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Zusammenfassung

Will man Netzwerke aus Nervenzellen auf einem Siliziumchip kontrollieren,
muss die Auslésung von Aktionspotentialen durch Stimulation der Zellen vom
Chip aus moglich sein. Das Ziel dieser Arbeit ist es, Ionenkanile in der Mem-
bran einer Zelle auf dem Siliziumchip zu 6ffnen, indem durch kapazitive Kopp-
lung eine extrazellulire Spannung erzeugt wird.

Als Modellsystem dient eine Zelle, in welcher der rekombinante K*-Ionenkanal
Kv1.3 exprimiert wird. Die Zelle wichst auf einem Siliziumchip, dessen Sti-
mulationsspot mit einem Dielektrikum mit hoher Dielektrizitdtskonstante be-
schichtet ist. Die elektrische Kopplung lasst sich durch Verwendung eines Bad-
elektrolyten niedriger Leitfahigkeit verstéirken.

Bei der elektrischen Stimulation entsteht durch Anlegen einer verinderlichen
Spannung an den Siliziumchip eine Spannung iiber die untere Zellmembran.
Die Strome durch die Membran werden mit Hilfe der Patch-Clamp-Methode
gemessen, bei der die Zelle durch eine Mikropipette kontaktiert wird.

Durch eine optische und elektrische Charakterisierung des Chip-Zell-Interfaces
werden die Zell- und Kopplungsparameter bestimmt. Die Zeitkonstante im
Spalt bestimmt die Stédrke der Kopplung und wird durch die gewéhlten Be-
dingungen so grof}, dass sich durch Anlegen einer Spannungsrampe am Chip
die Tonenkaniile 6ffnen. Dass die gemessenen Strome tatséchlich auf das Offnen
der K*-Kaniile durch die extrazelluliire Spannung zuriickzufiihren sind, wird
durch eine Reihe unterschiedlicher Experimente bestétigt.

Um auch bei der Verwendung eines Badelektrolyten normaler Leitfihigkeit
oder Dielektrika geringer Kapazitit die Ionenkanéle zu 6ffnen, wird die Wir-
kung einer periodischen Stimulationsspannung hoher Frequenz auf die Ionen-
kanéle berechnet. Die numerische Simulation ergibt, dass sich durch abwech-
selnde Hyper- und Depolarisation der Membran die Kanéle schrittweise 6ffnen
lassen, obwohl das mittlere Membranpotential auf seinem urspriinglichen Wert
verbleibt.



Abstract

In order to control networks of nerve cells growing on silicon chips, it is neces-
sary to elicit action potentials by electrical stimulation of the cells from the
chip. It is the aim of this work to open the ion channels in the cell membra-
ne by capacitive coupling from the chip to the cell and hereby generating an
extracellular voltage.

The model system is a cell which expresses the recombinant K+ channel Kv1.3.
The cell is growing on a silicon chip which has a stimulation spot coated with
a dielectric with a high capacitance. The electrical coupling is enhanced by a
bath electrolyte with low conductance.

During electrical stimulation, a voltage across the lower cell membrane emer-
ges from the application of a changing voltage to the silicon chip. The current
through the membrane is measured using the patch-clamp method that con-
tacts the cell by a glass micropipette.

The cell and coupling parameters are determined by an optical and electrical
characterization of the chip-cell interface. The time constant in the junction
cleft controls the strength of the coupling. By the special choice of the condi-
tions, it gets high enough so that the ion channels open when a voltage ramp
is applied to the chip. By different experiments it is verified that the measured
currents are in fact caused by the opening of the K™ channels through the
extracellular voltage.

In order to open the ion channels even when an electrolyte with physiological
conductance or dielectrics with lower capacitance are used, the effect of a high
frequency, periodical stimulation voltage on the ion channels is analyzed. In
the calculations it can be shown that step-by-step opening of the channels is
possible by alternating hyper- and depolarization of the membrane, even if the
average membrane potential stays at rest.
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Kapitel 1

Einfithrung

1.1 Motivation

Die Kontrolle von Netzwerken aus Nervenzellen ist ein wichtiger Schritt, um den Auf-
bau und die Funktionsweise des Gehirns zu verstehen (Abbildung . In der Abteilung
Membran- und Neurophysik des Max-Planck-Instituts fiir Biochemie wird deshalb daran
gearbeitet, das Wachstum und die Kopplung von Nervenzellen mit dem Substrat gezielt
zu beeinflussen. Die Wahl von Silizium als Substrat bietet gegeniiber herkémmlichen Me-
thoden erstens den Vorteil, dass die Fortschritte der Halbleitertechnologie zur Herstellung
dieses Zelle-Chip-Interfaces genutzt werden kénnen und damit eine Sensordichte erreicht
werden kann, die der Dichte der Zellen entspricht. Zweitens ist diese Methode nichtinvasiv,
wodurch Langzeitmessungen mit minimaler Beeinflussung der Zellen durch die Messappa-
ratur ermoglicht werden.

Die Kommunikation zwischen Chip und Zellen geschieht in beide Richtungen. Zur Mes-
sung der Aktionspotentiale (APs) liegen an der Chipoberfliche Feldeffekttransistoren, die

Abbildung 1.1: Um Netzwerke aus Nervenzellen kontrollieren zu kénnen, muss ein Interface zwischen
dem Substrat und der Zelle geschaffen werden, welches eine Kommunikation in beide Richtungen zulasst.
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elektrische Felder durch das Gateoxid hindurch registrieren. Um APs auszulésen, wird an
die Reizspots auf dem Chip eine Spannung angelegt. Der Gedanke, der hinter der elektri-
schen Stimulation einer Nervenzelle steckt, 1dsst sich in einem Vergleich mit einer Synapse
erldutern (Abbildung[1.2).

Der Grofiteil der Signale im Nervensystem wird {iber chemische Synapsen zwischen den
Nervenzellen iibertragen. Die Auslosung eines APs an einer chemischen Synapse geschieht,
indem in der priasynaptischen Zelle aufgrund eines Aktionspotentials (symbolisiert durch
den blauen Blitz) Vesikel mit der Membran fusionieren und einen Botenstoff in den synap-
tischen Spalt ausschiitten. Dieser 6ffnet Rezeptoren der postsynaptischen Zelle und 16st
dadurch einen Ionenstrom aus, der von der Synapse iiber den Dendriten in das Zellsoma
flieft und dort das Membranpotential anhebt. Dadurch wiederum wird in der postsynap-
tischen Zelle die Entstehung eines neuen APs begiinstigt.

In der Kopplung zwischen Chip und Zelle wird die chemische Ubertragung durch eine
elektrische ersetzt. Die Kopplung wird durch ein diinnes Dielektrikum vermittelt, mit dem
der Chip beschichtet ist. Durch eine Spannungséinderung am Chip wird eine Spannung im
Spalt erzeugt. Sie bewirkt eine Kraft auf geladene Aminoséuren in spannungsabhéingigen
Ionenkanilen in der unteren Zellmembran. Dadurch 6ffnen sich die Kanile, und Ionen
stromen in die Zelle. Analog zur chemischen Synapse depolarisiert die transportierte La-
dung die Membran und ermdglicht so die Entstehung eines neuen APs.

- lonen
¢ Neurotransmitter
® Vesikel

Abbildung 1.2: Links: Erreicht ein AP in der prisynaptischen Zelle (unten) eine chemische Synapse,
werden Neurotransmitter aus Vesikeln freigesetzt. Sie binden an ligandengesteuerte lonenkanile (rot),
die sich 6ffnen und lonen in die Zelle strémen lassen. Der von ihnen getragene Strom flieBt durch den
Dendriten in das Soma der Zelle und begiinstigt die Entstehung eines neuen APs.

Rechts: Eine Spannungsinderung am Chip erzeugt iiber das Dielektrikum (gelb) eine Spannung im Spalt
zwischen Chip und Zelle. Diese koppelt an geladene Aminosiuren in spannungsgesteuerten lonenkanalen
(rot). Durch den Strom, der in die Zelle flieBt, wird ein AP ausgelést.



1.1. MOTIVATION

Die wichtigsten Tonen fiir die Entstehung und Weiterleitung von Aktionspotentialen sind
Na®™ und Kt [Hod52]. Fiir die Auslésung eines APs ist eine Erhohung des Potentials in
der Zelle iiber einen Schwellwert notwendig. Dies kann nur durch den Einstrom von Na™-
Tonen geschehen, weil Na™ auflerhalb und K innerhalb der Zelle stark angereichert ist.
Die NaT-Kanile 6ffnen sich bei einer Depolarisation der Zellmembran; soll diese durch
eine Verdnderung des extrazelluldren Potentials im Spalt erreicht werden, ist hierfiir eine
negative Anderung der Spannung am Chip notwendig.

In Experimenten mit Nervenzellen von Invertebraten (Blutegel, Schnecken) wurde ver-
sucht, mit unterschiedlichen Spannungspulsen am Chip ein AP in der Zelle auszultsen.
Entgegen der Erwartung liefl sich dies durch Spannungsstufen mit positivem Vorzeichen
am leichtesten erreichen [Fro95) [Ste97]. Theoretisch wird die Membran dabei jedoch hy-
perpolarisiert und die Nat-Ionenkaniile bleiben geschlossen. Scheinbar ist also ein anderer
Mechanismus als das Offnen der Kaniile fiir die Anhebung der Membranspannung iiber
den Schwellwert und die Auslésung eines Aktionspotentials verantwortlich.

Durch die Kombination von Stimulationsspots und Feldeffekttransistoren in einem bidi-
rektionalen Silizium-Neuron-Interface (siehe Abbildung konnte dieser Widerspruch
aufgelost werden. An der Form des im Transistor gemessenen Signals lisst sich das Uber-
tragungsverhalten von der Zelle in den Chip bestimmen [Wei97, [Jen97]. Es lie8 sich fest-
stellen, dass durch die Stimulation der Nervenzelle mit Spannungsstufen die Leitfdhigkeit
der unteren Membran stark erhéht wird [UIb99].

Die Schlussfolgerung ist, dass der Mechanismus der Stimulation durch Spannungsstufen in
der Elektroporation der unteren Zellmembran besteht, d.h. durch die Spannung iiber die
Zellmembran bilden sich Lécher in der Membran, die sich nach einiger Zeit wieder teilweise
schlieBen. Durch die Locher flielen Ionen in die Zelle, die die Membranspannung iiber die
Schwellspannung heben und so ein AP auslésen. Dass dies mit positiven Spannungsstufen
am ehesten gelingt, ldsst sich dadurch erkldren, dass sich eine im Spalt erzeugte positive
Spannung dasselbe Vorzeichen aufweist wie das Ruhepotential der Zelle (ca. —80mV)
und sich ihre Betridge somit addieren. Die Elektroporation der Membran findet bei einer
Membranspannung von etwa £300mV statt.

Damit ist der Zweck — die Auslésung eines APs — zwar erfiillt, doch nur durch die Beein-
trachtigung der unteren Zellmembran bei der Elektroporation. Das eigentliche Ziel, durch
die Spannung zwischen Chip und Zelle die spannungsabhéngigen Ionenkanile der unteren

Abbildung 1.3: Ein bidirektionales Silizium-
Neuron-Interface [UIb99]. Auf einer von 16 kom-
binierten Reiz- und Messstrukturen liegt die Ner-
venzelle eines Blutegels, die mit einer Mikropipet-
te angestochen wird. Durch die Feldeffekttransisto-
ren lassen sich Aktionspotentiale messen, durch die
Reizspots lassen sie sich auslésen.
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Membran zu 6ffnen, ist damit aber verfehlt. Es stellt sich also die Frage, ob bzw. wie es
moglich ist, die extrazelluldre Spannung so gezielt zu steuern, dass die fiir die Auslosung
eines APs relevanten Tonenkanile ohne die Zerstérung der Membran durch Elektroporation
geoffnet werden.

Ein weiteres Problem war in bisherigen Experimenten die Auslésung von APs in Sduger-
zellen. In Nervenzellen von Invertebraten (Schnecken, Blutegel) ist dies dank der grofieren
Zeitkonstante im Spalt unproblematisch [Ero95, [Ste97], konnte in Rattenzellen aber erst
vor kurzem erreicht werden. Da die Zeitkonstanten in Spalt bei den Sdugerzellen etwa um
den Faktor 10 geringer sind, ist die Stimulation zusétzlich erschwert.

In der vorliegenden Arbeit werden deshalb anhand eines Modellsystem folgende Fragen
untersucht:

— Unter welchen Umsténden lassen sich durch Spannungspulse am Chip die Ionenkanéle
in der Zellmembran 6ffnen?

— Ist es moglich, auch bei niedrigen Zeitkonstanten (Sdugerzellen) die Kanile zu 6ffnen?

— Welche mathematische Beschreibung ist fiir die Kopplung von Chip und Zelle geeignet?

1.2 Das Modellsystem

Gegeniiber dem System mit Nervenzellen auf kombinierten Mess- und Reizstrukturen wur-
den zwei wesentliche Vereinfachungen durchgefiihrt: Die Nervenzellen wurden durch Zellen
mit einer einzigen lonenkanalsorte ersetzt, und die Strukturen auf den Chips auf ein Min-
destmaf reduziert (siehe Abbildung [1.4).

Die Aktionspotentiale in Nervenzellen werden durch Offnen und Schliefen von Ionen-
kanélen weitergeleitet, welche in die Zellmembran eingelagert sind. Dabei spielen ver-
schiedene Nat- und K*-Kanile eine Rolle, welche in jeder Zelle nach einem bestimmten
zeitlichen und rdumlichen Muster exprimiert werden. Um ein einfacheres Modellsystem
zu schaffen, bringt man die DNA fiir einen bestimmten Ionenkanal in Zellen ein, die in
unveridndertem Zustand keine Kanile exprimieren. Die Zellen behandeln die fremde DNA
wie eigene DNA und beginnen, die Ionenkanéle in die Zellmembran einzubauen. Durch
die Patch-Clamp-Technik, bei der eine Zelle mit einer Mikroelektrode aus Glas kontak-
tiert wird, lassen sich die durch die Ionenkanile flieBenden Strome messen. Die konkrete

K'-lonenkanile

7

Pipette
Bad

Dielektrikum

Kontaktfeder
Abbildung 1.4: Das Modellsystem zur Untersuchung der kapazitiven Stimulation von Zellen durch den

Siliziumchip. In die Membran einer HEK293-Zelle werden K™ -lonenkanéle eingebaut. Der Chip besteht
aus leitendem Substrat mit einer diinnen dielektrischen Schicht.

4



1.2. DAS MODELLSYSTEM

Wabhl fiel auf HEK293-Zellen und den K'-Ionenkanal mit der Bezeichnung Kv1.3. Na™-
Kanile wurden deshalb nicht verwendet, weil sie eine starke Inaktivierung zeigen und die
Expression in der Zelle sich schwieriger gestaltet als bei K*-Kanilen.

Der Aufbau des Messchips ist sehr einfach: Da keine Transistoren auf den Chips not-
wendig sind, kann hochdotiertes, leitendes Silizium als Substrat verwendet werden. Die
Mikrostrukturierung der Chips beschriankt sich auf einen runden freigedtzten Reizspot,
auf dem die Zellen kultiviert werden. Die Kontaktierung des Chips geschieht durch eine
Metallfeder, die an die Riickseite des Chips gedriickt wird. Auf dem Reizspot ist eine
diinne dielektrische Schicht (ca. 10 nm) aufgebracht, durch welche hindurch die kapazitive
Kopplung der Pulse vom Chip in die Zelle hinein stattfindet (Kapitel .

