30
13 1 2 13 71
1400 80900 12000 160 -
A Z -140 mV Ifit/15im=0.99
18300 50100 G 1400 ¢ 30 By Ssin

Abbildung 12.3: Die Einzelkanal-Ratenkonstanten (s), die sich aus dem direkten Fit von
Zeitreihen (2~106 Datenpunkte) bei —80, —100, -120 und -140 mV in 200 mM KCI + 100 mM
NaCl + 5 mM CaCl, ergaben. Die Zahlen iiber den Zustidnden geben die Besetzungswahrschein-
lichkeiten in Prozent der gesamten Zeit des Intervalls an. Rechts sind die Verhiltnisse des Ein-
zelkanalstroms dargestellt, die mit den angefitteten Ratenkonstanten und einem Offen-Kanal-
Strom ig, simuliert wurden.

Der Kanal verhilt sich so, als ob die Na™-Ionen keinen Effekt auf das Schaltverhalten
und die Blockierung des Kanals haben. Diese Beobachtungen legen die Vermutung
nahe, dass ein einfaches ,,foot-in-the-door*-Modell des Gatings vorliegt, das besagt,
dass der Kanal mit K™-Ionen innerhalb der Pore nicht inaktivieren kann (Lu et al.,
2001). Das bedeutet fiir diese Messungen, dass die hohe K*-Konzentration nicht zulisst,
dass die Na™-Ionen das Schaltverhalten des K'-Kanals beeinflussen. So wurde die Na'-
Konzentration auf 125 mM erhoht und die K*-Konzentration auf 125 mM reduziert.
Damit soll untersucht werden, ob sich durch weitere Hinzugabe von Na* ein Einfluss
auf die Leitfdhigkeit ergibt. Es sind somit die gleichen Bedingungen, unter denen
Blunck (1996) gemessen hat.

12.4 Wirkung der Anderung der Na*-Konzentration auf den
Einzelkanalstrom des K*-Kanals und sein Kooperativi-
tatsverhalten

Abb. 12.4 zeigt eine Zeitreihe, die bei 125 mM KCI und 125 mM NaCl (+ 5 mM CaCl,)
bei einem Haltepotential von —120 mV gemessen wurde. Diese Zeitreihe kann in zwel
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Bereiche (Bna und Bk) unterteilt werden. Der Pfeil in Abb. 12.4 soll den Zeitpunkt
andeuten, an dem sich die beiden Bereiche voneinander trennen. Der Einzelkanalstrom
ist bis zum Zeitpunkt der Pfeilmarkierung (Bereich By,) kleiner als der Einzelkanal-
strom danach (Bereich Bk). Es ist an dieser Stelle ein Sprung in der Zeitreihe erkennbar,
der eine Anderung des Einzelkanalstroms mit sich bringt, der andeutet, dass sich eine
Konfigurationséinderung des Kanals ergeben hat. Diese Beobachtungen traten aus-
schlieBlich in der vorgegebenen Konzentration von 125 KCl und NaCl auf.

600 ms
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Abbildung 12.4: Gemessene Zeitreihe des Stroms (1 500 000 Datenpunkte) vom Tono-
plasten Vesikel von Chara in Excised-Patch-Konfiguration in einer Losung von 125 mM KCI +
125 mM NaCl + 5 mM CaCl, bei einem Haltepotential von U = -120 mV. Die Zeitreihe wird
hier in zwei Bereiche mit unterschiedlichen Einzelkanalstromen unterteilt. Der erste Bereich
(Bna) mit dem kleineren Einzelkanalstrom und der zweite Bereich (Bx) mit dem groferen
Einzelkanalstrom. Der Pfeil markiert die Trennungsstelle der beiden Be reiche.

In Abb. 12.5 wird die Spannungsabhingigkeit des Einzelkanalstroms fiir die beiden
Bereiche By, und Bx in 125 mM KCI und 125 mM NaCl dargestellt. Die Einzelkanal-
strome fiir die reine K'-Losung entsprechen den selben Werten wie der Einzelkanal-
strom im Bereich Bk entsprechend Abb. 12.1 (aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht
eingezeichnet). Da die KCIl-Konzentration kleiner ist, ist der Einzelkanalstrom im
Bereich Bk und bei reiner K+—Lésung kleiner als in Abb. 12.1.

Es zeigt sich, dass der reduzierte Einzelkanalstrom im Bereich By, nur fiir den Ein-
wirtsstrom auftritt. Im Auswértsstrom entstehen keine unterschiedlichen Leitfdhigkeits-
bereiche, trotz einer symmetrischen Na*-Losung. Dies ist beim AMFE mit TI*-Losung
anders (Abschnitt 8.3). Unter diesen Bedingungen haben die TI'-Ionen auf beiden
Seiten eine Stromreduzierung bei symmetrischer Losung verursacht (Abb. 8.2).
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Der Na*-Effekt auf den K*-Kanal
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Abbildung 12.5: Strom-Spannungskurven fiir die unterschiedlichen Leitfihigkeitsbereiche
im K*-Kanal bei Zugabe von 125 mM NaCl. In der Messldsung befanden sich jeweils symme-
trisch 125 mM KCI + 125 mM NaCl + 5 mM CacCl,. Die Kreise stellen den Einzelkanalstrom
des Kanals im Bereich (By,) und die gefiillten Quadrate den Einzelkanalstrom im Bereich (B g)
aus Abb. 12.4 dar.

12.4.1 Getrennte kinetische Untersuchung der Bereiche Bk und By,

Es stellt sich die Frage, ob der Bereich By, nur auf das Gatingverhalten und damit
verbundenes schnelles Schalten zuriickzufiithren ist oder ob andere Ursachen dafiir ver-
antwortlich sind. Solch spontane Anderungen des K*-Kanals in Chara Corallina
wurden auch von Draber et al. (1993) gefunden. Die Analyse zeigt bei Draber et al.
(1993), dass sich die Offenwahrscheinlichkeit durch Kooperativitidt spontan dndert. Sie
wirkt somit auch auf den Gesamtstrom des Kanals. Die Ursache fiir diese Konfigura-
tionsinderung lag in der langsamsten Ratenkonstante des Markov-Modells. Diese
langsame Ratenkonstante wurde sprungartig bei allen Kandlen gleichzeitig verindert.
Auch bei Wang et al. (2000) dnderte sich die Kinetik des Einzelkanalstroms abrupt.
Dies fiihrte auch zu einer Anderung der Offenwahrscheinlichkeit. Die Beobachtungen
bei der Na*-Messung sind andere (Anderung der Einzelkanalleitfihigkeit statt Ande-
rung der Offenwahrscheinlichkeit), aber die Spontaneitit der Anderung ist bei beiden
Phinomenen gleich.

Um zu sehen, welche Ubergangsrate des Gating-Modells fiir die Anderung der Leit-
fahigkeit verantwortlich ist, wird folgende Analyse durchgefiihrt: Die beiden Bereiche
(Bk und Bn,) werden abgeschnitten und getrennt voneinander mit dem Direkten-
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Zeitreihen-Fit angendhert. Die Analyse fiir jeden Bereich der Zeitreihe erfolgt, wie
oben erwihnt bei 100 mM NaCl (Abschnitt 12.3). Das Ergebnis der Ratenkonstanten
fiir den Zustand A-O-G-C-Z ist in Abhingigkeit der Haltespannung fiir den Einwdérts-
strom in Abb. 12.6 dargestellt.
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Abbildung 12.6: Vergleich der verschiedenen Ratenkonstanten aus dem Direkten-
Zeitreihen-Fit fiir den Bereich (Bg) und den Bereich (B y,) aus dem Markov-Modell A-O-G-C-Z
im negativen Spannungsbereich. Wegen der grofen Streuung bei der Bestimmung der
Ratenkonstanten des Markov-Modells werden die geometrischen Mittelwerte mit deren Fehlern
(geometrischer Faktor) dargestellt.
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Der Na*-Effekt auf den K*-Kanal

Alle Ratenkonstanten des Markov-Modells im Bereich By, sind spannungsunabhingig,
aber die Ratenkonstanten koa, kog, Kgo und kge fiir den Bereich Bx nehmen mit Zu-
nahme der negativen Spannung zu, und kcz nimmt ab. Aus diesen Ratenkonstanten wird,
wie im vorherigen Abschnitt 12.3 beschrieben, die Einzelkanalstromreduzierung mit
Hilfe von Simulationen der Zeitreihen aus den gefitteten Ratenkonstanten bestimmt. Das
Ergebnis dieser Analyse ist fiir die Spannungen -80, -100 und -120 mV in Tab. 12.1
dargestellt. Es wird deutlich, dass nicht nur fiir den Bereich Bk keine Einzelkanalstrom-
reduzierung festgestellt wird, sondern auch im Bereich By, ist nur eine Stromreduzierung
von 3 bis 7% beobachtet worden. Dies kann die starke Abnahme der Einzelkanalleit-
fahigkeit in Abb. 12.5 nicht erklaren.