Eine einfache mathematische Beschreibung des Systems liefert das Ersatzschaltbild in Ab-
bildung[1.5] in dem die Zellmembran als Parallelschaltung von Kapazitit und Leitfihigkeit
und der Spalt zwischen Zelle und Chip als Widerstand behandelt werden. Die Kopplung
der Spannung Vg vom Chip iiber die Kapazitidten Cox und Cyps des Dielektrikums und der
unteren Membran und den Spaltwiderstand R ldsst sich durch ein einfaches Differential-
gleichungssystem beschreiben. Beriicksichtigt man zusétzlich den Fluss der Ionen und die
damit verbundene Ionenanreicherung im Spalt, die spannungsabhingige Leitfahigkeit der
Ionenkanile und Kapazitit des Chips, so erhilt man komplexere Gleichungen (Kapitel .

Abbildung 1.5: Ersatzschaltbild fiir das _.Vcom
System Chip—Zelle. Die obere und un-
tere Membran werden als Parallelschal-
tung aus Kapazititen (Membran) und
Leitfahigkeiten (lonenkandle) dargestellt,
der Spalt zwischen Chip und Zelle als Wi-
derstand.

= Vi

Die Stdrke der Kopplung zwischen Chip und Zelle wird von der Zeitkonstante 1ox =
Cox Ry bestimmt. Damit die extrazellulire Spannung V; im Spalt gro genug zum Offnen
der Ionenkanéle in der unteren Zellmembran wird, ist eine hohe Zeitkonstante erforderlich.
Dies wird erreicht durch einen hohen Widerstand R; und eine hohen Spotkapazitit Cox.

Einen hohen Widerstand R; kann man erhalten, indem ein Badelektrolyt mit so wenig
Tonen wie moglich verwendet wird. Da nur die K™ -Ionen fiir die Funktion der Ionenkanéile
relevant sind, wird im extrazelluliren Medium NaCl (welches den grofiten Beitrag zur
Leitfdhigkeit bildet) durch Glucose ersetzt. Der Widerstand des Elektrolyten erhéht sich
dadurch um den Faktor 5 bis 10.

Eine hohe spezifische Spotkapazitét ldsst sich durch die Verwendung spezieller Dielektrika
fiir die Beschichtung des Reizspots erreichen. Statt SiOs wird TiOs mit einer Zwischen-
schicht aus SigN, verwendet und die Kapazitit damit um den Faktor 5 erhoht.
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1.3 Die Spannung im Spalt 6ffnet die Ionenkanile

Die fiir die Weiterleitung von Nervensignalen verantwortlichen Ionenkanéle haben die Ei-
genschaft, dass sie in Abhédngigkeit von der Spannung, welche iiber die Membran anliegt,
ihre Konformation veréindern. Befindet sich das Zellinnere gegeniiber dem AuBeren auf
einer Spannung von etwa —80 mV, so sind die Ionenkanéle geschlossen. Steigt diese Span-
nung iiber ca. —40mV, so 6ffnen sich die Kanéle mit einer von der Spannung abhéngigen
Rate und lassen die Ionen passieren.

Legt man am Chip eine Stimulationsspannung Vs an, so flieit iiber die Kapazitit Cox des
Dielektrikums und den Spaltwiderstand Ry ein Strom, welcher eine Spannung V; im Spalt
erzeugt (vgl. Abbildung . Hélt man die Spannung Vjs in der Zelle mittels des Patch-
Clamp-Verstérkers konstant, 6ffnen bzw. schliefen sich die Kanile der unteren Membran
(je nach Vorzeichen von V).

In der vorliegenden Arbeit werden zwei Anséitze zur Umsetzung dieser Idee verfolgt:

1. Die Zeitkonstante, die die Stiarke der Kopplung zwischen Chip und Zelle bestimmt,
wird so weit vergroflert, dass die Spannung lange genug aufrecht erhalten werden kann,
um mittels eines einzigen Spannungspulses am Chip die Kanéle der unteren Membran
zu Offnen (Kapitel . Dies wird erreicht durch eine Vergroflerung der Kapazitét der
dielektrischen Schicht und Verwendung einer Badlosung mit geringer Leitfahigkeit.

2. Durch Anlegen vieler aufeinander folgender Pulse am Chip werden die Kanéle stiick-
weise immer weiter geoffnet (Kapitel . Wird diese periodische Stimulation mit einer
geeigneten Spannung durchgefiihrt, sollte ein Offnen der Kaniile auch mit einer gerin-
geren Kapazitit des Dielektrikums und einem physiologischen Badelektrolyten méglich
sein. Die entsprechenden Simulationen wurden durchgefiihrt, Experimente sind bisher
aber noch nicht gelungen.



Kapitel 2

Theoretische Beschreibung

Die Grundlage fiir die vorliegende Arbeit bildet das System aus der Zelle und dem Silizi-
umchip. In diesem Kapitel werden die Differentialgleichungen hergeleitet, die das System
beschreiben. Zuerst wird der Teil der Gleichungen erlautert, der fiir die Kopplung zwischen
Chip und Zelle relevant ist (Abschnitt [2.1). Die Leitfiihigkeit der Zellmembran, welche in
diese Gleichungen eingeht, wird durch die Anzahl der gedffneten Ionenkanéle bestimmt.
Die Differentialgleichungen fiir das Offnen und Schliefen der Tonenkanile in Abhéingigkeit
von der Membranspannung werden in Abschnitt hergeleitet.

2.1 Das elektrische Modell

Der erste Schritt der Modellierung des Systems besteht darin, die verschiedenen Kompo-
nenten der Strome zu bestimmen und ein elektrisches Ersatzschaltbild aufzustellen. Dabei
werden die Zellmembran und die isolierende Oxidschicht auf dem Chip als Kapazititen
beschrieben, der Elektrolyt im Spalt und die Ionenkaniile in der Membran als Widersténde.

2.1.1 Das Punktkontaktmodell

Die einfachste Moglichkeit, die elektrischen Vorgénge bei der Stimulation der Zellen vom
Chip aus zu beschreiben, bietet das Punktkontaktmodell. Es leitet sich aus dem Flachen-
kontaktmodell ab, welches aber nur verwendet werden muss, wenn lokale Gréflen im Spalt
gemessen werden, z. B. Fluoreszenz (zweidimensional im Mikroskop) oder die Spannung
im Spalt (eindimensional mit Transistorarray).

Im Flichenkontaktmodell (Abbildung [2.1)) werden Membran und Spalt in differentiell klei-
ne Flachen zerlegt. Die fiir die Vorgénge im Spalt relevanten Groéflen sind die Kapazitaten
von Membran und Oxid und die Leitfihigkeiten der Membran und des Elektrolyten im
Spalt. Die Spannungen am Chip (Vg), in der Zelle (Vjs) und im Bad (Masse) werden
als jeweils rdumlich konstant und nur zeitlich variabel angenommen, dagegen variiert die
Spannung V; im Spalt sowohl zeitlich als auch in den Koordinaten x und y horizontal zu
Membran und Chip.

An jedem Punkt (x,y) zwischen Zelle und Chip lassen sich das Kirchhoffsche und Ohmsche
Gesetz anwenden, und man erhélt die zweidimensionale Kabelgleichung, da es sich hier
um einen Kern-Mantel-Leiter handelt. Eine mathematische Behandlung dieses Problems
findet sich in [Wei97, Bra00)].
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Abbildung 2.1: Im Flichenkontaktmo-

dell wird der Ubergang Chip-Zelle an je-
dem Punkt (x,y) der Adhasionsfliche be-
rechnet.

Eine Vereinfachung vom Flidchenkontaktmodell bildet das Punktkontaktmodell (Abbil-
dung . Hier wird die Spannung V; iiber die Fldche des Kontakts zwischen Chip und
Zelle gemittelt, und die differentielle Behandlung der Kapazititen und Leitfahigkeiten wird
durch diskrete Elemente ersetzt.

Um den Widerstand des Spalts R; zu bestimmen, wird angenommen, der Kontakt be-
schrinkt sich auf einen Ring mit dem Radius %a,], wobei a; den Rgdius der Adhési-
onsfliche bezeichnet (dort liegt bei einer Aufteilung der kreisférmigen Adhisionsfliche in
infinitesimal kleine Kreissektoren der Schwerpunkt der Fléchenstiicke). Daraus ergibt sich
nach [Wei97] bei einem Fldchenwiderstand r; im Spalt ein Wert von

ry
Ry=—
7 5T

Aus Abbildung 2.2]lassen sich direkt die Differentialgleichungen aufstellen:

Vy d(Vy—Vs) d(Var — V)

—+Cox ———F = Cjpy ——= Ghy - Vi =Vy—Vg
R, + Cox 7t JM 0t +Z¢: JM ( M J 0)
AV i i
= —Crum- - ZGFM - (Var = V) (2.1)
(2
Cov 1 Giu Abbildung 2.2: Im Punktkontaktmodell
wird der Kontakt iiber die Adhésions-
—I:_T V, fliche integriert und zu einem einzelnen
Punkt zusammengefasst.
Vu
LV
RJ CJM—[ GJM
— Vv,
T Cox
L v,




2.1. DAS ELEKTRISCHE MODELL

Der Index ¢ der Summe {iber die Leitfihigkeiten bezieht sich auf die unterschiedlichen
Ionen- bzw. Kanalsorten. Es werden nur die K™-, Na*- und Cl™-Leitfihigkeiten beriick-
sichtigt, da im Elektrolyten hauptséichlich diese Ionen enthalten sind. Die Differential-
gleichungen fiir die Leitfihigkeiten G£,, und G JKM, welche sich aus dem Verhalten der
K*-Tonenkanile ergeben, miissen natiirlich zusitzlich berechnet werden (siehe Abschnitt
. Die Na't- und Cl™-Leitfihigkeiten sind Leckleitfihigkeiten und werden als konstant
angenommen.

2.1.2 Voltage-Clamp

Im Voltage-Clamp-Modus des Patch-Clamp-Verstarkers lédsst sich die Spannung im Zell-
inneren steuern (siehe Abbildung . Mittels eines speziellen Regelkreises injiziert der
Verstérker iiber die Mikropipette einen Strom in die Zelle, der proportional zur Abwei-
chung der Spannung Vj; in der Zelle von einer Sollspannung V.., ist, die von auflen
vorgegeben wird. Der hierbei verwendete Proportionalitétsfaktor wird als Gain bezeich-
net und ldsst sich am Gerét einstellen. Er triagt die Einheit nA/mV und entspricht daher
einer Leitfdhigkeit. Der Verstarker kann die vorgegebene Spannung V.., also nicht immer
exakt einstellen; vielmehr scheint das Zellinnere iiber einen Widerstand Raary zu der
Spannung V., verbunden zu sein. Je hoher der Gain-Faktor gewahlt wird, desto geringer
wird die Differenz der geklemmten Spannung Vj; im Zellinneren und dem Sollwert V_g,.
Falls in der Simulation die Spannung Vj; ohne Umweg iiber die Strominjektion vorgegeben
wird, konnen die Fehler durch unvollstéindigen Voltage-Clamp nicht reproduziert werden.
Zusétzlich konnen in diesem Fall die kapazitiven Strome nicht berechnet werden.

In diesem Fall lautet die unterste Zeile der Differentialgleichung

AV

...:—CFM'dt—;G}M'(VM—‘/&)—GGAIN‘(VM—%om)

Abbildung 2.3: Im Voltage-Clamp-
Modus  versucht der Patch-Clamp-
Verstarker, die Spannung Vi, iiber einen
einstellbaren Gain auf eine Sollspannung
Veom zu regeln.

Vu

— Vv,

L
-

2.1.3 Elektrodiffusionsmodell

Die in Abschnitt vorgestellten Modelle fiir die Stréome im System Chip—Zelle neh-
men einen konstanten Widerstand des Elektrolyten im Spalt zwischen Chip und Zelle als
Grundlage an. Dabei wird nicht berticksichtigt, dass sich durch ein- und ausstrémende

9
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Ionen die spezifische Leitfihigkeit des Elektrolyten dndert (sieche Abbildung [StrO1].
Zusétzlich verandern sich durch die variablen Ionenkonzentrationen die Umkehrpotentiale
fiir die unterschiedlichen Ionensorten i € { K™, Na*,Cl™}.

Um die Differentialgleichungen bei diesem Modell zu erhalten, miissen die Ein- und Aus-
strome von Ionen der Konzentrationsdnderung im Spalt gegeniibergestellt werden.

Die Umkehrpotentiale Vi, und V{ fiir die verschiedenen Ionensorten beziiglich der Adhé-
sionsmembran und freien Membran sind

, kpT ‘ , kgT
V}():—B -ln<C.J) und VOZ:—B -ln(c?”)

c Zteg c

7 i
out out

wobei 2% die Valenz des betreffenden Ions ist und ¢} bzw. ¢, die Konzentrationen im
Spalt bzw. im Bad. Der Strom aus der Zelle in den Spalt betréigt

Ly =Gy (Ve = V5) = (Vi = Vo)),
und derjenige vom Spalt in das Bad (d; Abstand Zelle-Chip, A\’ molare Leitfihigkeit)
Ij=5mdy-N-cj-(Vy—Vjy).
Der Faktor 57 ergibt sich aus dem Vergleich mit dem elektrischen Modell unter Ver-
nachlissigung der Diffusion. Mit der Nernst-Einstein-Gleichung [Atk98]|
2

i N2 i ©

in der D! die Diffusionskonstante fiir die Ionensorte i bezeichnet, ergibt sich dann

2
i =5mdy - (zz’)2_Di_ keBOT eh- (Vg = Vi)

Die Differenz der beiden Strome ist iiber die Ladung pro Mol im Spaltvolumen mit der
Anderung der Konzentration verkniipft:

i
dc;

I}M—Ij:ZiSOdJAJ'

dt

Abbildung 2.4: Im Elektrodiffusionsmodell werden die lonenstréme von der Zelle in den Spalt (dicke
Pfeile) und aus dem Spalt heraus ins umgebende Medium (diinne Pfeile) beriicksichtigt. Dies &dndert
die spezifische Leitfahigkeit und die Umkehrpotentiale im Spalt.

10
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Mit den Abkiirzungen

. . . . . 2
Qj==z2'edjA; und B'=bnd;- (zl)2 - D" kZOT

ergibt sich

 det A . . o A
Q34— Gy (Vi =) (Vs = Vio) — B -5 - (V) ~ Vi)
In den Gleichungen [2.1] erscheint statt des Ausdrucks
Vi
Ry
also nun

Z B'cl-(Vi—Vi),

und insgesamt ergibt sich das Differentialgleichungssystem

d(Vy—Vs)
Cox - S —1-232 VJ—VJO)
d(Var — V) | 4 |
= CJM'%]+ZG}M'((VM_‘/3)_(VJ_VJZO))
dV
= —Crum- M ZGFM Var = V5) (22)
Q3253 = Gy (i~ V§) ~ (Vs Vi) - B} (Vo Vi

Vie {K* Nat,Cl"}

2.1.4 Umformulierung fiir spezifische Groéflen

Da die meisten in den Differentialgleichungen verwendeten Leitfdhigkeiten und Kapa-
zititen Eigenschaften der Zellmembran widerspiegeln, dndern sie sich in Abh#ngigkeit
von der Fldche der Membran. Besser geeignet fiir eine Charakterisierung der Kopplung
Chip-Zelle sind die jeweiligen spezifischen Gréfen:

- Cinm _ Grum

CiM = TJ grmMm AF

C ~ B
CFM = M b o= —

AF AJ (2 3)

c _ Cox i @

Gim G o
g = 95 = ij => V]
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Die Differentialgleichungen kénnen mit den Umformungen auch fiir spezifische Gréflen
formuliert werden, wobei 3 = ﬁ—; gilt:

d(Vy— Vi o ,
cox'i( Jdt S)—FZb’-c}-(VJ—V}O)
d(Vy —V. - , ;
= CJM'W+ZQ}M'((VM_‘/()Z)_(VJ_V}O))
1 AV 1 .
~ e déW_BEi:gJM.(VM_VO) (2.4)
03260 = g (Ve Vi)~ (Vs Vi)~ e - (v~ iy

Vie {K*,Na®,Cl™}

2.2 Die K"-Kaniile in der Zellmembran

Tonenkanéle sind Membranproteine, die einen Ionenfluss zwischen dem Inneren und dem
AuBeren einer Zelle ermoglichen. Dies geschieht durch eine kleine, mit Wasser gefiillte
Pore hindurch. Urspriinglich wurden Ionenkanile in der Zellmembran postuliert, um die
Na™- und K*-Stréme in den klassischen Experimenten von Hodgkin und Huxley [Hod52]
erkldren zu konnen. Inzwischen weifl man, dass Ionenkanile in der Natur eine Vielzahl
von Aufgaben iibernehmen, deren bedeutendste natiirlich die Weiterleitung und Erzeu-
gung von elektrischen Signalen wie in Nerven oder im Herzmuskel ist. lonenkanéle sind
aber auch an der Regulation des pH-Wertes der Zelle, der Ausschiittung von Hormonen
oder der Steuerung der Cilienbewegung von Einzellern beteiligt. Es wird unterschieden
zwischen liganden- und spannungsgesteuerten lonenkanilen. An der Weiterleitung von
Aktionspotentialen in Nervenzellen sind nur die Ca?t-, Na*- und K*-Ionenkanile von
Bedeutung.