Nachdem die Reduzierung des scheinbaren Einzelkanalstroms durch schnelles Schalten
als Ursache fiir den kleineren Einzelkanalstrom im Bereich By, ausgeschlossen ist, stellt
sich die Frage, was die Stromreduzierung in Abb. 12.5 bedeutet. Dafiir werden nicht nur
die Ratenkonstanten (Abb. 12.6), die den absoluten Wert des Ubergangs angeben, im
Verhiltnis der Haltespannung dargestellt, sondern auch die daraus resultierenden Be-
setzungswahrscheinlichkeiten der einzelnen Zustinde des Markov-Modells A-O-G-C-Z
(Abschnitt 4.7). Diese entsprechen den relativen Hin- und Riickreaktionen der Ubergiinge
und sind in Abhéngigkeit der Haltespannung aufgetragen (Abb. 12.7).

U (mV) -80 -100 -120
if/igm fiir By 1.00 1.00 1.00
indigm fiir Bya 0952002  0.98+0.02  0.93 +0.02

Tabelle 12.1: Reduktion des Offen-Kanal-Stroms ig/igy in einer Zeitreihe bei verschiedenen
Haltespannungen, die mit den Durchschnittswerten der Ratenkonstanten und einem Offen-
Kanal-Strom i, simuliert wurde. Fiir die restlichen Haltespannungen im Bereich Bk (U = -40, -
60 und —140 mV) wurde ebenfalls keine Anderung des Offen-Kanal-Stroms festgestellt.

Die Ratenkonstanten koa und kog unterscheiden sich fiir die beiden Bereiche By, und Bk.

Sie sind im Bereich By, kleiner. Dadurch ist die Besetzungswahrscheinlichkeit des Zu-
stands O fiir den Bereich By, grofer.
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Abbildung 12.7: Besetzungswahrscheinlichkeiten in den Zustinden A, O, G, C und Z fiir
die Bereich Bk und By, aus dem Markov-Modell A-O-G-C-Z im negativen Spannungsbereich.

Die groBte unterschiedliche Ratenkonstante fiir die beiden Bereiche Bx und By, ist
jedoch die Ratenkonstante kgc (Abb. 12.6E), die indirekt fiir die unterschiedlichen Beset-
zungswahrscheinlichkeiten des Zustands Z verantwortlich ist (Abb. 12.7E). kgc ist fiir
den Bereich By, kleiner als im Bereich Bk, was dazu fiihrt, dass der Zustand Z seltener

besetzt wird fiir Bn,. Der Zustand Z nimmt fiir beide Bereiche By, und Bk mit Zunahme

der negativen Spannung ab. Es zeigt sich, dass sich der langsamste Zustand (der Zustand,

in dem sich der Kanal am hiufigsten authilt) in den beiden Bereichen am deutlichsten

unterscheidet. Dieses Ergebnis stimmt somit mit den Ergebnissen von Draber et al.
(1993) gut iiberein. Bei Draber et al. (1993) unterscheiden sich die beiden Konfigura-
tionen mit unterschiedlichen Offenwahrscheinlichkeiten in der langsamsten Ratenkon-
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stante. Somit ist auch der langsamste Zustand mit unterschiedlicher Wahrscheinlichkeit
besetzt. Das bedeutet aber auch, dass das schnelle Schalten nicht fiir die unterschied-
lichen Einzelkanalleitfihigkeiten des K'-Kanals bei Zugabe von 125 mM NaCl (Abb.
12.5) verantwortlich sein kann. Somit bleibt die Frage, was die Ursache fiir die unter-
schiedlichen Leitfihigkeiten des K™-Kanals ist.

Was bei Draber et al. (1993) nicht beobachtet wurde, ist die hohere Besetzung der Zu-
stinde O und G. Damit erhoht sich der Anteil der schnellen Schaltereignisse im B,-
Bereich, ohne dass dadurch der FEinzelkanalstrom verdndert wird. Dieser Unterschied
zwischen dem Bg- und Byn,-Bereich in Abb. 12.4 wird daran erkannt, dass im Bg-Bereich
lange Pausen auftreten (hohe Besetzung von Z), wihrend im Bn,-Bereich das schnelle
Schalten durchgehender auftritt.

12.5 Neuere Ergebnisse aus Strukturuntersuchungen als
mogliche Erklirung fiir den beobachteten Na*-Effekt

Es gibt viele Arbeiten, in denen sich die Selektivitdt des Kaliumkanals bei unterschied-
lichen Kaliumkonzentrationen oder bei Anwesenheit von Na'-Ionen éndert. Zhou et al.
(2001) untersuchten die Gestalt des Selektivitétsfilters des KcsA-Kanals bei geringerer
K*-Konzentration (Abb. 12.8). Bei geringerer K'-Konzentration (3 mM K) sind weni-
ger Jonen im Selektivitdtsfilter vorhanden, d.h. nicht alle Bindungsstellen sind von
einem K'-Ton besetzt. Dadurch nehmen Val 76 und Gly 77 (vom GYG-Motiv des
KcsA-Kanals) eine komplett neue Gestalt an. Das Val 76 Carbonyl ist nicht mehr in
Richtung der Pore zu einem K'-lon orientiert, sondern mit einem Wasserstoff von
einem Wassermolekiil aulerhalb der Pore gebunden. Dieses Wasser geht eine Wasser-
stoffbriickenbindung mit dem Amid von Gly 77 an eine benachbarte Untereinheiten ein.
Das o-Carbon des Gly 77 wird demzufolge einwirts gedreht und verschliet die Pore
(Sanduhrform). Diese niedrige K'-Konzentration erzeugt einen nicht leitfihigen Zu-
stand des Selektivitatsfilters, da der Kanal unmittelbar schlieft. Der Durchmesser der
Pore bricht zusammen. Das bedeutet, dass der Kanal zwei unterschiedliche Konforma-
tionen hat: bei geringerer K'-Konzentration ist er nicht leitfihig, bei hoher K*-Konzen-
tration ist er leitfahig.
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Abbildung 12.8: Struktur des Selektivititsfilters bei hohen und niedrigen K*-Konzentra-
tionen. (A) Bei hoher K*-Konzentration sind alle vier Positionen im Selektivititsfilter mit K*-
Ionen besetzt und von Sauerstoffatomen umgeben. Die Struktur der Selektivitt ist derartig, dass
die K*-Ionen durchkommen. (B) Bei 3 mM K*-Konzentration sind nur die Position 1 und 3 von
einem K*-Ion besetzt. Dadurch orientiert sich Val 76 und Gly 77 nicht mehr in Richtung der
Pore zu einem K*-Ion, sondern zu einem Wasserstoff von einem Wassermolekiil auBerhalb der
Pore. Dieses Wasser geht eine Wasserstoffbriickenbindung mit dem Amid von Gly 77 an eine
benachbarte Untereinheiten ein. Das a-Carbon des Gly 77 wird demzufolge einwirts gedreht
und verschlieBt die Pore (Sanduhrform). So ist der Kanal bei niedrigen K*-Konzentrationen
nicht leitfihig (Zhou et al., 2001).

Es gibt K™-Kaniile, die nicht nur bei reiner Na*-Konzentration Natrium-leitfihig sind,
sondern auch bei geringeren Konzentrationen von K*-Tonen, wie z. B. der Kv 2.1 Kanal
(Ogielska und Aldrich, 1998; Kiss und Korn, 1998) im C-inaktivierten Zustand. Der
Shaker-Kanal hingegen leitet auch bei fortgeschrittener C-Typ-Inaktivierung Natrium
nur in Abwesenheit von Kaliumlosung. Der Shaker-Kanal hat daher eine hohe Kalium-
affinitit, und so nimmt die Natrium-Leitfdhigkeit des Kanals bereits bei Hinzugabe von
einigen uM K'-Konzentration ab. Bei hoheren K*-Konzentrationen ist der Kanal dann
fiir K"-Ionen leitfihig. Dies ist ein AMFE, bei dem das Minimum der Leitfihigkeit bei
sehr geringen K*-Konzentrationen liegt. Durch die Mutation (A463C) in S6 wird die
scheinbare Kaliumaffinitdit von uM in mM Bereich vermindert und somit wird der
Shaker Kanal, wie der Kv 2.1, auch bei K'-Konzentrationen im mM Bereich Natrium-
leitfahig. Nach einer Hypothese von Ogielska und Aldrich (1999) bilden die Aminoséduren
T445, W434 und W435 eine Manschette (cuff), die dem eigentlichen Selektivitétsfilter
(GYG) als Stiitzgeriist dient. Durch Verdnderung dieser Manschette passt sich der
Porendurchmesser bei Besetzung der C-Inaktivierungs-Bindungsstelle mit K sich dem
K*- und sonst dem Na'-Ionenradius an. Diese Art von Beobachtungen fiihrten zum

130



Der Na*-Effekt auf den K*-Kanal

einfachen ,,food-in-the-door*“-Modell des Gatings, das besagt, dass der Kanal mit Ionen
mnerhalb der Pore nicht inaktivieren kann (Lu er al., 2001; Abschnitt 11.1 und 11.3).
Uberraschend dabei ist, dass die Anderung der K*-Affinitit des Shaker-Kanals durch
die Mutation in S6 erfolgt ist und nicht durch Mutationen direkt im P-Loop. Dies
bedeutet, dass die Verkniipfung (Briicke) zwischen dem S6-Segment (A463) und dem
P-Loop (an V443, das neben GYG liegt; Abschnitt 2.4) die Selektivitdt des Kanals
direkt beeinflusst.
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Abbildung 12.9: Die Mutation an der Stelle 463 in S6 wirkt direkt auf die Pore. Die Kris-
tallstrukturanalysen von KcsA-K*-Kanal wurden fiir den Shaker-Kanal iibernommen. Methionin
und Valin werden in den Darstellungen optisch hervorgehoben. (A) Eine seitliche Sicht der
Wechselwirkung zwischen den Seitenketten innerhalb einer Untereinheit (im Rechteck darge-
stellt). Die GYG Aminosduren dienen als Orientierung. (B) Die Darstellung von oben zeigt die
Wechselwirkung von Methionin und Valin und allen vier Untereinheiten. Es wird deutlich, wie
Wechselwirkungen von S6 mit dem P-Loop die Leitfihigkeit beeinflussen. Das durchgehende
K*-Ion ist in der Mitte dargestellt (Ogielska und Aldrich, 1999).

Die Rolle von Briickenbindungen am P-Loop wurde direkt in den Ergebnissen von
Larson und Elinder (2000) dargestellt. Es wird gezeigt, dass das Glutamat E418 am
Ausgang des S5-Segments mit dem Val 451 und Gly 452 am Ausgang des S6-Seg-
ments iiber Wasserstoftbriickenbindung verbunden ist. Da der P-Loop einen Ring
bildet, sind diese Aminosduren benachbart, obwohl sie in verschiedenen Segmenten
liegen (Abb. 12.10). Die Briicke E418-G452 fiihrt zu einer Stabilisierung der Offen-
wahrscheinlichkeit des Kanals. Durch die Mutation E418C bricht der Kanal zusammen.
Da Cystein ungeladen ist, werden die Wasserstoftbriickenbindungen zwischen 418C
und G452 gebrochen. So rutscht Pro 450 aus der Pore und fithrt zum Zusammenziehen
der aromatischen Manschette und Verengung der Pore. Durch eine Mutation von
G452C und die Einfithrung einer Disulfid-Bindung zwischen 452C und 418C wird die
Konformation des Kanals wieder stabilisiert. Das E418 steht auch in Zusammenhang
mit der S4-Helix. Die S4-Helix, die sich mit der Spannung dreht (Bezanilla, 2000;
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Abschnitt, 2.4), kann damit auch Wasserstoffbriicken zwischen E418 und V451 und
G452 brechen (Abb. 12.10B), und zur Verengung der Pore fiihren. Durch diese Ver-
engung besteht die Moglichkeit, dass Na'-lonen fiir den Selektivititsfilter passend
werden, und statt K™-Strom Na*-Strom flieBt.

Abbildung 12.10: (A) Eine Darstellung der aromatischen Manschette (cuff), die Pro 450 ent-
hilt. Es wird deutlich, dass E418 benachbart zu V451 liegt. Die Manschette ist die Verankerung
der vier Y445, die einen Ring bilden, der fiir die Selektivitit des Filters verantwortlich ist.
Dieser Ring bestimmt den Abstand zu den permeierenden Ionen (Doyle et al., 1998). Die gelbe
Kugel in der Mitte stellt ein K*-Ion dar. Die Perspektive der Abbildung ist von der AuBenseite
des Kanals.

(B) In der Darstellung wird deutlich, dass E418 mit G452 iiber eine Wasserstoffbriickenbindung
in Wechselwirkung tritt. Diese Wechselwirkung hilt den Offenzustand der Pore stabil. Fillt
diese Wechselwirkung weg, wird die Pore eng, da P450 die Verankerung fiir Y445 ist. Die K*-
Ionen und die Wassermolekiile sind auf der linken Seite der Abbildung dargestellt (Larson und
Elinder, 2000).

12.5.1 Bedeutung dieser Untersuchungen in Bezug auf den Na*-Effekt
bei Chara

Die oben erwéhnten Untersuchungen machen deutlich, dass der Selektivititsfilter nicht
starr ist, sondern sich veridndern kann. Die Verdnderungen im Durchmesser des Selekti-
vititsfilters sind dafiir verantwortlich, dass auch andere Ionen auBer den K*-Ionen den
Kanal passieren konnen. So besteht die Moglichkeit, dass die Unterschiede in den
Einzelkanalstromen in den beiden Bereichen Bk und By, darauf beruhen, dass spontane
Anderungen im Kanal den Selektivititsfilter des Kanals verindern und so der K*-Kanal
fir Na*-Ionen durchlissig wird. Diese spontanen Anderungen des Selektivititsdurch-
messers konnen z. B. darin begriindet sein, dass sich bei Abwesenheit von K*-Ionen die
Pore verkleinert und dadurch fiir die Na'-Ionen passierbar wird (Foot-in-the-door-
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Prinzip). Das bedet 0.02utet: Solange sich keine K*-Ionen in der Pore aufhalten, wird
der Selektivitdtsdurchmesser den Na'-Ionen angepasst, bis sich erneut K*-Ionen in der
Pore befinden (Abb. 12.8). Der Porendurchmesser ist, wie oben beschrieben, nach Zhou
et al. (2001) von der Ionenbesetzung in der Pore abhédngig. Es besteht aber auch die
Moglichkeit, dass der Pro 450 spontan aus der aromatischen Manschette rutscht, und
sich die Pore verengt. Diese Verengung konnte dazu fiihren, dass der Kanal fiir K*-
Tonen sperrt und Na'-Ionen durchldsst. Es konnen auch andere spontane Ursachen fiir
dieses Phiinomen vorliegen.

Da bis jetzt noch keine gesicherten Erkenntnisse iiber die molekulare Struktur des
dominierenden K*-Kanals der Griinalge Chara corallina vorliegt (Abschnitt 3.1), ist es
nicht moéglich, die Frage zu beantworten, wie der Selektivititsmechanismus des K-
Kanals funktioniert. Dafiir miissen Mutationen fiir den Kanal durchgefiihrt werden.
Allein mathematische Analysen reichen nicht aus.

Das Ergebnis dieser Untersuchung ist das Kooperativititsverhalten des K*-Kanals. Eine
mogliche Interpretation fiir Kooperativititsverhalten kann die Vorstellung von An-
sammlungen von Kanilen sein, welche in der Membran nahe miteinander verbunden
sind. Strukturelle Anderungen eines Kanals, wie eines der Beispiele, (Ogielska und
Aldrich, 1998, 1999; Larson und Elinder, 2000; Zhou et al., 2001) die im vorherigen
Abschnitt erwihnt wurden, konnen zu strukturellen Anderungen der benachbarten
Kandle fiihren. Die Anderung der Offenwahrscheinlichkeit bei Draber et al. (1993) kann
hier auch vorliegen. Die Kanile dndern ihre Struktur und werden fiir K*-Ionen nicht
mehr durchlissig. Aber die Struktur ldsst danach Na*-Tonen, da es sich nicht um einen
Na*-Kanal handelt, mit einer kleineren Leitfihigkeit durch.
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13 Diskussion

In dieser Arbet is zum erden Md der Nachwes des Gatingmechanismus beim AMFE
erbracht worden. Dies besagt, dass die Abnahme des Einzekandstroms beim AMFE
durch schndle Schatungsprozesse erfolgt, die sdbst bel der in dieser Arbet erechten
hohen AuflGsung von 50 kHz nicht mehr beobachtet werden.

Gating kann durch Vibrationen des Proteins verursacht werden (Elber und Karplus,
1987), die den Kand &ffnen und schlief¥en, aber auch durch Mechanismen wie denen,
die im Hille-SchwarzzModdl (Hille und Schwarz, 1978) oder im Wu-Moddl (Wu,
1991, 1992) vorgeschlagen werden. Wenn TI*-induzierte Veranderungen der Protein-
Vibrationen die Ursache fir den AMFE dnd, konnten die hier bestimmten Raten
kongtanten verwendet werden, um die Vorhersagen zu Uberprifen, die sich aus Mole-
cular Dynamics Rechnungen ergeben.

Im Fdl der Permeetionsmodele wie dem von Hille-Schwarz (1978) oder Wu (1991,
1992) kann en Ggp im lonensrom hervorgerufen werden, wenn zwe verschiedene
lonen an zwe Bindungsstdlen gebunden werden (Hille und Schwarz, 1978), be denen
dch die lonen gegensatig von eng enzigen Bindungsstele frasstzen (Wu, 1991,
1992). Die Fahigkeit, énen AMFE zu erzeugen, liegt beim Hille-Schwarz- und beim Wu-
Moddl daran, dass verschiedenartige lonen sch schwerer gegensetig von der Bindungs-
gdle verdrangen ds gleichartige.