Fin Ionenkanal, der sich gut fiir die Untersuchung der kapazitiven Kopplung zwischen
Chip und Zelle verwenden lésst, sollte folgende Eigenschaften aufweisen:

— Expression in der Zellmembran durch einfache gentechnische Methoden
leichte Kontrollierbarkeit des Gatingverhaltens durch Patch-Clamp-Technik
hohe Leitfahigkeiten der Zellen

— Literaturangaben zum Gatingverhalten der Kanéle

In der vorliegenden Arbeit wurde fiir die Experimente der K*™-Kanal mit der Bezeichnung
Kv1.3 verwendet. Die Simulationen wurden fiir den Kanal Shaker 29-4 durchgefiihrt, fiir
den von Schoppa und Sigworth ein Modell mit genauer mathematischer Beschreibung
aufgestellt wurde [Sch98al [Sch98¢].

12
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Abbildung 2.5: Die Struktur des K*-lonenkanals KvAP wurde 2003 von Jiang et al. aufgeklirt [Jia03]
und daraus auf den Gatingmechanismus geschlossen. Wihrend das positiv geladene S4-Segment durch
die Membranspannung eine Drehung ausfiihrt, verandert sich die Konformation des gesamten Proteins
und schlieBt bzw. 6ffnet die Pore, durch welche die lonen strémen. Die groBe Sequenziibereinstimmung
macht diesen Gatingmechanismus auch bei den Shaker-Kanilen wahrscheinlich.

2.2.1 Aufbau und Funktion der Shaker K-Kanile

Bereits 1936 wurde bei Mutationen von Fruchtfliegen der Gattung Drosophila ein Merk-
mal beobachtet, das sich durch ein Zittern der Beine in der Narkose ausprigte und des-
halb die Bezeichnung Shaker erhielt [Cat44]. 1983 konnte Salkoff zeigen, dass es
sich bei der Shaker-Mutation um eine Mutation eines Ionenkanals handelt, indem er
Voltage-Clamp-Messungen an Riickenmuskeln von Drosophila melanogaster durchfiihr-
te [Sal83]. Im Jahr 1987 wurde das entsprechende Shaker-Gen geklont und sequenziert
[Kam87, [Tem87] und darauthin auch in Oozyten (unbefruchtete Eier) des Kral-
lenfrosches Xenopus exprimiert und elektrophysiologisch untersucht [Gur83) [Tim&8]. In
den darauf folgenden Jahren wurden immer weitere Kanal-Gene gefunden, die dem des
Shaker-Kanals sowohl in ihren Eigenschaften als auch in der Sequenz sehr dhnlich sind.
Diese werden heute als Unterfamilie 1 der spannungsabhiingigen K™-Kaniile zusammen-
gefasst und werden mit Kv1.1 bis Kv1.7 bezeichnet. Von den K™-Kaniilen ist dies die am
besten untersuchte Gruppe.

Da in der Abteilung Membran- und Neurophysik bereits Untersuchungen mit dem Kanal
Kv1.3 angestellt wurden, entschloss ich mich, auch in meiner Arbeit diesen Kanal der
Shaker-Familie zu verwenden. Die oben genannten Bedingungen sind fiir diesen Kanal
weitgehend erfiillt:

— das genetische Material liegt schon eingebaut in ein geeignetes Plasmid vor

— Patch-Clamp-Experimente an K*-Kanilen wurden in unserer Abteilung bereits er-
folgreich durchgefiihrt

— die Leitfdhigkeiten der Zellen sind sehr hoch (bis iiber 100nS), da das verwendete

Triagerplasmid (pcDNA3) den Kanal stark exprimiert

Literaturangaben zum Gatingverhalten des Kv1.3-Kanals liegen zwar nicht vor, aber

es wurde ein anderer Kanal der Shaker-Familie sehr ausfiihrlich untersucht [Sch98al,

Sch98b), [Sch98].

Der Aufbau aller Kanile aus der Shaker-Familie sowie der vieler anderer K™-Kanéle ist

bereits gut erforscht. Fin einzelnes Kanalprotein besteht aus einer etwa 500 Aminosduren

langen Kette. Entlang dieser Kette liegen mehrere lipophile Regionen, die bei der Faltung

des Proteins an die Zellmembran binden und als Transmembransegmente S1 bis S6 be-

zeichnet werden. Zwischen den Segmenten S5 und S6 liegt eine Aminoséduresequenz, die

13
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AmpR pCMV _ 3
Abbildung 2.6: Die DNA fiir den Kv1.3-Kanal wur-
/_\ de in das pcDNA3.1-Plasmid integriert. Rot: co-
dierende Sequenzen fiir den Kanal und zwei Anti-
ColE1 biotikaresistenzen. Grau: nicht codierenden Bereiche
Ori pcDNA3.1 (Ursprung fiir die Plasmidvermehrung, Promotoren
Kvi1.3 Kv1.3  u.3.).
7263 bp
SV40
polyA
SV40

im gefalteten Zustand eine Pore bildet und die Passage der K*-Tonen durch die Mem-
bran ermoglicht. Das S4-Segment ist beweglich an die anderen Segmente gebunden und
bewirkt durch mehrere positive Ladungen die Spannungsabhéngigkeit des Kanals (siehe
Abbildung . Am N-Terminus des Proteins befindet sich die sog. Tetramerisierungs-
doméne, die fiir eine Zusammenlagerung von mehreren Kanalproteinen zum kompletten
Kanal notwendig ist. Erst nach dieser Verbindung kann der Kanal seine Aufgabe in der
Membran erfiillen. In Laborexperimenten, in denen nur eine einzelne Sorte Kanalprotein
von der Zelle exprimiert wird, besteht ein Kanal aus vier identischen Untereinheiten.
Der fiir diese Arbeit verwendete Kv1.3-Kanal stammt von der Ratte Rattus norvegicus. Die
Sequenz wurde zuerst von Stithmer et al. [Stii89] veroffentlicht (damals unter dem Namen
RCK?Y) und kann im Internet eingesehen werden [Seq]. Die cDNA wurde uns freundlicher-
weise von Dr. Len Kaczmarek und Dr. Mark Tanouye zur Verfiigung gestellt. Um eine
Expression in HEK293-Zellen zu erméglichen, wurde die DNA mittels gentechnischer Me-
thoden von Dr. Jiirgen Kupper in das Plasmid pcDNA3.1 der Firma Clontech integriert,
jedoch an den Ubergangsstellen um nicht iibersetzte Bereiche ergiinzt, die eine erhohte
Expressionsrate bewirken (Abb. . Das so entstandene DNA-Plasmid wird mittels einer
sog. Transfektion (Abschnitt in den Zellkern eingeschleust und sorgt dort fiir die
Produktion der Ionenkanile.

Die elektrischen Eigenschaften des Kv1.3-Kanals lassen sich mittels der Patch-Clamp-
Technik bestimmen. Dabei wird durch Spannungspulse eine mit dem Kanal transfizierte
Zelle depolarisiert und der durch die gesamte Zellmembran flielende Strom gemessen. Aus
den so gewonnenen Transienten und aus Einzelkanalmessungen, bei denen nur ein winziger
Membranflecken mit genau einem Kanal vermessen wird, lassen sich eine Vielzahl von
Parametern ableiten. In [Con99, [Hil01] kann man folgende fiir den Kanal Kv1.3 bestimmte
Eigenschaften nachlesen:

Einzelkanalleitfahigkeit A 12-14pS
Gatingspannung V 6.6 mV
Tonenselektivitdt Nat /K™ < 0.03
Spannung V{5 —25mV

Der Vergleich mit eigenen Messungen zeigt jedoch, dass sich diese in Oozyten des Frosches
Xenopus laevis gemessenen Werte von den in HEK293-Zellen bestimmten deutlich unter-
scheiden. Diese Abweichung der in unterschiedlichen Expressionsumgebungen gemessenen
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elektrischen Eigenschaften von Ionenkanilen ist bekannt [Cla00]. Die Bestimmung der Pa-
rameter, die den Kanal Kv1.3 in den HEK293-Zellen beschreiben, geschieht in Abschnitt
224

2.2.2 Doppelminimumpotential und Ratenkonstanten

Um das Offnen und SchlieBen der Ionenkanile bei Spannungsinderungen zu verstehen
und zu berechnen, ist ein Modell notwendig, welches die Vorgénge in einem Kanal sowohl
anschaulich als auch mathematisch beschreibt. Das urspriinglich von Hodgkin und Huxley
1952 aufgestellte Modell [Hod52] beschreibt die Kanaldynamik erstaunlich gut und eignet
sich trotz mannigfaltiger Verfeinerungen in den letzten 50 Jahren hervorragend als Modell
fiir den Shaker-Kanal.

Obwohl Hodgkin und Huxley keine Mdoglichkeit hatten, die Struktur des K'-Ionenkanals
direkt oder indirekt zu untersuchen, konnten sie aus dem Verlauf der Leitfdhigkeit der
Membran bei einer De- oder Hyperpolarisation der Membran schliefen, dass die K-
Tonenkanéle aus jeweils vier Untereinheiten oder Klappen bestehen miissen, die sich von-
einander unabhéangig 6ffnen und schlieen. Erst wenn alle Klappen eines Kanals gleichzeitig
gedffnet sind, konnen Ionen den Kanal passieren. Die mathematische Beschreibung dieses
Vorgangs ist folgende:

Die Wahrscheinlichkeit, dass eine dieser Klappen getffnet ist, soll mit n bezeichnet werden.
Das Offnen und SchlieBen einer einzelnen Klappe geschieht mit den spannungsabhiingigen
Ratenkonstanten o = (V') und 8 = B(V'). Da sich nur die geschlossenen Kanéle 6ffnen
und die offenen Kanéle schlielen kénnen, ergibt sich fiir n die Differentialgleichung

dn
E:a-(l—n)—ﬁ'n (2.5)

Bei einem Sprung der Spannung auf einen konstanten Wert ergibt sich daraus fiir n(ty) = 0
ein exponentieller Zeitverlauf:

n(t) = neo (1 — e_t;t()) (2.6)

. « 1
mit nNe=—— und 7=
«

+ 3 a+p 27)

Wenn die spezifische Leitfahigkeit der Membran bei offenen Kanélen gg ist, dann ergibt
sich fiir die zeitabh#ngige Leitfihigkeit g(¢) der Membran wegen der Zusammensetzung
des Kanals aus den vier unabhéngigen Untereinheiten

t—tg

o(t) = g0 (D) = go- [ (1= = )] (28)

Den Strom, der durch die Kanile fliet, erhilt man unter Beriicksichtigung des K™-
Umkehrpotentials Vi und der Membranfliche Aj;:

I(t) = AM . g(t) . (VM — VK) (2.9)

Um das Verhalten der Kaniile beschreiben zu konnen, fehlt nun noch ein Modell fiir die
Spannungsabhingigkeit der Ratenkonstanten a(V) und ((V'), aus denen sich auch die
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Innen aullen
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Abbildung 2.7: Energieprofil eines Doppelminimumpotentialtopfes als Modell fiir den Spannungssensor
einer lonenkanalklappe. Im spannungsfreien Fall befindet sich der Sensor im Potentialtopf an der Innen-
seite der Membran (links) im geschlossenen Zustand (C). Wird eine Spannung Vi, angelegt, verkippt
diese den Potentialtopf, der Sensor rutscht in den offenen Zustand (O) und é&ffnet die Klappe. (nach
|Joh95])

Parameter ny, und 7 durch Formel ergeben. Das einfachste Modell ist ein Doppelmi-
nimumpotentialtopf, welcher durch ein anliegendes elektrisches Feld verkippt wird (siehe
Abbildung [Joh95]. Der Spannungssensor der Kanalklappe wird hier als ,, Teilchen*
betrachtet, welches sich in diesem Potential befindet und durch thermische Aktivierung
zwischen den beiden Potentialtépfen hin und her springen kann. Fiir V3; = 0mV sei
die Hohe der Energiebarriere vom geschlossenen Zustand aus AGp, vom offenen Zustand
aus gesehen AGs. Die Rate, mit der das Teilchen in den jeweils anderen Potentialtopf
wechselt, wird angenommen als ein konstanter Vorfaktor multipliziert mit einem aus der
Boltzmann-Verteilung bekannten energieabhéingigen Term [Kra40l, [H&n90]:
AGy
a(0) = A-e *T

AGo

BO) = AT

Wird nun ein elektrisches Feld angelegt, verschiebt dieses die Energieniveaus der Potenti-
altopfe und der Barriere. ze sei die Ladung des Spannungssensors und § der Asymmetrie-
faktor, der den Einfluss von Vs auf AG wiedergibt; § = 0.5 gilt, wenn die Energiebarriere
symmetrisch zwischen Innen- und Auflenseite der Membran liegt. @ und 8 dndern sich nun
entsprechend der Energiedifferenzen zu

AG —zeVpr+(1-9)zeVys
- KT

a(Vy) = A-e
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Abbildung 2.8: Links: Die Ratenkonstanten o und 3 bestimmen die Dynamik einer Kanalklappe.

Daraus ergeben sich die Zeitkonstante 1o und die Gatingkurve n.. Fiir den gesamten Kanal erhilt man
4

Noo -

Rechts: Wird an die Membran eine depolarisierende Spannungsstufe angelegt (Vi ), so éffnen sich die

Kanalklappen (n) und der gesamte Kanal (n*). In den Strom I,; durch die Membran gehen noch die

Leitfihigkeit go und das KT-Umkehrpotential Vi ein.
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AG1—6zeV,
= A . e_%
_1 5(Viu —Vo.5)
=71, e Vo (2.10)
_ AGo+(1-6)zeVyy
ﬁ (VM) = A-e kT
_ =9V —Vo.5)
= T, -€ Vg
kT AG1 — AGy
mit Vo=— , V5=
z ze

und 5 =A"le

(1-38)AG +6AGo

kT
Uber die Formel ergeben sich nun auch die Spannungsabhéngigkeiten fiir no, (Vas) und
7 (Var). Insbesondere gilt fiir no (Var) damit

a (V)
a (Vi) + 8 (Vi)

1
- _VYM—Vos (2.11)

1+e Vo

Fiir die K*-Kanile der Shaker-Familie gilt V, > 0, d.h. der Spannungssensor trigt eine
positive Ladung und 6ffnet deshalb bei positiven Spannungen Vs > Vj5. Bei den Bei-
spielwerten V; = 6.6 mV, Vo5 = —25mV, 79 = 100ms und ¢ = 0.33 ergeben sich fiir a, 3,
Neo und 7 die in Abbildung links skizzierten Kurven. Die unterste Kurve links zeigt
den Unterschied im Gatingverhalten einer einzelnen Kanalklappe (n) und des kompletten
Ionenkanals (n*), der sich ja aus 4 Klappen zusammensetzt. Die Spannung V5 verschiebt
sich zu V5 4 1.665 V; und die Gatingspannung V, verkleinert sich auf 0.786 V. Natiirlich
ist die Kurve ne* keine exakte Boltzmann-Kurve wie .