In Modell 5 dieser Arbeit wird eine Kombination von Hille-Schwarz-Moddl (1978) (as
Permeetionamodell) und Gating-Effekt ds Ursache des AMFE vorgeschlagen. Wenn
sich K*-lonen in der Pore aufhaten und an den zwei Bindungsstellen in der Pore (Doyle
et al., 1998) binden, werden nur K*-lonen durchgdassen, und die TI*-lonen kdnnen
nicht mehr durch die Pore geangen. Bel einer Bindung von TI™-lonen ist es umgekehrt.
Zwischen diesen beiden Phasen gibt es Unterbrechungen durch Mischbesatzungen
(Gating-Effekt), was zu einer Stromreduzierung fiihren kann.
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13.1 Verweldauer der Zustande

Der Unterschied zwischen Modd 5 in Abschnitt 11.3.2 und dem Hille-Schwarz- (1978)
oder Wu-Moddl (1991, 1992) liegt darin, dass Model 5 die langen Lebensdauern im
offenen Zugand erkl&ren kann. Dies s durch die folgenden numerischen Uberlegun-
gen dargestd|t.

Aus den Daten in Abb. 10.1 kann die Lebensdauer der betreffenden Zusténde berechnet
werden, da die Kenntnis der Ratenkongtanten die Berechnung der Einzelkand-Verwell-
dauernin den Offen- und Geschlossen-Zustanden erlaubt (Tabelle 10.2).

In dlen Ansizen muss aufgrund der Proportionditd zwischen TI'-Konzentration und
Sromreduzierung durch Gating (Abb. 11.9) angenommen werden, dass die Wahr-
scheinlichkeit, dass das "fdsche' lon (dagenige, das das schon gebundene lon nicht
freisetzen kann) entritt, proportional zu saner reativen Konzentration is. In den
Messungen bem Minimum der AMFE-Kurve (Abb. 11.9) entspréche die Wahrschein-
lichkeit, dass das fasche lon eintritt, dem Quotienten 20 mM TI*- / 250 mM Gesamt-
konzentration.

Im Hille-Schwarz und im Wu-Moddl wird bel jedem Eintritt eines stromtragenden
lons in die Pore die Entscheidung gefdlt, ob es ein K'-lon oder ein TI*-lon igt. Die mitt-
lere Zet enes Sprungs an die Bindungsstelle kann aus dem Strom abgeeitet werden:
8.45 pA korrespondieren mit 50 ns. Das bedeutet, dass nach 0.625 ps (250 mM/20 mM
ma 50 ns) der lonenstrom unterbrochen werden wirde. Das it vid kirzer ds die
mittlere Lebensdauer des schnellen Offen-Zustands von 30 ps (Tabdle 10.2). Die Ge-
schlossen-Zeit hingegen (20 ps in Tabdle 10.2) konnte mit Hilfe des Hille-Schwarz-
oder des Wu-Modedls ohne Probleme erklat werden. Somit wirde das Verhdtnis von
20 ps / 50 ns aus der Anderung der Aktivierungsenergie folgen, die wirksam wird, wenn
das fadsche lon das andere lon aus dem Kana freisetzen soll (Baukrowitz und Yéllen,
1996).

Es mag in obigen Berechnungen einige Ungenauigketen beziglich der OffentZeit
geben, aber es schent unwahrschenlich anzunehmen, dass diese Ungenauigkeiten eine
Verlangerung von 0.625 ps auf die gemessenen 30 ps erklaren kdnnen. Daraus kann ge-
schlossen werden, dass solche Modelle ungeeignet snd, bel denen die Besetzung der
den AMFE verursschenden Bindungsstdle im egentlichen Permestionswveg nur durch
die konzentrationshedingten Wahrscheinlichkeiten gegeben i, Stattdessen missen Ver-
anderungen in der Proteingruktur aufgrund der Besetzung dlogterischer Stdlen im
Protein angenommen werden, die die Ratenkongtanten des Offnens und Schliel}ens ver-
andern. Diese Erklarung kommt denjenigen nahe, die von Pietrobon et al. (1988) vorge-
schlagen wurden, sowie dem Modell von Draber et al. (1991).
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13.2 Alternative Modelle zur Erklarung des Gatingmecha-
nismusbeim AMFE

Es wurden dternative Modelle, die sch auf einem Gatingmechanismus beruhen, fir die
Beschrelbung der Transportvorgénge durch den Kand bel verschiedenartigen lonen vor-
gechlagen. Es muss ds Kernaussage erhdten bleiben, dass ungleichartige Besetzung von
Bindungsstellen zu Hussverringerungen fuihrt.

Nach einer Hypothese von Ogidska und Aldrich (1999) bilden die Aminosduren T445,
W434 und WA435 eine Manschette (cuff), die be Besetzung der C-Inaktivierungs-Bin-
dungsstelle mit K* sich dem K™- und sonst dem Na'- lonenradius anpasst. Verschiedene
Effekte konnen diesen Mechaniamus beainflussen. Zum Bespid is e@n Lysn im RLoop
des RCK-4 Kands verantwortlich dafirr, dass der Kana nur dann K* durchldsst, wenn K*-
lonen am P-Loop gebunden werden (Pardo et al., 1992).

In Moddl 3 (Abschnitt 11.2.3) geht es beim K*/TI*-AMFE und beim Block durch Cs" und
Na" um den molekularen Mechanismus der Trangportkontrolle durch Bindungsprozesse
der blockierenden lonen an die vier Untereinheiten des K'-Kands mit Hilfe der Andyse
von Patch- Clamp-Zetreihen.

Es gibt zahlrache Beispide, be denen die Bindung von Liganden die Letféhigkeit des
Kanas, die Sdektivitd des K'-Kanads und dessen Gating-Eigenschaften andern kann
(Glutamat- Rezeptoren: Rosenmund et al., 1998; CNG-Kande Ruiz und Karpen, 1999;
Sundermann und Zagotta, 1999ab; BK-Kande, die dem hier benutzten Chara-Kanad
dhnlich and: Moss and Magleby, 2001). Be diesen Untersuchungen ergeben sch die vier
Bindungsstdlen an den vier Untereinheiten. Je nach Anzahl der Liganden entdeht die
dazugehdrige Letfahigkeit. So ergibt Sch eine Tetramerstruktur. Befunde dieser Art fih
ren auf die Hypothese, dass am Porenrand oder in der Pore Bindungsstdlen exidtieren, die
die Sdlektivitét des Kanas beainflussen

Modifikationen der Gating-Frequenz durch solch dlogterische Bindungsstdlen wirde
auch das Gating in den K*-Daten erklaren. Im Fall des Cs'-Blocks fanden Draber und
Hansen (1994) diesdbe Anzahl von Zetkongtanten in K*- und Cs'/K*-Losungen. Sie
vermuteten, dass die Ca2*-Bindung (Bertl et al., 1993) in K*/Cs'-Lésungen durch die
Cs'-Bindung ersetzt wurde. Das it jedoch nicht unbedingt notwendig. In K*- und Cs'-
Losungen konnte die Besstzung oder Nichtbesstzung einer Bindungsstelle (pro Unter-
einheit) mit K*- oder Cs'-lonen die Ursache der Modifikation der Ratenkonstanten des
schndllen Schaltens sein, wie esin Abb. 10.1 und Tabelle 10.2 dargestellt ist.
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13.3 Sdlektivitatsander ungen durch thermische Vibrationen

Gating ds das Hauptkriterium, das die dteren AMFE Modelle widerlegt, veranlass, die
Moddlierung von Modell 1 (Abb. 11.2) auf das Nicht-Markov-Modell von Abb. 11.8
zu verlagern. Dadurch ergibt sch as die wichtige Aussage der Moddlierung die ionen
abhangige Modulation des Gatings. Das Moddl ener inhd&renten vibrierenden Struktur
ig en grundlegendes Konzept auf dem Gebiet der Proteine und von grof3er funktiond-
ler Bedeutung, die nicht auif Kande beschrankt is. So ermdglichen z. B. thermische
Fluktuationen den O, und CO; Zugang zu den Ham-Gruppen von Myoglobin (Elber
und Karplus, 1987). Thermische Huktuationen sind eine wichtige Eigenschaft im Me-
chanismus der durch den Protonengradienten getricbenen Bewegung des ATPase
Rotors (Junge et al., 1997). In den Abb. 11.8 und 11.10 treten diese Fluktuationen mit
jeder Anzahl von gebundenen Liganden auf, aber die Ratenkongtanten des grundle-
genden (aggregierten) Markov-Moddls werden durch das Zetmitte der Anzahl der
gebundenen Liganden moduliert.

Das Model des vibrierenden Kana-Proteins wirde auch den Befund verschiedener
Sdektivitdten unterschiedlicher Kandle erklaren. Ein  nicht-spezifischer Kationen-Kandl,
wie z.B. dar CNG-Kand (Baasubramanian et al., 1997; Rosenmund et al. 1998; Ruiz
und Karpen, 1999) wirde eine sehr groRe Amplitude der Durchmesser-Oszillation be-
dtzen, d.h. eine sehr breite Vertelung der Radien. Dies gibt lonen verschiedenster Art
en Zdtinteval zu passeren. Ein sehr sdektiver Kand sollte demnach eine sehr starre
Kongruktion bestzen, die in einem sehr engen Bereich von Porenradien wahrend ener
Ogillation resultiert. Hierzu passt die Stabiliserung der Struktur des hochsdektiven
K*-Kands durch die schrigstehenden auf den Hohlraum gerichteten P-Loop Heices
(Doyleet al., 1998).