Nun lassen sich aus den spannungsabhéingigen Werten fiir no, und 7 nach den Formeln 2.6}
und aus den depolarisierenden Spannungspulsen Vj/(t) die Kurven fiir n(t), g(t)
und ) (t) berechnen. In Abbildung[2.8|rechts sind von unten nach oben die Kurvenscharen
aufgetragen fiir Spannungsstufen von —60 mV auf bis zu +80 mV und zuriick auf —60 mV
(K*-Umkehrpotential Vi = —80mV, Leitfihigkeit der Membran G = 100 nS).

2.2.3 Ratenkonstanten fiir reale K -Kaniile

Die Ratenkonstanten «(V) und (V) fiir das Doppelminimumpotential wachsen exponen-
tiell mit der Spannung. In Messungen fiir K*-Kaniile zeigt sich aber, dass der Anstieg
von « nahezu linear mit der Spannung verliduft. Der Anstieg von [ fiir negative Span-
nungen verliuft — wie im einfachen Modell — anfangs exponentiell (bei hohen negativen
Spannungen aber nicht mehr).

Die Abweichungen vom exponentiellen Anstieg lassen sich durch Zwischenzustinde im
Aktivierungspfad des Kanals erklidren [Goy02]. Im von Schoppa und Sigworth aufgestell-
ten Ubergangsschema [Sch98al, [Sch98¢] fiir den Kanal Shaker 29-4 (Abschnitt wird
dies deutlich: die Ubergangsraten zwischen den Unterzustinden weisen eine exponenti-
elle Spannungsabhéngigkeit auf, der gesamte Kanal 6ffnet mit linear wachsender Rate.

18



2.2. DIE KT-KANALE IN DER ZELLMEMBRAN

Weil der Kanal beim Sprung zuriick auf negative Spannungen schon beim ersten Uber-
gang nach dem offenen Zustand wieder schlie3t, behilt die Rate fiir die Deaktivierung den
exponentiellen Verlauf.

Will man die Modellierung eines komplizierten Ubergangsschemas umgehen, hilft die von
Hodgkin und Huxley [Hod52] angewandte Methode: Es werden fiir jede der vier Kanal-
klappen wie oben geschildert nur zwei Zustédnde angenommen — ein geschlossener und
ein offener. Um die bei hoheren Spannungen linear wachsende Rate fiir die Aktivierung
zu modellieren, wird eine Funktion fiir a(V') aufgestellt, welche den gemessenen Verlauf
moglichst gut trifft. Von Hodgkin und Huxley wurde die Funktion

V410
an = 0.01(V + 10)/ [exp R 1]

ausgewéhlt. Abweichend von der heute iiblichen Notation wurde dabei die Membranspan-
nung V in mV angegeben und das Vorzeichen geédndert, sodass durch eine Depolarisa-
tion das Membranpotential gesenkt wird, und weiterhin das Ruhepotential der Zelle als
Nullpunkt verwendet. Entsprechend wurde auch eine Funktion 3, fiir die Deaktivierung
aufgestellt. Aus Formel ergeben sich daraus ny, und 7,.

Im Hodgkin-Huxley-Modell finden sich weiterhin Ratenkonstanten «y und g, fiir die Inak-
tivierung des Na™-Kanals. Sie beschreiben das Schlieen des Kanals bei hohen Spannungen
durch eine weitere Kanalklappe, welche eine zum Mechanismus der Aktivierung und De-
aktivierung entgegengesetzte Spannungsabhéngigkeit aufweist: Sie schlieft sich bei hohen
Spannungen und 6ffnet bei niedrigen Spannungen.

Im néchsten Abschnitt werden die im Hodgkin-Huxley-Modell verwendeten Ausdriicke
angepasst, um das Verhalten des Kanals Kv1.3 zu beschreiben.

2.2.4 Parameterfit fiir den Kanal Kv1.3

Um fiir die Simulationen der durchgefiihrten Messungen eine mathematische Beschreibung
des verwendeten KT-Kanals Kv1.3 zu haben, wurde das Aktivierungs- und Deaktivierungs-
verhalten des Kanals ausgemessen. An die erhaltenen Daten wurden Kurven angefittet, die
zum Teil den von Hodgkin und Huxley [Hod52] verwendeten Funktionen nachempfunden
wurden.

Dies wird in folgenden Schritten durchgefiihrt:

— Im Voltage-Clamp-Modus wird der Strom gemessen, der wihrend einer Spannungs-
stufe durch die Patchpipette fliefit.

— Kapazitive Artefakte, welche durch die Aufladung der Zellmembran entstehen, werden
entfernt. Der Leckstrom durch die Membran wird abgezogen.

— Der verbleibende Strom durch die Kanéle wird durch die gemessene Spannung abziig-
lich des K™-Umkehrpotentials geteilt, um die Leitfihigkeit der Kaniile zu ermitteln.

— Aus den so erhaltenen Kurven werden die Parameter no, und 7 gemifl Formel
berechnet. Zusétzlich wird die Inaktivierung der Kanéle gefittet.

— Fiir alle Parameter werden Naherungsfunktionen aufgestellt, die fiir das gesamte re-
levante Spannungsintervall definiert sind. Die Parameter sind so ausgewéhlt, dass sie
in einem Differentialgleichungssystem verwendet werden kénnen, welches den Zustand
der Kaniile fiir beliebige Spannungsverlédufe beschreibt.
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Abbildung 2.9: Rechts: Die Fitparameter v, B, neo?, o, und f3y,.
Links oben: Kurven einzeln an die Messdaten gefittet.
Links unten: Fitparameter gemiB Formel[2.13,

Die Parameter no, und 7 lassen sich beim Kanal Kv1.3 nicht gemé&fl den Formeln [2.7] {iber
Ratenkonstanten o und § zueinander in Beziehung setzen. Fiir no (V') wurde eine Kurve
gemif der Boltzmannverteilung gewihlt, welche vom Verlauf von aQTﬁ abweicht.

Die Inaktivierung des Kv1.3-Kanals wurde durch «j und S beschrieben. Die Daten fiir
ap wurden durch eine Gerade gendhert. Da fiir die Bestimmung von 3 ausfiihrlichere
Messungen notig gewesen wiren und der Einfluss auf die Simulationsergebnisse minimal
ist, wurde ein konstanter Wert verwendet.

So wurden beispielsweise aus den Rohdaten von Messung 02-08-28-012 (siehe Abbildung
fiir das Offnen der Kaniile und Messung 02-08-27-003 fiir das Schlieflen (ohne Abbil-

dung) folgende Differentialgleichungen aufgestellt:

dﬁ )

dt Tn

dh

E = ah-(l—h)—ﬂh-h (2.12)
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g = go-n'-h

mit (Spannung Vj; in V, Raten in s™!):

Moo = 1+e—83(1VM+O.036)
1

o= an + Bp

By = 2.0 BV

ap = 0.05

Bn = max(0,25Vys + 0.64)

In Abbildung links oben sind die geméfi Formel an die Messdaten angefitteten
Kurven dargestellt. Hierbei sin die Parantersétze einzeln an jede Kurve einzeln angepasst.
Die so erhaltenen Parameter sind in Abbildung [2.9| rechts als Messpunkte zu sehen. Die
Werte fiir a,, noo? stammen aus der Messung fiir Offnen und Inaktivierung der Kaniile und
By aus der Messung fiir das Schlieflen der Kanile. Durch die so gewonnenen Datenpunkte
wurden Kurven gelegt, um die Parameter mit einer einfachen Funktion zu beschreiben.
Das Ergebnis sind die durchgezogenen Linien in Abbildung rechts entsprechend den
Formeln [2.13] Rechnet man damit die Differentialgleichungen aus, erhilt man die
in Abbildung links unten gezeichneten durchgezogenen Linien (als Vergleich sind hier
auch wieder die Messdaten mit eingezeichnet).

Fiir die Berechnung des Verhaltens des Zelle-Chip-Systems wéhrend eines Spannungspulses
am Chip wurden diese Differentialgleichungen fiir die Beschreibung der Kanéle verwendet.

2.2.5 Modell fiir den K*-Kanal Shaker 29-4

Um das Verhalten von Kanélen bei sich schnell &ndernden Spannungen iiber die Membran
zu berechnen (wie die periodischen Stimulationsspannungen in Kapitel , ist ein detail-
liertes Ubergangsschema fiir den betrachteten Kanal notwendig. Dieses lisst sich nicht
allein durch Patch-Clamp-Messungen der Membranleitfahigkeit im whole-cell-Modus be-
stimmen. In der Arbeit von Schoppa und Sigworth [Sch98al, [Sch98¢] wurden whole-cell-,
gating-current- und single-channel-Messungen kombiniert, um ein Ubergangsschema fiir
den Kanal Shaker 29-4 zu erhalten.

Das genetische Material des zugrunde liegenden K+-Kanals vom Shaker-Locus der Fliege
Drosophila wurde von Kamb et al. [Kam88] analysiert und in verschiedene Splice-Varianten
gegliedert, von denen zwei die Bezeichnungen H4 und H29 erhielten. Iverson und Rudy
kombinierten das 3’-Ende von H4 und das 5’-Ende von H29 zum Shaker 29-4 Konstrukt
und charakterisierten dieses elektrophysiologisch [Ive90]. Schoppa und Sigworth beschrie-
ben 1992 die Entfernung der Inaktivierung des Kanals durch Deletion der Aminoséduren 2
bis 29 [Sch92]. 1998 versffentlichten sie schlieflich das Ubergangsschema zu diesem Kanal
[Sch98al, [Sch98c], welches in Abbildung dargestellt ist und im folgenden kurz erklirt
wird.

Der Kanal besteht aus vier identischen Untereinheiten, die sich in der Membran aufgrund
der enthaltenen Tetramerisierungsdoméne zum funktionellen Kanal zusammenlagern. In
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den niedrigeren Zustidnden arbeiten die vier Kanalklappen nahezu unabhéingig voneinan-
der. Die vier Klappen sind durch (...)s symbolisiert. Jede der Klappen nimmt einen der
Unterzusténde Sg bis S3 an, die mit den spannungsabhéngigen Raten a; bis a3 und b; bis
bs ineinander iibergehen kénnen. Ein geringes Mafl an Kooperativitét ist vorhanden, d. h.
befinden sich n Klappen in den Zustéinden S; bis Ss, so ist der Ubergang Sy—S; um den
Faktor ¢ erleichtert und der Ubergang S;—Sy um ¢! erschwert.

Sobald sich alle vier Klappen im Unterzustand Ss befinden, kénnen weitere kollektive
Ubergiinge auf dem Aktivierungspfad stattfinden. Um den offenen Zustand On.; zu er-
reichen, muss ein weiterer geschlossener Zustand Cy.; durchlaufen werden. Ist der Kanal
geoffnet, so ist Inaktivierung in die drei Zustdnde Cin, Cg und Cg moglich. Die entspre-
chenden Ubergangsraten lassen sich aus Abbildung erkennen. Sie lassen sich aus den
in Tabelle angegebenen Konstanten berechnen. Fiir jede Rate sind die zwischen den
entsprechenden Ubergiingen transportierte Teilladung go; und die Rate a;(0) bei einer
Membranspannung von Vj; = 0mV angegeben. Daraus berechnet sich die Rate a;(V)
iiber die Formel

(V) = aa(0) - exp <qZ TV>

Aus dem Ubergangsschema und den Ratenkonstanten lisst sich das entsprechende Dif-
ferentialgleichungssystem aufstellen. Um ein System aus linearen Differentialgleichungen
1. Ordnung zu erhalten, miissen aus den vier Kanalklappen in den vier Unterzustdnden Sg
bis S3 insgesamt 35 Kombinationen gebildet werden, welche mit den fiinf Zustéinden nahe
dem offenen Zustand ein dquivalentes Ubergangsschema mit 40 Zustinden ergeben. Aus
diesem liisst sich eine 40x40-Ubergangsmatrix aufstellen, deren Elemente aus den span-
nungsabhiingigen Ratenkonstanten berechnet werden. Die Ubergangsmatrix A (V) ersetzt
die Ratenkonstanten o und (3 der Differentialgleichung [2.5] fiir das Doppelminimumpoten-
tial, und man erhélt das Differentialgleichungssystem

dy
A 2.14
dt y (2.14)

fiir den Vektor y(t), welcher die Besetzungswahrscheinlichkeiten der 40 Zustédnde zum
Zeitpunkt t enthélt. Aus der Losung der Differentialgleichung kann man die Gatingkurve

c||d
al a2 a3 a’N-l G‘N e2
(SO b1 S1 b2 SZ b S3)4 BNI CN] BN ON fz Cfl
1 e1

Abbildung 2.10: Ubergangsschema fiir den K*-Kanal Shaker 29-4 mit entfernter Inaktivierung nach
[Sch984, [Sch98d].
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Teilladung in eg | Rate in s~ bei Vay = 0mV
Fiir die Uberginge So«S1,
S1+>S9 und S9«S3:
qa, = 0.47 a,(0) = 1650 (¢ =1.3)
gb, = —0.52 b,(0) =450 (1/c)
qa, = 0.08 a,(0) = 4900
gb, = —0.52 b,(0) = 960
qas = 0.08 as(0) = 7920
gbs = —0.52 bs(0) = 1560
Fiir die Uberginge nahe
dem offenen Zustand:

qon., = 0.75 ax.1(0) = 7000

qfna = —0.30 Brn1(0) = 340
qay = 0.18 ax(0) = 7000
qfBx = —0.52 Bx(0) = 240

gc=0.2 c(0) =7

gd = 0.0 d(0) = 600
ge; = 0.0 e;(0) = 230
qf, = 0.20 £.(0) = 3500
ge;, = 0.0 e»(0) = 600
qf, = 0.0 f2(0) = 7000

Tabelle 2.1: Die Raten im Ubergangsschema fiir den K*-Kanal Shaker 29-4 (aus [Sch98d]).

und die Zeitkonstanten fiir das Offnen der Kanile bestimmen. Dazu wird eine Funktion
der Form

n(t) = neo (1 — e_t/7)4 (2.15)

an das Ergebnis angefittet.
Die daraus resultierenden Werte fiir n und 7 sind in Abbildung dargestellt.

Die Differentialgleichungen wurden fiir Membranspannungen von —100mV bis 4100 mV
gelost. Links oben ist ein Beispiel fiir den Paramterfit an die Losung fiir die Membran-
spannung Vj; = 50mV zu sehen. Der simulierte Verlauf von n(t) steigt wesentlich spéter
als der Fit an, was auf die Verzégerung des Offnens durch das sukzessive Durchlaufen der
Unterzustande Sg bis S3 zuriickzufiihren ist.

Die Differentialgleichungen fiir den Kanal Shaker 29-4 wurden in Kapitel [5|zur Simulation
des Offnens von Ionenkaniilen mittels periodischer Stimulation verwendet.
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Abbildung 2.11: An das simulierte K™-Kanalmodell wurden die Parameter no, und T angefittet (Bei-
spiel hierfiir links oben). Der Verlauf der inversen Zeitkonstanten 1/ verlauft bei Spannungen > —30 mV

nahezu linear mit der Spannung

2.3 Eingesetzte Werte

Fiir die durchgefithrten Simulationen wurden folgende Werte verwendet:

CIM
CFM
00.'¢
Colqit

Na
out

Cl
out

C

C

g, (Kanile)

glffM (Leck)
9r%
IEh
DK
DCZ
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Kapitel 3

Die Messapparatur

In diesem Kapitel werden die verschiedenen Komponenten des Messsystems vorgestellt.
Ein Schema des Messaufbaus zeigt Abbildung Die Steuerung des Systems erfolgt
iiber einen gewohnlichen PC. Die Synchronisation des Funktionsgenerators und des Patch-
Clamp-Verstirkers erfolgte tiber die Messkarte des PC. Nicht eingezeichnet sind der Mi-
kromanipulator zum Patchen der Zellen und das Mikroskop. Im folgenden wird auf den
Messchip, die HEK293-Zellen und die Funktionsweise des Patch-Clamp-Verstérkers einge-
gangen.

Pipette

Funktions- Chip
[:] generator
1
Patch-Clamp-
Computer Verstarker

Abbildung 3.1: Der Messautfbau.
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Abbildung 3.2: Fotos vom Messplatz.

Oben links: Das Mikroskop und der Chip werden durch einen geerdeten Metallkafig vor elektromagne-
tischen Stérungen geschiitzt. Neben dem Kafig steht das Regal mit Patch-Clamp-Verstarker, Funkti-
onsgenerator und Oszilloskop.

Oben rechts: Der in eine 35 mm-Falcon-Schale eingeklebte Chip (Abbi/dung wird in die Haltevorrich-
tung eingespannt und mit einer Messingfeder von hinten kontaktiert. Links im Bild ist der Pipettenhalter
zu sehen, rechts die Badelektrode.

Unten: Mikroskop mit Headstage und Joystick-Steuerung fiir den Mikromanipulator. Hinten am Mikro-
skop ist die Beleuchtung montiert. Vorne rechts im Bild: Abgleichpotentiometer fiir die Pipettenkapa-
zitat.
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3.1 Der Stimulationschip

3.1.1 Aufbau

Der Aufbau der fiir die Messung verwendeten Siliziumchips ist einfach (Abbildung. Als
Substrat wird hochdotiertes, also elektrisch leitendes Silizium verwendet. Darauf befindet
sich eine Schicht aus ca. 1 um dickem Siliziumdioxid. In der Mitte hat dieses ein rundes
Loch mit einem Durchmesser von 100 ym bis 2mm. Uber dem gesamten Chip liegt eine
weitere Beschichtung aus einem diinnen (10-40nm) Dielektrikum, z.B. TiO2. In dem
zentralen Spot befindet sich also nur diese Schicht, welche die Kapazitit darstellt, iiber die
die Spannungen in den Spalt zwischen Chip und Zelle iibertragen werden. Der Durchmesser
des Chips betriagt 4 mm. Zur Kontaktierung ist die Riickseite mit Aluminium bedampft
(70nm).

Dielektrikum (z.B. TiO,)

Y onm Abbildung 3.3: Der Aufbau des Messchips

1umI ! (nicht maBstabsgetreu). Auf dem Siliziumsub-
e ’ strat ist eine Schicht aus Siliziumdioxid aufge-

500pm bracht, in die ein Loch gedtzt wurde. Aufdamp-

fen eines diinnen Dielektrikums ergibt im Be-
reich des Spots eine hohe Kapazitat.

Der Umriss des Chips wurde achteckig gewdhlt,
damit dieser sich trotz der geringen GréBe von
4mm einfach in die Messkammer einkleben
lasst.

3.1.2 Herstellungsprozess

Die Herstellung der Messchips konnte zum grofiten Teil im abteilungseigenen Reinraum
vorgenommen werden. Die Beschichtung mit bestimmten Dielektrika liefy sich hier aller-
dings nicht durchfithren. Die Herstellung der Messchips wurde von Frank Wallrapp im
Rahmen einer Diplomarbeit [Wal03] durchgefiihrt. Alle fiir die in der vorliegenden Dok-
torarbeit verwendeten Messchips stammen von den hierbei prozessierten Wafern. Der Her-
stellungsprozess ist in Tabelle tabellarisch zusammengefasst.

Nach dem Zersédgen der Wafer wurden die Chips in Aceton vom Photolack gereinigt und
mit medizinischem Kleber (MK3, Fa. Sulzer Osypka) in die Schalen eingeklebt. Es wur-
den 35 mm-Schalen von Falcon verwendet, in welche ein 4.5 mm grofles abgestuftes Loch
gebohrt wurde. Durch dieses Loch wird der Chip bei der Messung von hinten mittels einer
vergoldeten Messingfeder kontaktiert. Die Chips vor und nach Einkleben in die Schalen
sind in Abbildung [3.4] zu sehen.
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| Schritt | Parameter
Substrat p-dotiert (Bor), 0.006 — 0.010 Qcm, 100-Richtung,
Fa. WaferNet GmbH
Reinigung CARO (H2S04:H304 3:1)

SC1 (NH4OH:H202:H20 1:1:5)
HF-Dip (1%)
SC2 (HC1:H202:H20 1:1:6)

Thermische Oxidation

Centrotherm-Ofen, Programm S-MA 7010,
1100°C, 6h, ca. 1000 nm SiO»

Photolackierung Beschichten mit HMDS
Aufschleudern des Photolackes (Typ 1215, Fa. micro resist)
Aushérten des Lacks (30 min, 90 °C)
Belichtung (436 nm, 5.5s, 21 mW /cm?)
Entwicklung (28 s, Entwickler MF84MX der Fa. Megaposit)
Atzen Ammoniumfluorid-Atzmischung mit 12.5% HF, 15 min
Maske entfernen CARO (H2S504:H209 3:1)
Nitrid HF-Dip 1%
RTP-Ofen, Programm frwnitrid30s,
30s NHs-Atmosphiére, 700°C, ca. 1.3nm
Titandioxid 10 — 40 nm,
durchgefiihrt bei der Fa. Microchemistry (Finnland)
mit Atomic Layer Chemical Vapor Deposition (TM)
Photolackierung Aufschleudern des Photolackes (Typ 1215, Fa. micro resist)
Aushirten des Lacks (30 min, 90°C)
Atzen 1% HF, 1 min
(Riickseite)
Metallisierung Aufdampfen von 200 nm Al, 10~° bar,
(Riickseite) Anlage Univex 350, Fa. Leybold
Séagen

Tabelle 3.1: Prozessschritte bei der Herstellung der Messchips.

Abbildung 3.4: Die fertigen Chips im Vergleich zu einer 1-Cent-Miinze und eingeklebt in die 35 mm-

Schalen.
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3.1.3 Verschiedene Dielektrika

Die spezifische Kapazitéit des Messchips im Spotbereich ist abhéngig vom Material und
der Dicke des verwendeten Dielektrikums. Bei einem gegebenen Zeitverlauf der am Chip
angelegten Spannung Vg wird bei einer htheren Kapazitéit die Spannung im Spalt zwischen
Chip und Zelle grofler sein. Dementsprechend kann eine bestimmte Spannung im Spalt bei
hoherer spezifischer Spotkapazitét iiber eine ldngere Zeitspanne gehalten werden, falls der
Spannungshub am Chip auf ein festes Intervall begrenzt ist.

Die Optimierung der verwendeten Beschichtung beziiglich Kapazitit und Durchbruchspan-
nung ist also fiir die Verbesserung der Stimulation sehr wichtig und wurde von Tamara
Birkenmaier und Frank Wallrapp in Diplomarbeiten [Bir01, [Wal03|] durchgefiihrt. Anfangs
wurde als Dielektrikum 10 nm dickes SiO2 mit einer spemﬁschen Kapazitét von 0.3 - “ 7 Ver-
wendet. Dies konnte um den Faktor 5 auf mittlerweile 1.5 £ . bei Verwendung von 20 nm
TiO5 mit einer SizNy4-Zwischenschicht erhdht werden.

Die Schichten aus TiOy wurden von der Firma ASM Microchemistry in Espoo (Finn-
land) im ALCVD™._Verfahren hergestellt (Atomic Layer Chemical Vapor Deposition,
sieche Abbildung [Rah02, Nie01]. In diesem Verfahren werden unterschiedliche che-
mische Verbindungen abwechselnd jeweils in Monolagen abgeschieden, wobei sie erst an
der Oberfliche miteinander reagieren. Dadurch bildet sich ein regelméfliges Kristallgitter,
welches durch andere Abscheideverfahren nicht gewihrleistet ist. Ndhere Informationen
zur Herstellung und Charakterisierung der dielektrischen Schichten finden sich in [Wal03].

20H (ad) + TiCl, (g) —
(-0-),TiCl, (ad) + 2HCI (g) (-0-),TiCl, (ad)

/.§.‘5~

(-O-),TiCl, (ad) + H,0 (g) —
(-0-),Ti(OH), (ad) + 2 HCI (g) TiO, + 20H (ad)

o

‘.? ../.?‘

Abbildung 3.5: Aufwachsen von TiOy-Schichten durch Atomic Layer Chemical Vapor Deposition (aus
[Rah02]). Abwechselnd reagieren TiCly und HoO an der Oberfliche und bilden ein Gitter aus Titan und
Sauerstoff. Ein Zyklus ist hier schematisch dargestellt.

29



KAPITEL 3. DIE MESSAPPARATUR

3.1.4 Spannungsabhingige Chipkapazitét

Bei der Messung der Kapazititen der Siliziumchips stellte sich heraus, dass die Kapazitét
des Spots sich in Abhéngigkeit von der angelegten Vorspannung éndert (Abbildung .
Wird an den Chip eine Spannungsrampe angelegt, so iibertrégt sich dieses spannungs-
abhingige Verhalten des Oxids auf den durch die Oxidkapazitit flieBenden Strom und
damit auf die Spannung V; im Spalt. Um die Simulationen entsprechend zu erweitern,
muss in den Differentialgleichungen Cox durch Cox(Vox) ersetzt werden.

Abbildung 3.6: Die Kapazitit des Spotoxids ist
abhingig von der anliegenden Vorspannung Vo x.
Eingezeichnet sind hier die gemessenen Werte der
spezifischen Kapazitat fiir einen mit 10nm (blau)

\/,_—, und 20 nm (rot) dickem TiOy beschichteten Spot.

0o 1 2 3 4 5 6 17
VOX[V]

Cox [uF/cm2 ]
o = N w [ (5}

Das Absinken der Kapazitét bei ungefahr 2 V wird durch die Bildung einer Raumladungs-
zone im Halbleiter verursacht, welche eine zusitzliche Kapazitéit darstellt und wegen der
Reihenschaltung von Isolator und Halbleiter die Gesamtkapazitit verringert. In [Sze81]
wird das Verhalten eines idealen Metall-Isolator-Halbleiter-Systems mathematisch be-
schrieben. Setzt man die Werte fiir die spezifische Kapazitit der dielektrischen Schicht
und die Dotierkonzentration des Halbleiters ein, ergibt sich die in Abbildung gezeigte
C-V-Abhingigkeit.

Abbildung 3.7: In [Sze81)] wird das Verhalten eines
idealen Metall-Isolator-Halbleiter-Systems model-
liert. Die gemessenen C-V-Kurven (Abbildung[3.6)
sind verschoben und zeigen eine starke Erhéhung

V der Kapazitit bei kleinen Spannungen (siehe Text).

Vox [V]

Cox [uF/cmz]
o = N w [~y (6,

Die Verschiebung der gemessenen und berechneten Kurve entlang der V-Achse lésst sich
dadurch erklédren, dass in der theoretischen Modellierung eine Flachbandspannung von
V = 0 angenommen wird, d. h. die Austrittsarbeiten fiir Metall und Halbleiter und damit
ihre Fermi-Niveaus sind gleich.

Die Kurve muss um den Wert der Flachbandspannung verschoben werden, falls diese
= 0 ist. Damit dndert sich die Bandverbiegung im Halbleiter und auch die Kapazitét der
Raumladungszone. Weiterhin ist in den gemessenen C-V-Kurven ein starker Anstieg der
spezifischen Kapazitit bei niedrigen Spannungen zu sehen, welcher in den modellierten
Kurven nicht auftritt. Dessen Ursache ist noch nicht geklért, eine mogliche Erklarung ist
aber eine Erhthung der Kapazitéit des Dielektrikums durch Na*t-Tonen, die in das TiO,
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Abbildung 3.8: Simulation einer Messung ohne
(blau) und mit (rot) Spannungsabhingigkeit der
Spotkapazitat.

Die Spannung Vs am Chip enthélt eine Spannungs-
rampe. Die Spannung V; in der Zelle wird konstant
gehalten. Die Spannung am Chip erzeugt eine Span-
nung Vi lber die untere Zellmembran. Dadurch
offnen die Kandle in der unteren Membran und es
flieBt ein Strom Ip. Eine ausfiihrliche Darstellung
erfolgt in Kapitel [4

Bei hohen Steigungen % der Spannung am Chip
weichen die simulierten Kurven mit und ohne
Beriicksichtigung der spannungsabhidngigen Spot-
kapazitat stark voneinander ab.

eindiffundieren. Eine weitere Rolle spielt moglicherweise die Bildung einer Raumladungs-
zone im Elektrolyten.
Abbildung zeigt eine Simulation einer Messung mit konstanter (blau) und spannungs-
abhingiger (rot) Spotkapazitit. Oben sind die Stimulationsspannung am Chip Vg und
die Membranspannung Vs zu sehen. Darunter sieht man in der Spannung Vi, iiber die
untere Membran und im Pipettenstrom Ip die Auswirkungen der spannungsabhéngigen
Chipkapazitét.
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3.1.5 Rauschen und Leckstréme
Rauschen

Bei den Messungen mit TiOs-beschichteten Chips fillt auf, dass im gemessenen Pipetten-
strom ein starkes Rauschen auftritt.

Es &duflert sich in kurzen, starke Stromstoflen. Die Hohe und Frequenz der Stromstofie
korreliert mit der am Chip angelegten Spannung. Aulerdem erhoht sich die Frequenz der
Stromstofle stark bei schnellen Spannungsdnderungen am Chip. Bei Chips mit SiOy als
Dielektrikum konnte diese Art von Stérung nicht beobachtet werden.

In Abbildung [3.9] sind Messungen mit unterschiedlichen Chips dargestellt. Die Amplitude
der Storungen bei den von Tamara Birkenmaier hergestellten Chips betrigt etwa 1nA
(links). Am Chip wurde eine Spannung von Vg = 0...6V angelegt. Das Dielektrikum
bestand aus 20nm TiO mit einer darunter liegenden diinnen SiOo-Schicht. Im Chip,
welcher von Frank Wallrapp hergestellt wurde (rechts), betrégt die Amplitude der Stérung
etwa 3nA bei Spannungen von bis zu 7 V. Der Chip ist ebenfalls mit einer 20nm dicken
TiO9-Schicht versehen, allerdings mit einem Zwischenlayer aus SigNy.