13.4 Gatesim K *-Kanal und ihre Beeinflussung

Kandidaten fir die Gates, die durch die Oxillationen kontrolliert werden, snd die-
jenigen, die bei Zheng et al. (2001) dargestellt sind: das (aufere) Porengate, das (innere)
Porengate, das (innere) S6-Gate auf der cytosolischen Seite des Kanals und das N-Typ-
Inaktivierunggete (Bal and Chain). Indem se Chimd&en von ROMK2 und IRK1
verwendeten, fanden Choe et al. (2000) ebenfdls, dass Effekte der lonenbindung mit
einem inneren und enem &ulReren Gate verbunden waren. Die Wirkung von TI™ schien
mit beiden Gates verbunden zu sein.

Die Préferenz fur das Porengate sdlt sch aus den meisen Studien heraus, die sich mit
der Wirkung der lonen auf das Gating beschéftigen. Yool und Schwarz (1996) fanden,
dass eine Mutation im RLoop auf der cytoplasmatischen Seite von GYG (T441S) enen
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K*/NH;" AMFE im Shaker-Kands verursacht, der im Wildtyp nicht gefunden wurde.
Die 3P-Sdle (dreé Pogtionen auswats vom Glutamat in P-Region in IRK1) spidte
auch ds modifizierende Sele in Einwatsglechrichtern ene wichtige Rolle (Choe et
al., 2000). Die Rolle der 3P-Postion korrespondiert mit der Folgerung von Townsend
und Horn (1999), dass sich das Aktivierungsgate des Na'-Kands (beeinflusst durch
permeierende Kationen) auf der cytoplasmatischen Seate des Sdektivitétdfilters befin-
det. Diese Sichtweise wird durch den Befund unterstiitzt, dass ein Lysin 1418 verant-
wortlich fur die Aktivierung des Na'-Kanals durch permeierendes Na'-lonen ig. Die
Rolle des Sdektivitétdilters wird auch von anderen Autoren favorisert (Demo und
Y éellen, 1992; Matteson und Swenson, 1986; Kisset al., 1999; Proks et al., 2001).

Die Mutation einer Bindungsstelle am aulReren Porenmund (D378Y) von Kv2.1 been-
flusste die lonenleitung und -blockade (Kirsch et al., 1995). Yelen et al. (1994) zeigten
die Rolle des externen Mundes fir Cd®*- und Zr?*-induziertes Gating in einem T449C
Shaker -Mutanten auf.

Zeit ds Argument gegen die Beteligung des auleren Gate konnte aus der Tasache
entstehen, dass normaerweise das Porengate mit langsamen Prozessen wie der C-Typ-
Inaktivierung asoziiert ist (Kiss et al., 1998, 1999; Larsson und Elinder, 2000), wobe
die Ratenkongtanten im A-O-G-Unterschema von Farokhi et al. (2000) im Bereich Uber
10000 s? liegen. Die HMM-Andyse der Zwischenschritte des Gatings in Shaker-K *-
Kandlen, von denen angenommen wird, dass de mit dem Porengate assoziiert sind,
ergab dlerdings Ratenkondtanten im sdben Zetbereich (Zheng et al., 2001). Sunder-
mann und Zagotta (1999 ab) fanden Ratenkonganten in diesem Zeitbereich, die durch
zyklische Nukleotid-Bindung auf der cytosolischen Seite von CNG-Kanden moduliert
werden. Kurze Lebenszeiten in Bereich eniger 10 ps wurden in BK-Kanden gefunden
(Ferguson et al., 1993). Daher ligfern die Ratenkongtanten kein Argument, en Spezi-
elles Gate ds Ort der schndlen Schdtereignisse auszuschliel2en.

13.5 Auswirkung der Ratenkonstanten der lonenbindung auf
die gemessenen Ratenkonstanten des M ar kov-Modélls

Die Ratenkongtanten, die im Zetberech der sehr schndlen lonenbindung liegen, wer-
den in den gemessenen Ratenkonstanten der Ubergdnge zwischen den Markov-Zustan
den der Zetrethen nach den Abb. 11.8 und 11.10 nicht ersichtlich. Dies wurde bereits
fir den CNG-Kand (Ruiz und Karpen, 1999) und fir die Wirkung von Ca&* auf den
BK-Kana (Rothberg und Magleby, 2000) berichtet. Nur wenn die Liganden-Bindung
kingtlich verlangsamt wird, kann dies beobachtet werden (Rosenmund et al., 1998). Im
Hinblick darauf ist es wichtig, dass Moss und Magleby (2001) keine Anderung in der
Anzahl der kinetischen Zustande bei Ca’*-Bindung fanden, dafir aber eine Modulation
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der Ratenkonstanten.

Der Unterschied zwischen den Moddlen 3 und 5 liegt in der Lokalisation des Markov-
Moddls auf der linken Saite von Abb. 11.8. In den Modellen 1 bis 3 werden die redlen
dlogterischen Bindungsstellen an beiebiger Stelle am Protein vermutet, die Moddle 4
und 5 befassen sch mit der Wechsdwirkung zwischen Sdektivitétsfilter und perme-
ierenden lonen. Be der Einfihrung von Moddl 1 wurden die Publikationen, die sich
mit Ligandenbindung beschéftigen, angegeben. Beispide fir en tetrameres Moddl wie
das in Abb. 11.1 wurden jedoch nur fir die cytosolische Seite gegeben (Moss und
Magleby, 2001; Ruiz und Karpen, 1999; Sundermann und Zagotta, 1999 ab; Zhang et
al., 2001). Berichte Uber dlogterische Bindungsstelen am auleren Mund snd sdten
(EF-Hande beim Ca*-Kand: Feng et al., 2001; Stelen firr das Binden von Cs™ oder
Na" im NMDA-Rezeptor: Antonov und Johnson, 1999; Glutamat bei Glutamat-
Rezeptor: Rosenmund et al., 1998). Im mutierten Shaker-Kand sorgt en kinglich
eingesetztes Cystein fir das Binden von Cd®* mit einem dlosterischen Effekt auf das
Gaing (Ydlen et al., 1994). Die Abwesenheit von Berichten Uber native alosterische
Bindungsstellen am auleren P-Loop, auch wenn dort geladene Residuen wie E418 oder
E422 im Shaker-Kanal vorhanden sind (Larsson und Elinder, 2000) oder K356 im
Kv2.1 (Immke et al., 1999), bedeutet nicht, dass es keine solchen Bindungsstellen gibt.
Aulerdem missen die dlogerischen Stelen nicht auf die unmittelbare  Nachbarschaft
des Sdektivitétsfilters beschrénkt sein, da auch der S3-S4-Verbinder ene Rolle bel der
Kanal-Aktivierung spiet (Mathur et al., 1997).

13.6 Wirkung der permeierenden lonen auf das Gatingver-
halten

Die Wechsdwirkung zwischen dem permeerenden lon und dem Sdekitivitésilter wird
andersaits durch etliche Untersuchungen, die bereits oben erwdhnt wurden (Kiss et al.,
1998, 1999; Ogieska und Aldrich, 1998, 1999; Immke et al., 1999; Zhou et al., 2001)
gestiitzt, nicht nur in K*-Kanden, sondern auch in Ca®*-Kanden (Dang und McClesky,
1998). Bereits Demo und Yelen (1992) berichteten, "dass die Wirkung der permeie-
renden lonen auf das Gating durch ihre Wechsdwirkung mit den Bindungsstdlen inner-
hab der Pore auftritt". Solche Bindungsstdllen werden von viden Autoren diskutiert
(Matteson und Swenson, 1986; Demo und Yédlen, 1992; Levy und Deutsch, 1996). Lu
et al. (2001) zeigten, dass es eine Wechsdwirkung von TI" mit dem Sdektivitédilter in
Ubereingimmung mit den Ergebnissen von Choe et al. (2000) gibt, dass K™-lonen
Konformationsdnderungen des Sdektivitétdilters von Kirl.lb triggern konnen. Eine
Bindungsstelle in der Pore sdbst ware in Ubereingimmung mit unserem Befund, dass
der AMFE auftritt, wenn der Strom das TI" in die Pore zieht.
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Unter dem Geschtspunkt neuester Ergebnisse (z.B. BerrPche und Roux, 2001) it es
jedoch offenschtlich, dass die Bindung in tiefen energetischen Tden (Hille-Schwarz-
Moddl, 1978) nicht auftritt. Stattdessen missen Konformationsdnderungen, die durch
die lonen im Sdektivitéisfilter induziert werden, in Betracht gezogen werden. Sogar bel
Mutation ener negativen Ladung benachbat zum GYG-Motiv (D378T in Kv2.1:
Kirsch et al., 1995) deutet die Andyse der Wirkung der lonenstérke an, dass es keine
eektrogatische Wechsdwirkung gibt, die die Ursachen fir die beobachteten An-
derungen in der Na'/K*-Sdektivitd und fir das Gaing sind (Zhou et al., 2001). Diese
haben aber eine Wirkung auf K onformationsénderungen.