Bei hoherer Zeitauflssung (Abbildung [3.10) sieht man, dass die Stérung aus kurzen Peaks
besteht, die vom Patch-Clamp-Verstarker nicht weiter aufgelost werden kénnen. Sie tre-
ten in beinahe regelméfigen Absténden auf. Kurze Stromstéfie durch das Oxid bewirken
Spannungsspitzen im Spalt, deren 1. Ableitung durch die kapazitive Kopplung iiber die
Zellmembran im Pipettenstrom gemessen werden. Wihrend der abfallenden Flanke der

6 8
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Abbildung 3.9: Bei TiOs-beschichteten Chips wird beim Anlegen einer positiven Spannung (oben) am
Chip ein Rauschen im Pipettenstrom Ip (unten) beobachtet. Links der Chip von Tamara Birkenmaier,
rechts der Chip von Frank Wallrapp. Der Bereich innerhalb der gestrichelten Linien wird in Abbildung

vergréBert dargestellt.
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8
Abbildung 3.10: Die Form der Stérung in den ge-
6 | messenen Membranstromen ldsst darauf schlieBen,
— dass sie durch kurze StromstoBe durch das Oxid
>, 4 entsteht. Bei einer schnellen Spannungsdnderung
= wéchst die Frequenz der Stérung stark an.
2
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Spannung am Chip erhoht sich die Frequenz der Storung, so dass nur mit entsprechen-
der Filterung eine sinnvolle Messung des Kaliumstromes durch die Membran durchgefiihrt
werden kann.

Leckstrome

Die Beobachtung des Rauschens wihrend der Messung fiihrt zu der Vermutung, dass das
Dielektrikum nicht vollig dicht ist und geringe Leckstrome fliefen. Mit einem sensiblen
Messgerit konnen die Leckstréme bestimmt werden.

Abbildung zeigt die Leckstrome von vier verschiedenen Chips mit unterschiedlichen
Dielektrika. Es wurden Chips mit einem Spotdurchmesser von 250 ym und 1mm (lila
Kurve, Strom normiert auf 250 ym) verwendet. Der Leckstrom Ipx und die spezifische
Leckleitfahigkeit gox wurden iiber die am Chip angelegte Spannung aufgetragen. Die
Schichten, welche SiO9 enthalten, zeigen deutlich geringere Leckstrome. Im gesamten Be-
reich liegt der Leckstrom des Chips mit 40 nm SiO» eine Gréflenordnung unter den anderen
Stromen, fiir Vg < 4V sogar um 3 Groflenordnungen. Die Stréme beim Chip mit 2nm
SisN4 und 10nm TiOs steigen ab 2.5V so stark an, dass der Messbereich iiberschritten
wurde. Fiir die Messungen wurden Chips mit 20 nm und 40 nm TiOgy verwendet.

Im Vergleich zu den Leitfihigkeiten vom Spalt zwischen Chip und Zelle und von der Zell-
membran (beide etwa 10 Cm?sg) sind die Leckleitfdhigkeiten der Dielektrika um mindestens
4 GroBenordnungen kleiner. Sie werden im elektrischen Modell fiir das System Chip-Zelle
deshalb nicht beriicksichtigt.

Der physikalische Mechanismus, durch den die Leckstrome entstehen und der (wahrschein-
lich) fiir die spezielle Form der oben behandelten Stérungen verantwortlich ist, wurde nicht

untersucht.
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Abbildung 3.11: Die Leckstréme durch das Dielek-
trikum kénnen mittels eines sensiblen Messgerites
bestimmt werden. Die gemessenen Stréme wurden
auf Chips mit 250 um Spotdurchmesser normiert.
Dielektrika der gemessenen Chips:
12nm SiOy (blau)
2nm SiOy + 10nm TiOs (griin)

. . . : : . . . 2nm SisNy + 40nm TiOs (rot)
° 1t 2 3 4 5 6 7 8 2nmSisN, + 10nm TiO, (lila)

Jox [MS/cm?]

Vox [V]

3.1.6 Zersetzung der Chips durch die Zellkultur

Werden die Chips héufig fiir Experimente benutzt, so zeigen sich nach etwa 20 Zyklen
(Reinigung—Zellkultur—Experiment) Abnutzungserscheinungen, vor allem bei Verwendung
von TiO9 als Dielektrikum.

Abbildung zeigt rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von zwei Chips, welche
unterschiedlich oft benutzt wurden. Beide waren mit 2 nm SiO9 und 10 nm TiOs beschich-
tet.

Die obere Bilderreihe stammt von einem Chip zu Beginn des Zerstorungsprozesses. Die
Schleifspuren in der Aufnahme mit der kleinsten Vergréfierung lassen vermuten, dass die
Verdnderung der Oberfliche durch mechanische Belastungen bei der Reinigung (Wischen
mit einem Tuch) ausgelost oder wenigsten beschleunigt wird. Die Poren von etwa 300 nm
Durchmesser entstehen aber wahrscheinlich durch chemische Prozesse.

Die unteren Bilder zeigen einen Chip, welcher nach Erreichen des oberen Zustandes noch
weitere 5 Mal gereinigt und mit Zellen kultiviert wurde. Die dielektrische Schicht ist bei-
nahe vollstdndig verschwunden, und das blanke Silizium kommt zum Vorschein. Am Rand
des Bildes ist zu sehen, dass auch auf dem Schutzoxid um den Reizspot herum die diinne
dielektrische Schicht durch die mechanische Reinigung zerstort worden ist.

3.2 HEK?293-Zellen

Alle Messungen wurden an Zellen einer Zelllinie durchgefiihrt, welche die Bezeichnung
HEK293 tréagt. Die Erzeugung dieser Zelllinie wurde erstmals 1977 durch Transfektion von
menschlichen embryonalen Nierenzellen (deshalb HEK von Human Embryonic Kidney)
mit einem Adenovirus Typ 5 durchgefiihrt [Gra77, [Har77]. Dieser Adenovirus codiert On-
koproteine, welche eine kontinuierliche Zellteilung bewirken. Wird die DNA des Adenovi-
rus fest in das Zellgenom eingebaut, kann das Wachstum der Zellen nahezu unbegrenzt
weitergefithrt werden.
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Abbildung 3.12: Zerstérung der Chips durch Reinigung und Kultivierung mit Zellen.

Oben: Die sichtbare Veridnderung der dielektrischen Schicht beginnt nach etwa 20 Zyklen Reinigung—
Zellkultur—Experiment.

Unten: Nach weiteren 5 Zyklen ist die Schicht im Spotbereich vollkommen zerstért und beginnt sich
im Bereich des Schutzoxids zu zersetzen.

3.2.1 Kultur auf Chips

Die Kultivierung der HEK293-Zellen ist sehr einfach; die Zellen miissen bei 5% COs und
37°C 2times pro Woche in frische Kulturschélchen umgesetzt werden (Splitting 1:4 bis
1:6). Als Kulturmedium wird DMEM mit 10% FBS (Fetal Bovine Serum) verwendet.

Die HEK293-Zellen benttigen, um an der Oberfliche des Kulturgefafies zu adhérieren,
eine speziell beschaffene Oberfliche. Die Falcon-Kulturschalen werden bereits vorbehan-
delt geliefert. Das genaue Verfahren der durchgefiihrten Oberflichenbehandlung ist jedoch
nicht bekannt. Um auch auf Glas oder auf den Messchips ein Wachstum zu ermoglichen,
miissen diese beschichtet werden. Fiir die Reinigung und Beschichtung hat sich folgendes
Verfahren bewéhrt:

— Die Chips werden mit 80 °C heifler Tickopur-Losung mithilfe eines kleinen Tuchstiick-
chens gereinigt. Mit reinem Wasser (Millipore) werden diese daraufhin sehr griindlich
gespiilt und danach mit Stickstoff trockengeblasen.

— Die getrockneten Chips werden fiir 30 Minuten in einer mit HMDS-Dampf geséttigten
Na-Atmosphére beschichtet (HMDS=Hexamethyldisilazan).

— Zur Sterilisation werden die Chips in der Laminar-Flow-Box 30 Minuten mit UV-Licht
bestrahlt.

— Ein 5 ul grofler Tropfen der Fibronectin-Stammlésung wird in die Mitte der Chips ge-
setzt und dann mit 200 ul PBS verdiinnt. Die Losung ldsst man 2 A bei 4 °C einwirken,
damit das Fibronectin adsorbiert.

— Die Fibronectin-Lésung wird abgesaugt und die Chips werden 2x mit PBS gespiilt.
Dann wird das Kulturmedium in die Schalen mit den eingeklebten Chips gefiillt und
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die HEK293-Zellen werden dazugegeben.
— Nach etwa 18 bis 30 Stunden kénnen die Messungen durchgefiihrt werden.

3.2.2 Transfektion mit rekombinierter DINA

Die HEK293-Zellen besitzen normalerweise sehr wenige Ionenkanéle in ihrer Zellmem-
bran. Die Strome durch diese Kanile werden bei einer Patch-Clamp-Messung im whole-
cell-Modus als Leckstrome behandelt. Um zusétzliche Ionenkanéle in die Zellmembran zu
bringen, wird die DNA in geeigneter Form in die Zelle eingeschleust, damit diese mit der
Expression der Kanalproteine beginnt. Dieser Vorgang wird als Transfektion bezeichnet.

Es gibt mehrere Transfektionsmethoden:

Die erste ist die transiente Transfektion, bei der mittels verschiedener Moglichkeiten die
DNA durch die duflere Membran in einige Zellen eindringen kann, dann in den Zellkern
wandert und dort die Produktion der Proteine veranlasst.

Die zweite Methode ist die stabile Transfektion, die sich von der transienten nur durch die
nachfolgende Selektionsprozedur unterscheidet. Nach der transienten Transfektion liegt
die eingeschleuste DNA im Zellkern als kleiner (ca. 5000-10000 bp) Plasmidring vor. Nach
ein bis zwei Tagen entfernt die Zelle diesen wieder aus dem Kern und beendet damit die
Expression des entsprechenden Proteins. Bei wenigen der transfizierten Zellen (< 1%)
wird die DNA jedoch in das Erbgut eingebaut und bleibt dort dauerhaft erhalten (bei der
Teilung der Zellen wird die eingeschleuste DNA dann ebenfalls verdoppelt). Bringt man
zusétzlich zum gewiinschten Protein ein zweites fiir eine Antibiotikaresistenz auf dem Plas-
midring unter, so ermdoglicht diese den entsprechenden Zellen, in einem mit Antibiotikum
versetzten Nahrmedium zu iiberleben. Die iibrigen Zellen, die die DNA fiir die Antibioti-
karesistenz und das Kanalprotein nicht in ihr Erbgut eingebaut haben, werden durch das
Antibiotikum innerhalb einiger Tage abgetotet. Da die Resistenz und das Zielprotein, d. h.
der Kanal, nur gemeinsam in das Erbgut integriert werden, exprimieren alle iiberlebenden
Zellen auch das Kanalprotein.

3.3 Intrazellulire Messung mit Patch-Clamp

Um die elektrischen Eigenschaften der Zelle bestimmen zu kénnen und fiir die Kontrolle
vom Strom durch oder der Spannung iiber die Zellmembran muss das Zellinnere kontak-
tiert werden. Die dafiir entwickelte Technik wird als Patch-Clamp-Technik bezeichnet. Die
elektronische Steuerung iibernimmt ein speziell dafiir konstruierter Verstérker.

3.3.1 Die Patch-Clamp-Methode

Um die Verbindung zum Zellinneren herzustellen, wird eine Mikroelektrode aus Glas ver-
wendet, deren Inneres mit einem Elektrolyten gefiillt und durch einen chlorierten Sil-
berdraht kontaktiert ist. Der entscheidende Faktor bei der Patch-Clamp-Technik ist die
Verwendung einer Pipette mit grofer Offnung (1-10 um), welche bei Berithrung der Zell-
membran mit dieser verschmilzt und dadurch einen sehr hohen Widerstand (> 5 G2, ,,Gi-
gaseal“) zum umgebenden Bad bildet (Abbildung. Dies ist auch der Unterschied zum
Anstechen der Zelle mit einer feinen Mikropipette von ca. 100 nm Durchmesser, wie sie vor
Entwicklung der Patch-Clamp-Technik verwendet wurden (Sealwiderstand < 100 M©Q).
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Die Patch-Clamp-Methode wurde 1976 von Neher und Sakmann entwickelt, die damit das
Offnen und Schliefien einzelner Tonenkanile beobachtet haben [Neh76]. Dabei arbeiteten
sie im cell-attached-Modus, d.h. die Pipette sitzt auflen an der Zellmembran und misst
den Strom durch den Membranflecken, der die Offnung verschliet. Befindet sich in diesem
Flecken nur ein einzelner Ionenkanal, lasst sich direkt beobachten, wie dieser sich 6ffnet
und schliefit. Erst spédter wurde die Technik erweitert, um das Zellinnere zu kontaktieren,
indem man durch kurzes, kréiftiges Saugen an der Pipette den Membranflecken zerstort und
dadurch das Pipetten- mit dem Zellinneren verbindet. Diese sog. whole-cell-Konfiguration
und zwei weitere Abwandlungen, die inside-out- und outside-out-Konfigurationen, wurden
1981 von Hamill in [Ham81] beschrieben. Hieraus stammt auch die Abbildung [3.14] welche
die vier verschiedenen Konfigurationen illustriert.

Alle in der vorliegenden Arbeit gezeigten Messungen wurden in der whole-cell-Konfigu-
ration durchgefiihrt, da sich nur so die Stréme durch die gesamte Zellmembran messen
lassen.

3.3.2 Single Electrode Voltage Clamp (SEVC)

Fiir die Kontrolle der Spannung im Zellinneren und die Messung des durch die Membran
flieBenden Stromes wird der Patch-Clamp-Verstirker verwendet. Fiir eine ausfiihrliche
Beschreibung der Technik siehe [SG93].

Das grofite Problem bei der Kontrolle der Spannung im Zellinneren ist der Spannungs-
abfall an der Mikroelektrode, der durch deren Widerstand verursacht wird. Bei typischen
Elektrodenwiderstéinden von ca. 5 M) und einem Stromfluss von 10 nA ergibt sich fiir den
Spannungsabfall an der Pipette ein Wert von 50 mV. Bei einer intrazelluliren Spannung
von 100 mV wird also ein Wert von 150 mV gemessen, der Fehler betréigt 50%. Mit dem
discontinuous mode im Single Electrode Voltage Clamp (dSEVC) wurde eine Methode
gefunden, mit welcher sich dieser Fehler vermeiden lisst.

Der gesamte Messvorgang wird hierbei abwechselnd mit einer Frequenz im kHz-Bereich,
der sog. switching frequency, in zwei Phasen aufgeteilt. Ein Zeitschema fiir den Messvor-
gang im dSEVC ist in Abbildung dargestellt. In der ersten Phase wird ein Strom in
die Zelle injiziert, welcher die Membrankapazitéit aufladt und damit die Spannung in der
Zelle veréindert. In der zweiten Phase wird kein Strom mehr in die Zelle injiziert, wodurch
die Pipette und das Zellinnere auf derselben Spannung liegen, welche dann am Ende der
zweiten Phase gemessen wird. Der Strom, welcher in der wieder darauffolgenden Phase
1 in die Zelle injiziert wird, berechnet sich proportional zur Abweichung der gemessenen

Abbildung 3.13: Bei der Patch-Clamp-Methode
wird eine Pipette mit groBer Offnung (1 — 10 um)
an die Zelle gefiihrt. Die Zellmembran und die Pi-
pettenéffnung verschmelzen bei der Beriihrung und

bilden einen Gigaseal (aus [Num96]).
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LOW RESISTANCE SEAL

M 0 o) Abbildung 3.14: Schematische Darstellung der
Verfahren, mit welchen sich die vier verschiedenen
Konfigurationen fiir die Patch-Clamp-Messungen
erreichen lassen (aus [Ham81)]). Alle in dieser Arbeit
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Spannung von der vorgegebenen Sollspannung Ve, Im Idealfall erreicht die Spannung im
Zellinneren bei einer Anderung der Sollspannung nach wenigen Zyklen ihren neuen Wert.
Die switching frequency muss einerseits so hoch gewéhlt werden, dass die Zelle sich in
der Messphase nicht iiber ihre Membranleitfahigkeit entladen kann, d. h. viel hoher als die
Zellzeitkonstante ay = RyChy.