Die Uberlegungen zu den Moddlen 1 bis 3 waren jedoch nicht vergeblich, obwohl
Moddl 5 an meigen favorisert wird. Abb. 11.10 kann auch verwendet werden, um
Modell 5 zu beschreiben. Dann ist das Markov-Moddl auf der linken Seite ein Markov-
Model der Besetzung der Orte 1, 2, 3, 4 in der Pore dhnlich dem Modédl in Abb. 104
be Moras-Cabral et al. (2001). Diesss Moddl kann wie en Untermodel von dem
Modell behandelt werden, das zu den Kurven in den Abb. 11.2 und 11.4 fihrt. Der
mittlere und der linke Teil von Abb. 11.8 sind diesdlben fir Modell 3 und Modell 5.

Eine Folge der Glltigkeit von Abb. 11.3 fur Moddl 3 und Moddl 5 ist en neues Ver-
géndnis der Rolle der zeitlichen Auflésung. Im Fale des Cs-Blocks in Chara (Draber
und Hansen, 1994) war die Argumentation von Hansen et al. (1997) offenschtlich. Be
ener Abtagrate von 5 kHz fihrte die Mittelung im Anti-Aliaang-Filter zu einer Reduk-
tion des scheinbaren Einzekanastroms. Der volle Offen-Kanastrom wurde be ener
Abtagtrate von 100 kHz ereicht. In Abb. 11.3 it die Wahrscheinlichkeit des Zustands
KKKK in reiner K*-Losung nahe 1 mit entsprechenden Ratenkonstanten k 1 und ki s
Folglich wird immer der korrekte Einzelkanastrom gemessen, und die durch das Giting
verursschte Stromreduktion des AMFE ist bel dlen zetlichen Auflésungen, die ange-
wendet wurden gleich. Im Gegensatz dazu nahm die Offenwahrschenlichkeit im Be-
reich des AMFE zu ungefahr 75 % ab. (Abb. 11.2 und 11.9). Auch dieser Wert ist unab-
héngig von der zeitlichen Auflésung, solange das Gating schndller ist.

Weitere Untersuchungen werden einige der obigen Annahmen Uber den durch das
Gating verursachten AMFE modifizieren. Die grundlegende Botschaft blelbt jedoch be-
gehen: Gaing-Moddle des AMFE snd rediserbar und konnen die Permesations-
modelle, wie die von Hille und Schwarz (1978), Wu (1992) und anderen (Nonner et al.,
1998), ersetzen.

13.7 Kooperative Anderung der Selektivitat bei Anwesenheit
von Na*-L ésung

Bei den Na'-Messungen werden die gemischten Konfigurationen wie beim Hinzufiigen
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von TI'-Lésung nicht sichtbar (Kapitd 12). Stattdessen wird hier ein Moddl in Anleh
nung an die Ergebnisse von Zhou et al. (2001) vorgeschlagen, das davon ausgeht, dass
der K*-Kand bel Abwesenheit der K*-lonen kollabiert. Wenn sich keine K*-lonen im
Sdektivitidilter aufhdten, wird der Seektivitétsfilter fir die K'-lonen undurchléssig.
Wie ba der C-Inaktivierung (Kiss et al., 1998) konnte der Durchmesser des Selekti-
vitédfilters fir Na'-lonen passend werden. Diese Art von Anderungen des Sdektivi-
tétsfilters wurde in zahlreichen weiteren neuen Arbeiten dargestdlt (z. B. Ogidska und
Aldrich, 1998, 1999; Larson und Elinder, 2000). Die von Weise und Gradmann (2000) in
Gegenwart von Na' beobachteten Sublevels konnen somit auch durch Na'-Strome im K-
Kand verursacht werden.

In den in Abb. 12.4 dargestellten Messungen treten diese Anderungen des Sdlektivitéts-
filters nicht nur bei einem dnzigen K*-Kand, sondern bel dlen Kanden gleichzeitig auf.
Ein solches Kooperativitétsverhaten wurde schon in K-Kandlen von Chara bei Draber et
al. (1993) beobachtet. In diesen Untersuchungen wird dabei in erster Linie eine Anderung
der Letfahigkeit bei Anwesenheit von Na'-lonen beobachtet. Bei Draber et al. (1993)
wurde eine Anderung der Offenwahrscheinlichkeit beobachtet. Da sie aber in reiner K'-
Ldsung gemessen haben, wurde nur das Schlief?en der zahlreichen Kande durch en
Kooperativitatsvernaten beobachtet. Erst bei einer Anwesenheit von ausreichend Na'-
lonen konnen die K*-Kande, die die K*-lonen nicht mehr durchlassen, trotzdem noch
Strom fiihren, da sie aufgrund der Reduzierung des Porendurchmessers fiir die Na'-lonen
durchidssig geworden sind. Die Anderung der Sdektivitétsfilter wird so wie beim Shaker -
Kana nur durch Abwesenheit der K*-lonen verursacht.

Auch bem Shaker-Kand wird die C-lInaktivierung bel Abwesenheit der K™-lonen
schndler (Kiss et al., 1998; Ogielska und Aldrich, 1998, 1999). Das bedeutet, dass der
K*-Kana ohne K™-lonen entsprechend den Rontgenstrukturuntersuchungen von Zhou et
al. (2001) schndler kollabiert. Be der in Abb. 125 dargestdlten Untersuchung is
wahrscheinlich bei Abwesenheit der K*-lonen en deutlich geringerer Einzelkanalstrom,
der wahrscheinlich durch die Na'-Losung zustande kommt, festzustelen. Das bedeutet,
dass bei Abwesenheit von K*-lonen der Durchmesser der Sdektivitétsfilter so zusam-
menrtckt, dass die Sauerstoffatome der Carbonylgruppen GYG (Doyle et al., 1998) einen
Ring bilden, der fir die Na'-lonen durchlzssig wird. Eine plétzliche Anderung der
Offenwahrscheinlichkeit und deren Kinetik ist auch in der Arbeit von Wang et al. (2000)
aufgetreten. Die Anderung der Sdektivitifilter kann auch spontan passeren und muss
nicht durch Veringerung der K*-Konzentration in der Pore geschehen. Es kénnen zum
Beispid die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen 418 C und V451 und G452 gebro-
chen werden und dadurch P 450 aus der Pore rutschen (Larsson und Elinder, 2000). So
kann dch auch der Durchmesser des Sdektivitésfilters verringern. Was die Ursache fir
diese Verringerung i, kann nur durch Mutationsuntersuchungen beantwortet werden.

Waum dieser Effekt gleichzeitig be dlen Kanden auftritt, i en ungeldstes Phénomen.
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Es wird zwischen den benachbarten Kana-Proteinen eine Art mechanische Wechsd-
wirkung pogstuliert. Diese Art von Kooperdtivitdt kann as kooperatives Mode-Shifting
(Hezig et al., 1993) versanden werden. Die Kandle snd wahrscheinlich in der Membran
so dicht benachbart, dass eine strukturelle Anderung von einem Kana diesdbe strukturelle
Anderung in den benachbarten Kanden induziert.
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14 Fazit und Ausblick

Das Hauptergebnis der vorliegenden Arbeit ist, dass die Stromreduzierung beim ano-
malen Molfraktionseffekt (AMFE) durch einen Gatingeffekt verursacht wird. Damit hat
sich die Vermutung von Draber et al. (1991) und der vorangegangenen Diplomarbeit
(Farokhi, 1998) als richtig erwiesen. Von allen in Kapitel 11 vorgestellten Modellen
geben Modell 3 und Modell 5 die iiberzeugendsten Mechanismen fiir die Beeinflussung
des Gatings durch das TI'/K*-Mischverhéltnis. Wenn es auch fiir die in Modell 3 postu-
lierten Bindungsstellen keine experimentellen Hinweise gibt, kann ihre Existenz nicht
ausgeschlossen werden. Fir Modell 5 spricht allerdings, dass der AMFE auftritt, wenn
TI*-Tonen mit dem elektrischen Strom in die Pore gezogen wird.

Die Vertiefung des hier erreichten Kenntnisstandes muss auf mehreren Ebenen gesche-
hen: Messtechnisch erstrebenswert ist eine Erhohung des zeitlichen Auflosungsvermo-
gens. Das Signalrauschverhiltnis konnte bereits in dieser Arbeit deutlich verbessert
werden. Der Chara-Kanal gehort im Vergleich zu den anderen Kanélen bereits zu den
Spitzenreitern der Starkstromtechnik mit Spitzenwerten von 20 pA. Die Quarzpipetten
(Abschnitt 5.2.2) zusammen mit dem Heranziehen des Patches an die Wasseroberfliche,
bewirkten eine so starke Rauschunterdriickung, dass die Messungen bei 25 mM K'-
Losung mit 50 kHz Bandbreite moglich wurden. (Abb. 11.6). Uber den bisherigen
Stand hinaus ging die Verwendung des Axopatch 200B Verstirkers (Axon Instruments)
statt des Dagan 3900A Verstirkers (Parzefall et al., 1998), bei dem nicht nur eine
Kapazitivititsriickkopplung (Abschnitt 3.2) vorhanden ist, sondern der Vorverstirker
zusitzlich gekiihlt wird. Wenn hierdurch das Rauschen weiter abnimmt, konnten hohere
Abtastraten und Filterfrequenzen zu einer noch besseren Auflosung fiihren.

Durch die MaBnahmen der Rauschreduzierung und Erhohung der Abtastraten ergibt
sich auch wieder die Moglichkeit, die schnellen Ratenkonstanten durch eine Dwell-
Time-Analyse zu nihern, ohne dass dabei Missed-Events-Probleme eine so gravierende
Rolle spielen. Der Vorteil der Dwell-Time-Analyse liegt darin, dass der Fit weniger Zeit
benotigt und eine bessere Kontrolle fiir die Genauigkeit des Fits vorhanden ist.

Die Erhohung des zeitlichen Auflosungsvermogens auf mathematischem Wege macht
noch Sinn, da alle Aussagen an der Grenze des Auflosungsvermogens gewonnen wur-
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den. Hier wird die Dissertation von Harlfinger neue Moglichkeiten er6ffnen. Er kombi-
niert den direkten Fit der Zeitreihen (Albertsen und Hansen, 1994; Abschnitt 4.5) mit
dem Fit des Amplitudenhistogramms durch Beta- statt GauBverteilungen (RieBner
1998), um die Genauigkeit der Bestimmung der Ratenkonstanten der Zeitreihen zu
erhohen. Hierbei dient eine gewichtete Summe aus dem Direkten-Zeitreihen-Fit und
dem Betaverteilungsfit als Auswahlkriterium beim Simplex-Algorithmus. Durch diese
Kombination werden sogar die schnellen Ratenkonstanten iiber 100 ms™ an die wahren
Werte angefittet.

Das Hauptinteresse zukiinftiger Arbeiten wird jedoch auf die Biophysik der Kanile
abzielen. Fir den AMFE wurden fiinf verschiedene Gatingmodelle vorgeschlagen
(Kapitel 11). Sie fithren die Anderung der Leitfihigkeit und des damit in Zusammen-
hang stehenden Durchmessers des Selektivititsfilters entweder auf die allosterischen
Bindungsstellen (Liganden-Modell) oder auf die Anderung der Besetzung der Pore mit
Ionen, die mit dem Selektivititsfilter in Wechselwirkung treten (Foot-in-the-door-
Modell), zuriick. Vom Prinzip sind sich die Modelle 3 und 5 sehr dhnlich. Bei beiden
dndern sich die gemessenen Ratenkonstanten des Markov-Modells des Gatings durch
die Krifte, die allosterische Ionenbindung oder die Besetzung des Selektivitétsfilters auf
das Protein ausiiben (Abb. 11.10).

Das Foot-in-the-door-Modell wurde weiterhin beim Na*-Effekt untersucht. Bei Hinzu-
gabe von Na'-Losung wurden zwei unterschiedliche Leitfihigkeitszustinde beobachtet,
die durch ein Kooperativitdtsverhalten bei allen Kanilen gleichzeitig zustandegekommen
sind.

Weiterhin konnte in Zukunft untersucht werden, wie die Kanile miteinander in Wech-
selwirkung (Abschnitt 12.4 und 12.5.1) stehen, so dass eine strukturelle Verdnderung
eines Kanals an die benachbarten Kanile weitergeleitet wird. Kooperativitdtsverhalten
konnte auch bei den Modellen, die beim AMFE untersucht wurden, vorkommen. Bei
den Modellen 3 und 5 konnten die Bindung von Ionen an allosterische Bindungsstellen
oder die Wechselwirkung von permeierenden lonen mit dem Selektivitétsfilter
kooperativ sein. Dadurch wird das Verhalten dieser Nicht-Markov-Modelle noch
komplexer.

Die Ergebnisse dieser Arbeit stecken somit den Rahmen ab, in dem die weiterfiihrenden
Untersuchungen laufen konnen. Bei diesen muss davon ausgegangen werden, dass die
Ratenkonstanten der Ionenbindung oder Konformationsénderung des Selektivitétsfilters
weit iiber der zeitlichen Auflosung liegen. Daher besteht keine Moglichkeit, dies direkt
nachzuweisen. Wenn auch theoretisch untersucht werden kann, welches der beiden
Modelle den AMFE besser wiedergibt, werden weitere Messungen unverzichtbar sein.
Elektrophysiologische Fragestellungen gibt es noch einige: Es bietet sich an, die Um-
kehrpotentiale wihrend der hier besprochenen Phinomene, z. B. im By,-Bereich von
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Abb. 12.4 oder wiihrend der Stromreduzierung beim AMFE, aber auch beim Cs'/K'-
Block oder in Rb*/K*-Mischungen (Keunecke und Hansen, 2000) zu messen.

All die oben besprochenen Untersuchungen sind noch in einem normalen elektrophy-
siologischen Labor durchzufiihren. Die richtig leistungsfihigen Methoden werden je-
doch sehr aufwendig. Was im neuen ZBM sicher durchfiihrbar ist, sind molekularbiolo-
gische Untersuchungen. Mit Punktmutationen kann nach den hypothetischen Bindungs-
stellen von Modell 3 gesucht werden. Hierbei muss beachtet werden, dass die Antwor-
ten nicht einfach zu deuten sein werden. Wie die in Abschnitt 11.1 und 12.5 bespro-
chenen Arbeiten gezeigt haben, kann irgendeine Mutation im P-Loop aber auch auf den
weiter entfernten Helices zu einer Anderung der Leitfihigkeit und/oder Geometrie des
Proteins fithren und damit zu einer Anderung des Gating-Verhaltens. Dennoch ist dies
ein Weg, der eine Fiille neuer Erkenntnissen liefern wird.

Einen direkten Zugang zu den strukturellen Verdnderungen im Protein geben mehrere
Methoden: Spin-Spin-Kopplung (Perozo et al., 1999), Rontgenstrahlstreuung (Zhou et
al., 2001) oder Fluoreszenztransfer (Bezanilla, 2000). Wihrend die ersten Methoden
den Zugang zu sehr teuren Geriéten erfordern (z.B. Synchrotonstrahlung in Stanford fiir
die Rontgenstrahlbeugung und aufwendige Kristallisationsmethoden) bietet die Fluores-
zenztransfermethode die Moglichkeit der Durchfiihrung auch in einem normalen mole-
kularbiologischen Labor, wie z. B. im ZBM. Hierbei werden an zwei benachbarten
Residuen im Protein Fluoreszenzfarbstoffe geheftet. Der Abstand bestimmt die Energie-
tibertragung, so dass dhnlich wie bei der Spin-Spin-Kopplung (Perozo et al., 1999) in
verschiedenen Zustidnden Abstinde gemessen werden konnen (Bezanilla, 2000).

Ein Einsatz, dessen hohes Potential sich in der Arbeit von Bernéche und Roux (2001)
gezeigt hat, ist auch die Molecular-Dynamics-Berechnung der Bindungspotentiale fiir
Ionen aus dem Proteingeriist.

Welcher dieser Ansitze auch immer fiir die Weiterfiihrung der Untersuchungen gewdhlt
wird, sie alle eroffnen die Moglichkeit, mechanische Verdnderungen wéhrend der
Funktion des Proteins zu erfassen. Die Bedeutung der vorliegenden Arbeit wird haupt-
sdchlich darin liegen, mit der Widerlegung der alten Permeationsmodelle fir den AMFE
und dem Nachweis der Rolle des Gatings und damit der Proteinverformungen, konkrete
Fragen aufgeworfen zu haben, die mit den oben genannten Verfahren zu beantworten
sind. Diese Aufgabenstellung kommt gerade zur richtigen Zeit, da der VorstoB in die
Welt der Protein-Dynamiken im 21. Jahrhundert eine Beschleunigung erfahren hat, die
im vorherigen Jahrhundert noch nicht vorstellbar war. So werden demnéchst die
Prozesse, die hinter Modell 5 stehen, im Detail sichtbar werden.
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15. Zusammenfassung

Das Verstdndnis der hohen Selektivitdt von Kandlen wurde durch das Strukturmodell aus
der MacKinnon-Gruppe (Doyle et al., 1998; Morais-Cabral et al., 2001; Zhou et al., 2001)
erheblich verbessert. Danach tduschen die Carbonylgruppen der Poren den lonen eine
passende Wasserhiille vor, wenn der Ionenradius genau zum Porenradius passt.

Dieses sehr iiberzeugende Modell wirft jedoch die Frage auf, was geschieht, wenn ein
Kanal seine Selektivitdt dndert. Hierfiir liegen experimentell gewonnene Hinweise vor: In
hoher Na*-Konzentration wird der in Oozyten exprimierte K'-Kanal vom Shaker-Typ fiir
Na® durchlissig (Ogielska und Aldrich, 1998; 1999). In hoher Ca**-Konzentration bei
Abwesenheit von K™ wird der K*-Kanal im Tonoplasten von Vicia faba und Beta vulgaris
L. fir Ca** permeabel (Schulz-Lessdorf und Hedrich, 1995).