Die Pipette selbst besitzt allerdings eine Kapazitéit, welche sich wihrend der Injektions-
phase auflidt und wihrend der Messphase wieder entlidt. Deshalb muss mit der Span-
nungsmessung in der zweiten Phase so lange gewartet werden, bis sich die Pipette nahezu
vollstandig entladen hat, damit die Messung nicht verfialscht wird. Dies bedeutet, die swit-
ching frequency darf andererseits nur so hoch gewéhlt werden, dass die Messphase langer
als die Zeitkonstante der Pipette 7p = CsR4 (Cg Streukapazitit der Pipette, R4 Ac-
cesswiderstand) bleibt.

Diese zwei Bedingungen fiir die switching frequency fs, = 1/(27sy) lauten zusammenge-
fasst:

TP < Tsw KL TM (3-1)

Im Idealfall ist die Zeitkonstante der Zelle 75, wesentlich hoher als die der Pipette 7p,
und die switching frequency ldsst sich dann am Verstirker zwischen 1kHz und 60kHz
einstellen, so dass sie zwischen den beiden Zeitkonstanten liegt.

Falls 7ps viel grofler als 7p ist, ergeben sich hierbei keine Probleme. Die Kapazitiat der
Pipetten betrigt in etwa 15pF und ihr Widerstand liegt bei 5MSf), so dass sich eine
Zeitkonstante von 75 us ergibt. Die spezifische Membrankapazitét der Zelle ist 1 L womit

ch 9
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man bei einer Halbkugel von 15 pum Durchmesser eine Zellkapazitdt von 21 pF erhélt.
Damit zwischen 7); und 7p ein Faktor von etwa 10 liegt, muss die Zellzeitkonstante 750 us
betragen. Der Widerstand der gesamten Zellmembran sollte in diesem Fall also einen Wert
von 35MQ nicht unterschreiten. Bei Vjy = 70mV (entspricht V3; — Vg = 150mV) darf
damit ein maximaler Strom von 2nA flieBen. Uberschreitet der Strom diesen Wert, wird
die Spannung nicht mehr richtig geklemmt.

Falls die Zellen eine hohere Leitfahigkeit besitzen, muss ein Abgleich der Pipette vorge-
nommen werden. Dabei wird zu Beginn jeder Phase (Injektion bzw. Messung) zusétzlich
zum rechteckigen Strompuls ein kurzer, hoher Strom (d. h. ein Ladungsstof}) in die Pipette
injiziert, welcher diese im Idealfall so aufléadt, dass wahrend der darauffolgenden Injekti-
onsphase keine Spannungsidnderung durch eine weitere Aufladung der Pipettenkapazitit
erfolgt. Durch diese Kompensation ergibt sich eine Rechteckspannung an der Pipette,
d.h. V,,,,, wird sehr schnell erreicht. Die Zeitkonstante der Pipette ist scheinbar viel klei-
ner geworden, und die switching frequency lasst sich wesentlich hoher wéhlen, so dass die
schwichere Bedingung

Tsw K TM

erfiillt wird. Bei einer maximalen switching frequency von 60kHz ist 75, = 8.3 us, die
Zeitkonstante der Zelle sollte also mehr als 80 us betragen, was einem Widerstand von
4 MS) entspricht. Dies bedeutet, dass ein Strom von 25nA flieflen darf.

Allerdings ergibt sich ein Nachteil aus dieser Art der Kapazitdtskompensation: Bei einer
geringen Anderung der Pipettenkapazitit, wie sie z.B. durch Anderungen des Fliissig-
keitsstandes im Messschéilchen (durch Verdunsten), Druckédnderungen in der Pipette oder

Strom-  Spannungs-
injektion messung

e

Melzeitpunkt
I
z’tp
Ve
— e
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Abbildung 3.15: Im discontinuous Single Electrode Voltage Clamp (dSEVC) wird abwechselnd Strom
in die Zelle injiziert und die Spannung im Zellinneren gemessen. Nach der Strominjektion fallt die
Spannung Vp an der Pipette mit Tp ab, danach kann die Spannung gemessen werden. Die Spannung
in der Zelle Vy; wird in Richtung der Sollspannung V..., angehoben und fallt dann langsam mit 1)
ab. Die switching frequency muss so gewihlt werden, dass Ungleichung[3.]] erfiillt ist.
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KAPITEL 3. DIE MESSAPPARATUR

Findringen von Membranstiickchen in die Pipettentffnung hervorgerufen werden kann,
ist der Abgleich der Kapazitdt unvollstindig. Dadurch entsteht zum Zeitpunkt der Span-
nungsmessung ein Spannungsabfall in der Pipette, und die geklemmte Spannung setzt sich
aus der Spannung V3 im Zellinneren und dem Spannungsabfall {iber die Pipette zusam-
men. Eine Korrektur der Messdaten ist nicht méglich, da ja die nur die Spannung an der
Pipette und nicht diejenige in der Zelle gemessen wird. Der Messfehler tritt nur im Strom
auf, da dieser sich entsprechend Vj; mit verdndert. Da gerade der Strom die unbekannte
Messgrofle ist, ist eine Korrektur also nicht moglich. Die Messung sollte also in moglichst
kurzer Zeit (< 5 Minuten) nach dem Abgleich erfolgen, und man sollte den Stromfluss
durch die Zellmembran bei einer bestimmten geklemmten Spannung vor und nach der
Messung vergleichen.
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Kapitel 4

Offnen der Kanile durch die
extrazellulire Spannung

Ziel dieser Arbeit ist es, mit einem geeigneten Spannungspuls am Chip die Kanile der
unteren Zellmembran zu 6ffnen. In diesem Kapitel wird gezeigt, dass eine Spannungsrampe
konstanter Steigung durch die kapazitive Kopplung eine Spannung im Spalt zwischen Chip
und Zelle erzeugt und diese die Kanéle der unteren Zellmembran beeinflusst.

Das Prinzip wird in Abschnitt anhand des elektrischen Modells Chip—Zelle erlautert.
Eine Abschitzung der fiir das Offnen der verwendeten K*-Kaniile notwendigen Zeitkon-
stanten ergibt, dass dies nur mit Hilfe einer stark vergroflerten Spotkapazitéit und vermin-
derter Leitfahigkeit des Badelektrolyten moglich ist.

Dass die Spannung im Spalt sich tatsédchlich durch einen entsprechenden Spannungspuls
am Chip beeinflussen lisst, kann sowohl mittels optischer Methoden nachgewiesen werden
als auch als auch elektrisch iiber die Messung des Membranstroms im Voltage-Clamp.

Die optische Charakterisierung des Chip—Zelle-Interfaces in Abschnitt umfasst neben
der Messung der Spannung iiber die untere Zellmembran mit spannungsabhingigen Fluo-
reszenzfarbstoffen noch die Abstandsbestimmung der Zelle vom Substrat mittels FLIC
und die Bestimmung der Oberflichengeometrie mittels Konfokalmikroskopie.

Die elektrische Charakterisierung der Kopplung Chip-Zelle geschieht durch die Uberlage-
rung einer intrazelluldren und einer extrazelluldren Spannung. Die intrazelluldre Spannung

offnet die Ionenkanéle und erlaubt so eine Messung der Spannung im Spalt {iber den Strom,
der durch die offenen Kanile der unteren Membran fliet (Abschnitt [4.3).

Im letzten Abschnitt wird das Offnen der Kaniile in der unteren Zellmembran direkt
gemessen. Dass der beobachtete Strom auf die offenen Kanéle zuriickzufithren ist, wird
durch die Bestimmung charakteristischer Eigenschaften des Kv1.3-Kanals bestétigt.

4.1 Prinzip des Offnens

In bisherigen Arbeiten zur kapazitiven Stimulation von Nervenzellen auf Siliziumchips wur-
den meistens Rechteckpulse am Chip angelegt, da sich bei Invertebratenzellen (Schnecken,
Blutegel) dadurch ein Aktionspotential auslésen ldsst [Fro95, [Ste97]. Solche Rechteckpulse
erzeugen im Spalt eine kurze, exponentiell abfallende Spannung, die durch Elektroporation
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die Membranleitfdhigkeit erhoht. Der dabei in die Zelle flielende Strom hebt die intrazel-
luldre Spannung iiber die Schwellspannung zur Auslésung des Aktionspotentials (siehe
Einleitung). Das Offnen der Ionenkanile wird jedoch nur bei einer linger anhaltenden
Spannung einer gewissen Grofle im Spalt moglich. Da die Kapazitit Cox des Chips und
der Widerstand R; des Elektrolyten im Spalt einen Hochpassfilter bilden, muss am Chip
eine Spannungsrampe konstanter Steigung (Vg) angelegt werden, damit sich im Spalt eine
konstante Spannung V; ausbildet. Dieses Prinzip ist in Abbildung skizziert.

Damit sich die Ionenkanile der unteren Membran 6ffnen, muss die Spannung im Spalt ne-
gativ sein, die Spannungsrampe am Chip also eine negative Steigung besitzen. Die negative
Spannung V; im Spalt depolarisiert die untere Zellmembran und 6ffnet deren Ionenkanile.
Der Strom Ip, welcher durch diese Kanéle fliefit, wird mittels des Patch-Clamp-Verstérkers
gemessen.

Vor der Durchfithrung des Experiments sollte iiberlegt werden, welche Stimulationspulse
am Chip angelegt werden, und wie das erwartete Messergebnis aussehen wird. Wenn eine
konstante Spannung im Spalt erzeugt wird, erwartet man Stréome, die denjenigen #hnlich
sind, die bei Anlegen einer konstanten intrazelluldren Spannung gemessen werden. Kon-
stante Spannungen im Spalt wiederum ergeben sich, wenn an den Chip Spannungsrampen
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Abbildung 4.1: Um die lonenkanale in der unteren Zellmembran zu 6ffnen, wird am Chip eine negative
Spannungsrampe angelegt. Im Spalt zwischen Chip und Zelle bildet sich dadurch eine negative Spannung
aus, die sich nicht direkt messen lasst. Sie depolarisiert die untere Zellmembran und éffnet die darin
enthaltenen lonenkanale. Der Strom ldsst sich im Verstirker messen.
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4.1. PRINZIP DES OFFNENS

Abbildung 4.2: Geplantes Experiment und er-
wartete Messkurven. An den Chip wird die Span-
nung Vs angelegt. Die Steigung der Spannungs-
rampe wird von Puls zu Puls erhéht. Im Spalt
zwischen Chip und Zelle erwartet man die Span-
J nung V. Wéhrend der Spannungsrampe am
Chip nimmt sie konstante negative Werte an. Die
Dynamik im Offnen der Kanile wird bestimmt
durch die Spannung im Spalt. Das Offnen der
Kanale lsst sich im gemessenen Strom Ip be-
obachten.

T T T T T T Die Skalen fiir die Zeit, die Spannungen und den
- Strom wurden offen gelassen, da es sich um eine
. vorldufige, grobe Planung des Experiments han-
i delt. Wie lange und wie hoch die Spannungs-
rampen gewahlt werden, wird im folgenden Ab-
schnitt iiberlegt.

Vs

Vs

Ip

konstanter Steigung angelegt werden.

Die Verldufe der Spannung Vg am Chip, der Spannung V; im Spalt und des gemesse-
nen Pipettenstroms Ip im geplanten Experiment sind in Abbildung [£.2] dargestellt. Vg
bezeichnet die Spannung am Chip. Um das Offnen der Kanéle bei unterschiedlichen Mem-
branspannungen zu beobachten, wird die Steigung der Spannungsrampe von Puls zu Puls
verdndert. Die Spannung V; im Spalt nimmt dabei unterschiedliche negative Werte an.
Diese offnet die Kanéile der unteren Membran. Der Strom Ip durch die Kanéle wird mit
der Mikropipette gemessen.

Die fiir die Kopplung vom Chip in die Zellmembran relevante Grofle ist die aus Zellkapa-
zitdt und Spaltwiderstand gebildete Zeitkonstante Tox = RjCox. Je grofler die Zeitkon-
stante 1o x ist, desto hoher wird die Spannung im Spalt zwischen Chip und Zelle, und desto
eher 6ffnen sich die Kanéle der unteren Membran. Im folgenden wird abgeschétzt, wie hoch
Tox sein muss, um die Kaniile der unteren Membran zu 6ffnen. Aus der Abschitzung wer-
den sich ebenfalls die Groflen vom Spannungsintervall und der Zeitdauer der Spannungs-
rampe am Chip ergeben, die fiir das Offnen der Kanile notwendig sind.
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Notwendige Zeitkonstante 7o x

Bei Anlegen einer Spannungsrampe mit konstanter Steigung am Chip wird sich nach kurzer
Zeit (17 = Ry - (Cox + Cypr)) eine bestimmte Spannung im Spalt einstellen. Berechnet
man diese mit Hilfe des elektrischen Modells ohne Elektrodiffusion (Gleichungen 2.1)), so ist
diese Spannung konstant; bei Beriicksichtigung der Elektrodiffusion erhilt man aufgrund
der An- oder Abreicherung von Ionen im Spalt eine geringe Drift. Weiterhin verringert sich
die Spannung erheblich, wenn die Kanéle in der unteren Zellmembran 6ffnen und dadurch
eine zum Spalt parallel geschaltete Leitfahigkeit bilden. Fiir die nachfolgende Abschéitzung
der zum Offnen der Kanile notigen spezifischen Spotkapazitit und der Leitfihigkeit des
Spalts wird der einfachste Fall betrachtet, d. h. unter Vernachléssigung der Elektrodiffusion
und der Kanalleitfdhigkeiten und mit konstanter Spotkapazitit.

Das Ziel ist es, die Ionenkanéle zu 6ffnen; abhingig von der vorhandenen Spannung im
Spalt variiert die Zeitspanne, innerhalb der ein bestimmter Anteil der Kanéle sich 6ffnen
wird. Je hoher der Betrag der Spannung im Spalt und je ldnger diese Zeitspanne ist, desto
mehr Kanéle werden sich offnen.

Abbildung 4.3: 20 10% [50% 190% A
A: In Abhangigkeit der Spannung Vy im Spalt und
der Zeitspanne At 6ffnet sich ein gewisser Prozent- 15
satz der Kandle in der unteren Zellmembran. Die E
Kurven fiir 10%, 50% und 90% offene Kanile sind = 1q |
hier eingezeichnet. 3
5
0 T T T
0 -50 -100 -150
B: Bei einem festen Spannungsintervall von AVg = 20 - B
5V der Rampe am Chip verhalten sich die Span-
nung im Spalt und die Zeitspanne, iiber welche diese 15 |
aufrecht erhalten werden kann, reziprok zueinander. "o
Die Lage der entsprechenden Kurve ist abhangig von E 10 .
der Zeitkonstanten Tox = CoxR}. ) 20ns
< 70us
5
Sus
0 T T T
0 -50 -100 -150
C: Legt man A und B iibereinander, so lisst sich 20 | 50% C
ablesen, wie weit sich die Kanéle bei einer gegebe-
nen Zeitkonstante o x 6ffnen. Die Héhe und Dauer 15 |
der Spannung im Spalt V; und At gelten fiir eine "y
5V-Spannungsrampe am Chip. & 10 |
Beispiel (griin eingezeichnet): Von einer 5 V-Rampe b 70us
am Chip iiber 6.7 ms wird im Spalt eine Spannung 5 &
von —52mV erzeugt, die 50% der Kanile &ffnet. —
0 T e
0 -50 -100 -150

VJ [mV]
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Da die Spannung V; extrazelluldr anliegt, entspricht eine negative Anderung der Spannung
V7 einer positiven Anderung der intrazelluldren Spannung Vj;. Um Kanile zu 6ffnen, muss
also V; < 0 und dementsprechend % < 0 gewdhlt werden. Mit den Differentialgleichun-
gen welche fiir die Dynamik des in den Messungen verwendeten K*-Kanals Kv1.3
aufgestellt wurden, kann aus der Spannung Vs iiber die untere Membran der Verlauf des
Offnungszustands der Kanile berechnet werden. Trigt man die nach einer bestimmten
Zeit At erreichte Leitfahigkeit der unteren Membran in Abhéngigkeit von der Spannung
im Spalt auf, so erhélt man das Diagramm A. Um z.B. 50% der Kaniile zu 6ffnen,
ist es notwendig, fiir 6.7 ms eine Spannung V; im Spalt von —52mV zu erzeugen (fiir die

durchgefithrten Rechnungen wurde das intrazelluldre Potential auf V3 = —60mV gesetzt.
Daher entspricht eine Spannung im Spalt von V; = —50mV einer Spannung iiber die
untere Zellmembran von Vi = Vi — Vy = —10mV).