Eine Anderung des Selektivitiitsfilters wurde auch bei der Frage des anomalen Mol-
fraktionseffekts (AMFE) in einer Mischlésung von K'- und TI*-Losung vermutet. Zu-
vor musste der Nachweis erbracht werden, dass der AMFE durch einen Gatingmecha-
nismus verursacht wird, und die frithere Annahme, dass der AMFE durch einen Permea-
tionseffekt (Hille-Schwarz-Modell oder Wu-Modell) verursacht wird, nicht zutrifft.

So konnten alle Messungen mit dem linearen 5-Zustands-Modell gefittet werden, das in
Abb. 10.1 dargestellt ist. Die Qualitdt des Fits konnte durch Hinzunahme eines weiteren
Zustands in Anwesenheit von TI" nicht verbessert werden (Farokhi, 1998).

Die Vorgehensweise und Ergebnisse dieser Arbeit sind:

1. Das Fitten der Amplitudenhistogramme durch eine Uberlagerung von GauB-Funk-
tionen ergab eine Verbreiterung in Anwesenheit von TI*-Ldsung.

2. Eine Dwell-Time-Analyse, die auf einem O-O-C-C-C-Markov-Modell (O: Offen-,
C: Geschlossenzustand) basiert, scheiterte beim Versuch, die Ratenkonstanten
oberhalb der Filterfrequenz abzuschitzen. Daher konnte die Abwesenheit der ei-
gentlich erwarteten Abnahme des scheinbaren Einzelkanalstroms in Zeitreihen, die
mit den abgeschitzten Ratenkonstanten simuliert wurden, nicht als Beweis gegen
die Gating-Hypothese genommen werden.
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3. Ein direkter Fit der gemessenen Zeitreihen, der fiinf verschiedene 5-Zustands-
Hidden-Markov-Modelle verwendete, ergab, dass die Anwesenheit von TI" die
Ratenkonstanten derartig verinderte, dass in Anwesenheit von T1" die Anzahl der
Ubergiinge in den kurzlebigen Offen-Zustand (30 ps) stark anstieg, verglichen mit
der Anzahl in Abwesenheit von TI"-Lsung.

Diese Modelle erklidren die 25 %-ige Abnahme der Amplitude des scheinbaren Einzel-
kanalstroms mit Hilfe eines schnellen Gating-Mechanismus. Die Abhingigkeit des
Einzelkanalstroms von der TI'/K'-Molfraktion, die ein Minimum bei [TI'}/[K'] = 1:15
aufweist, ist somit proportional zur Offenwahrscheinlichkeit in den Bursts. So ist die
Frage, ob der AMFE durch einen Permeations- oder Gatingmechanismus verursacht
wird, beantwortet.

Obige Analyse zeigt, dass die Anderung der Ratenkonstanten des schnellen Schaltens
die Ursache fir die Abnahme des scheinbaren Einzelkanalstroms ist. Die Raten-
konstanten der relevanten O—G—Ubergéinge betragen ca. 100 ms™ (wenn Kgm in Abb.
10.2 anstatt von kg in Betracht gezogen wird). Zusammen mit den anderen Raten-
konstanten (Gleichungen 4.9 und 4.10) fithrt das zu einer mittleren Verweildauer
(inverser Eigenwert) des Offenzustands von 30 us (Tabelle 10.2). Es mag die Frage
gestellt werden, ob in Abb. 10.1 das richtige Markov-Modell verwendet wurde. Dies ist
jedoch fiir das Ergebnis der hier zugrundeliegenden Fragestellung nicht von groBer
Bedeutung. Hier wird eine Methode bendtigt, die zur Rekonstruktion einer Zeitreihe
fithrt, die dieselben statistischen Eigenschaften besitzt wie die gemessene, um die Ver-
minderung des Stroms durch Gating (wie in Abb. 10.2 gezeigt) zu untersuchen. Dies
kann mit Hilfe jedes Modells geschehen, das statistisch gleichwertig zum wirklichen
Modell ist, d. h. ein Modell ist, das die direkte Zuweisung der Markov-Zustinde zu
Konfigurationen des Kanalproteins erlaubt (Tabelle 10.1).

Ein weiteres Ergebnis dieser Untersuchungen ist, dass der direkte Fit der Zeitreihen fiir
schnelle Ratenkonstanten besser geeignet ist als die Dwell-Time-Analyse. Somit bietet
der direkte HMM-Zeitreihenfit eine sehr gute Moglichkeit, solche Problemstellungen zu
bearbeiten.

Neben diesen Ergebnissen wurde zusitzlich versucht, das Rauschen einer Zeitreihe durch
verschiedene MaBBnahmen zu reduzieren. Zu diesen gehoren sowohl die Verwendung eines
Patch-Verstiarkers mit einem integrierten Riickkopplungskondensator als auch die
Verringerung der Eintauchtiefe und die Verwendung von dickwandigen Quarzpipetten
(dinnen = 1 mm und dausen = 2 mm). Dadurch hat sich die Auflosung des Einzelkanalstroms
deutlich verbessert, und es ergibt sich die Moglichkeit, auch bei geringeren Konzentra-
tionen, die nahe an den physiologischen Bedingungen liegen, Messungen durchzufiihren.

Der Nachweis, dass der AMFE ein Gatingeffekt ist, macht die Suche nach neuen
Modellen notwendig. Als Erstes wurden drei Liganden-Modelle vorgeschlagen, die auf
einer allosterischen Bindungsstelle fiir jede Untereinheit des Kanals basieren, bei der
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der Einzelkanalstrom durch die Bindung der Ionen direkt beeinflusst wird. Es wurden
zwel weitere Modelle vorgeschlagen, die auf dem Foot-in-the-door-Prinzip beruhen, bei
dem die Leitfihigkeit des Kanals von der Besetzung der K™-Ionen in der Pore abhiingig
ist. Diese fiinf unterschiedlichen Modelle haben jeweils die folgenden Eigenschaften:

1. Im ersten Modell wird die Ionenbindung direkt als der Ubergang von einem
Markov-Modell zu einem anderen beobachtbar. Dieses Modell kann zwar die
Abhingigkeit des scheinbaren Einzelkanalstroms von der TI'-Konzentration er-
kliren, aber es sagt eine lineare Abhingigkeit der scheinbaren Ratenkonstanten von
den Ionenkonzentrationen voraus. Um dies zu iiberpriifen, wurden neue Messungen
in 25 mM, in 250 mM KNO;3 und in 250 mM TINO; durchgefiihrt. Der vorher-
gesagte Effekt wurde nicht beobachtet.

2. Das zweite Modell kann dieses Problem meistern, indem fiir die Ionenbindung
Sattigungskinetiken eingefiihrt werden. Das Problem bei diesem Modell ist, dass
das Verhalten der Ratenkonstanten des zugehorigen Markov-Modells nicht in Uber-
einstimmung mit den Messergebnissen ist.

3. Im dritten Modell, das kein reines Markov-Modell ist, wird das Gating durch
inhédrente Vibrationen des Proteins verursacht. Die Ratenkonstanten der damit ver-
bundenen Ubergiinge hiingen vom Mittelwert der Besetzung der allosterischen
Stellen ab.

4. Das vierte Modell basiert auf einer ,,Foot-in-the-door*“~-Nédherung, dessen Haupt-
eigenschaft darin besteht, dass im Selektivititsfilter zwei K*-Ionen notwendig sind,
um den Porenradius fiir die K*-Ionen passend zu halten. Bei diesem Modell wird
nicht von zwei Offenzustinden des Kanals ausgegangen, die jedoch bei den gemes-
senen Daten festgestellt wurden.

5. Das fiinfte Modell ist, wie das dritte Modell, auch kein reines Markov-Modell, da
angenommen wird, dass die Proteinkonformation (und dadurch die Ratenkons-
tanten des Markov-Modells der Zeitreihen) von der Kraft abhingt, die iiber das
zeitliche Mittel iiber die Besetzungen des Markov-Modells durch Ionenbindung
ausgeiibt wird, die in der Pore selbst (Modell 5) oder auB3erhalb (Modell 3) auf-
treten kann.

Um die Foot-in-the-door-Modelle weiter zu untersuchen, wurde der Na™-Block im K*-
Kanal erforscht. Dabei wurde festgestellt, dass die K*-Kaniile so wie bei Draber et al.
(1993; plotzliche Anderung der Offenwahrscheinlichkeit des K*-Kanals) ein Koopera-
tivitdtsverhalten aufweisen, bei dem sich der Einzelkanalstrom und die Besetzungs-
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Zusammenfassung

wahrscheinlichkeit in den langsamsten geschlossenen Zustand abrupt idndern. Es liegt
die Vermutung nah, dass sich dabei der Durchmesser des Selektivitétsfilters des Kanals
durch das Foot-in-the-door-Prinzip #ndert und bei einer Verkleinerung des Durch-
messers die Na'-Ionen den K'-Kanal passieren. Das Kooperativititsverhalten deutet
darauf hin, dass die Kanile durch die Lipidschicht in Wechselwirkung stehen, und
strukturelle Anderung des einen Kanals die Strukturen der benachbarten Kanile

beeinflussen.
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