Zur Berechnung der Spannung V; im Spalt setzt man in Gleichung dg%” = 0 (Voltage-
Clamp) und G jpr = Gpar = 0 (geschlossene Kanile). Die Losung ist die Summe aus einem
exponentiell abfallenden Term (Zeitkonstante ca. 200 ps) und dem konstanten Anteil

dV. AV
Vy=CoxRy-—2 =CoxRy =2

. At = -A
7 At bzw V; t=CoxRjy Vg

Die GroBe des Produkts V- At ist proportional zum Spannungsintervall, welches die Span-
nung am Chip iiberstreicht. Diese ist begrenzt durch die untere Grenze 0V, bei der das
Dielektrikum aufgrund von Gasentwicklung zerstort wird, und eine obere Grenze von etwa
5V, bei welcher der Durchbruch des Dielektrikum eintritt. Bei einem festen Spannungs-
intervall der Rampe am Chip verhalten sich das Zeitintervall At und die Spannung V;
im Spalt reziprok zueinander. Dieser Zusammenhang ist in Abbildung B fiir das feste
Spannungsintervall |[AVs| = 5V und verschiedene Zeitkonstanten 7ox dargestellt.

Legt man die Diagramme A und B iibereinander, kann man ablesen, wie weit sich
die Kanile bei einer gegebenen Zeitkonstante tox 6ffnen (Abbildung C). Beispielsweise
offnen sich 50% der Kaniile, wenn bei einer Zeitkonstante von 7ox = 70 us die Spannungs-
rampe 5V hoch und 6.7 ms lang ist (Steigung 0.75 V/ms). Die Spannung V erreicht dabei
einen Wert von —52mV.

Man sieht, dass fiir das Offnen der Kanile eine groBe Zeitkonstante vorteilhaft ist. Eine
Aufstellung der Zeitkonstanten bei verschiedenen Dielektrika und Elektrolytleitfahigkeiten

zeigt Tabelle

physiologische Losung nicht-physiologische Losung
70X 135mM Na™ (p; =55Qcm) | Nat-frei (p; = 682Qcm)
10nm SiO9
0.3 cﬁ; 1.1 pus 14 ps
20 nm TiO9
uF 5.6 us 69 s
1.5 2=

Tabelle 4.1: Die Zeitkonstanten 7o x fiir unterschiedliche Dielektrika und Elektrolytleitfahigkeiten. Ein
Vergleich mit Abbildung[4.3 C zeigt, dass sich nur mit 20 nm TiOy und dem Na*-freiem Badelektrolyten
Zeitkonstanten erreichen lassen, bei denen man die Kanile durch eine 5V-Spannungsrampe am Chip
offnen kann.
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4.2 Charakterisierung des Adhisionsbereichs — optisch

Verschiedene optische Methoden erméglichen eine Charakterisierung des Adhésionsbe-
reichs zwischen der Zelle und dem Chip.

Der Abstand von der Zelle zum Chip ldsst sich mit der FLIC-Methode (Fluorescence
Interference Contrast Microscopy) messen, welche in der Abteilung fiir Membran- und
Neurophysik des MPI fiir Biochemie entwickelt wurde.

Die Oberflachengeometrie der Zellen, welche auf dem Chip wachsen, wurde mit Hilfe eines
konfokalen Laserscanmikroskops bestimmt. Die damit erhaltenen dreidimensionalen Bilder
der angefiarbten Zellmembran erlauben eine Abschiatzung des Verhéltnisses G der Fliache
der Adhisionsmembran (die zur Kopplung mit dem Chip beitréigt) zur Fliche der freien
Membran.

Spannungsabhéngige Fluoreszenzfarbstoffe ermdoglichen eine Messung der Spannung iiber
die Zellmembran, die beim Anlegen einer Spannung am Chip entsteht [Bra01]. Damit wird
die Bestatigung geliefert, dass das Punkt- bzw. das Flachenkontaktmodell die widhrend
der Stimulation entstehende Spannung im Spalt richtig vorhersagen. Die Messung der
Spannungstransienten fithrte Raimund Gleixner im Rahmen seiner Doktorarbeit durch.

4.2.1 Abstandsbestimmung der Zellen vom Substrat mit FLIC

Der Widerstand des Elektrolyten zwischen Zelle und Chip berechnet sich aus den geo-
metrischen Abmessungen des Spalts, d.h. der radialen Ausdehnung der Kontaktfliche
Zelle—Chip und der Dicke des Spalts. Deren Bestimmung wurde mit der FLIC-Methode
(Fluorescence Interference Contrast Microscopy) vorgenommen [Lam96) [Lam02), Bra97].
Mit dieser Methode erhélt man den Zell-Substrat-Abstand auf etwa 1 nm genau.

In die Zellmembran wird der Farbstoff DilC;g(3) eingebracht. Das eingestrahlte Licht
bildet an der Siliziumoberfliche eine stehende Welle aus und regt den Farbstoff zur Fluo-
reszenz an. Wachsen die Zellen auf einem Chip, der mit verschieden hohen Stufen (ca. 10
bis 150nm) aus einem Dielektrikum strukturiert ist, so wird der Farbstoff in Abhingig-
keit von der Stufenhéhe unterschiedlich stark angeregt. Entsprechend wird die Emission
des Fluoreszenzlichts unterdriickt, wenn der Farbstoff in einem Wellenknoten der emittier-
ten Welle sitzt. Die detektierbare Fluoreszenz hingt also vom Aufbau des Schichtsystems
Substrat—Dielektrikum—Elektrolyt—Membran ab. Kennt man die optischen Eigenschaften
des Substrates und der verschiedenen Schichten (Brechungsindizes, Reflexionskoeffizienten
und Dicken), so ldsst sich iiber die Messung der verschiedenen Fluoreszenzintensitéten der
Abstand des Farbstoffmolekiils und damit der Zellmembran von der Substratoberfliche
bestimmen (siche Abbildung [4.4).

Abbildung 4.4: Das Prinzip der FLIC-Methode.
Durch die verschieden hohen Stufen liegen die
Farbstoffmolekiile in der Membran in Knoten oder
Bauchen der anregenden bzw. abgestrahlten Wel-

le. Sind die Oxidhéhen bekannt, lasst sich der Ab-
Oxid stand der Membran vom Substrat bestimmen (aus
[Bra97j).
7 Substrat 7.
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50 100 150
dox [nm]

Abbildung 4.5: Links ist ein Beispiel eines FLIC-Bildes zu sehen. Die vier Messfelder sind rot einge-
zeichnet. Rechts die dazugehérige Kurve mit den vier Wertepaaren aus den Oxiddicken und den darauf
gemessenen Intensititen. Die Theoriekurve passt zu einem Abstand von dy = 43.2 + 0.8 nm.

Die Aufnahme der Fluoreszenz der Zelle geschieht durch das Mikroskop iiber eine CCD-
Kamera. Es wurden FLIC-Chips mit vier verschiedenen Stufenhéhen fiir die Messung
verwendet. An die vier Wertepaare der gemessenen Intensitdten und der zugehorigen Oxid-
dicken wird eine theoretische Intensitéitskurve angefittet, die den Abstand Zelle-Chip als
Fitparameter liefert (Abbildung [4.5)).

Mittels der FLIC-Methode wurde der Abstand von HEK293-Zellen zum Substrat jeweils
fiir eine SiO2- und eine TiO2-Oberfliche und normale, d.h. physiologische Elektrolyten
und solche mit verminderter elektrischer Leitfdhigkeit (Ersetzung von NaCl durch Glucose)
bestimmt. Dabei wurden jeweils zwischen 30 und 120 Zellen ausgemessen. Die Mittelwerte
und die Statistik zeigt Abbildung Der Abstand der Zellen vom Substrat ist auf TiOq
wahrscheinlich deshalb grofler als bei SiOq, weil die TiO2-Chips vor der Messung erst ein
einziges Mal gereinigt wurden. Erfahrungsgemafl wird der Abstand zwischen Zelle und
Substrat bei den ersten 3 bis 5 Reinigungszyklen geringer. Auf unterschiedlichen Chips
wachsen die Zellen auflerdem mit unterschiedlichen Absténden (vgl. Messung mit TiO9 und
Normalmedium). Dies ist moglicherweise auf Schwankungen bei der Reinigungsprozedur
zuriickzufiithren.

Die gemessenen Absténde liegen bei allen Kombinationen zwischen 40 nm und 80nm.
Dieser Abstand zwischen Substrat und Zelle wurde in den Simulationen verwendet. Er
geht ein in die Spaltleitfihigkeit gsas.

4.2.2 Oberflichengeometrie der Zellen

Beim Wachstum der Zellen auf beschichteten Chips werden zwei verschiedene Zellgeome-
trien beobachtet. Ein Teil der Zellen zeigt eine spindelférmige Geometrie, wie sie auch bei
der Kultur der Zellen in den Plastikschélchen auftritt. Viele Zellen wachsen jedoch in einer
stark abgeflachten Form, wie sie bei der Kultur in den Schalen nur selten zu finden ist.

Die beiden Wachstumsgeometrien unterscheiden sich in der Gesamtfliche Ay; der Mem-
bran und im Verhéltnis # von adhérierter zu freier Membranflache, wie sich aus Abbildung

47



KAPITEL 4. OFFNEN DER KANALE DURCH DIE EXTRAZELLULARE
SPANNUNG

151 Si0, 15 1 TiO;
Normal Normal
10 1 d=47+7nm 1041 d=83+14nm
o [=}
5 1 5 -
0 0 T T
20 40 60
dJ[nm] dy[nm]
20 Sio, 40 TiO,
+ .
15 | Na‘'-frei 30 | Na'-frei
d=42+6nm d=64+8nm
£ 10 - S 20 {
5 - 10
0 o : . :
20 40 60 80 100
dJ[nm] dy[nm]

Abbildung 4.6: Der Abstand Zelle-Substrat wurde fiir eine SiOs- und eine TiOs-Oberfliche und phy-
siologischen und natriumfreien Elektrolyten bestimmt. Die mittleren Abstinde sind jeweils in der Grafik
angegeben. Fiir jede Kombination wurden Messungen auf zwei Chips durchgefiihrt, deren Anteile in rot
und griin wiedergegeben sind.

Abbildung 4.7: Die HEK293-Zellen zeigen zwei unterschiedliche Zellgeometrien. Der eine Zelltyp ist
spindelférmig und hat eine geringe Adhdsionsfliche, der andere Typ ist abgeflacht und hat eine héhere
Adhsionsfliche. Die Bilder wurden mit einem Laserscanmikroskop aufgenommen (WeiBer Balken =
10um). Die unteren Bilder zeigen die Schnitte der dreidimensionalen Daten entlang den schwarzen
Linien.
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schlieflen lisst. Bei den Zellen mit spindelférmiger Geometrie adhériert etwa ein Viertel
der Membran (3 = 0.25) und die gesamte Membranfliche betrigt ungefihr Ay, = 700 ym?,
wohingegen bei den abgeflachten Zellen fast die Hilfte der Membran zur Adhésionsflache
beitriigt (8 = 0.85) und die Gesamtfliiche sich auf etwa Ay; = 1000 um? oder mehr beliuft.
Die Messungen wurden an den abgeflachten Zellen ausgefiihrt, da erstens die Adhésions-
fliche und zweitens auch ihr Anteil an der Gesamtfliche der Zelle gréfer sind als bei den
spindelférmigen Zellen. Bei wachsender Adhésionsfliche erhdht sich der Widerstand des
Elektrolyten im Spalt, wodurch bei gleicher Spannung am Chip hthere Spannungen im
Spalt erreicht werden.

Die Falschfarben-Bilder in Abbildung wurden mit einem Laserscanmikroskop auf-
genommen. Dazu wird in die Zellmembran ein Fluoreszenzfarbstoff (Fluorescein) einge-
bracht. Anregungs- und Emissionslicht miissen ein Pinhole passieren, wodurch der Fokus
auf ein kleines raumliches Gebiet beschriankt wird. Durch Rasterung aller Punkte lésst sich
die dreidimensionale Struktur des Objekts bestimmen. Die Schrittweite betrégt bei diesen
Bildern XxYxZ = 0.184 x 0.184 x 0.8 ym. Die beiden oberen Bilder zeigen die Zellen von
oben, d.h. senkrecht zur XY-Ebene. Alle 30 XY-Schnitte wurden aufsummiert und die
Intensitdt auf das Maximum normiert. Die unteren Bilder entstanden, indem durch die
dreidimensionalen Daten Schnitte entlang den schwarz eingezeichneten Linien berechnet
wurden. Hier wurde iiber 5 Ebenen, d. h. etwa 1 um, gemittelt.

4.2.3 Messung der Spannung mit spannungsabhingigen Farbstoffen
Eigenschaften des Fluoreszenzfarbstoffes

Durch den Einbau eines spannungsabhéngigen Fluoreszenzfarbstoffes in die Zellmembran
ldsst sich mittels einer optischen Messung die iiber die Membran abfallende Spannung
bestimmen. Der hierfiir verwendete Hemicyaninfarbstoff ANNINE-5 (Abbildung wur-
de erstmals am MPI fiir Biochemie von Hiibener und Fromherz synthetisiert [Hib03|. Es
handelt sich hierbei um ein amphiphiles Molekiil, welches sich mit der polaren Kopfgrup-
pe nach auflen zeigend in die Lipidmembran einlagert. Die im Grundzustand am Pyridin
sitzende positive Ladung verschiebt sich im angeregten Zustand zum Anilin. Liegt iiber
die Membran eine Spannung an, so werden aufgrund des Stark-Effektes die Anregungs-
und Fluoreszenzwellenldngen verschoben, da das hervorgerufene elektrische Feld und die
Ladungsverschiebung in dieselbe Richtung zeigen.

Durch geeignete Wahl der Anregungswellenlinge und des Wellenldngenbereichs fiir die
Beobachtung der Emission ldsst sich eine Korrelation zwischen der gemessenen Inten-
sitdtséinderung der Fluoreszenz und der Spannung iiber die Membran herstellen. Die Ver-
messung der Anregungs- und Emissionsspektren wurde von Bernd Kuhn im Rahmen einer
Diplomarbeit durchgefiithrt und ist in [Kuh03] versffentlicht.

it = P e
() "\ oy

C4H9/
ANNINE-5

Abbildung 4.8: Der spannungsabhingige Fluoreszenzfarbstoff Annine-5.

49



KAPITEL 4. OFFNEN DER KANALE DURCH DIE EXTRAZELLULARE
SPANNUNG

1.0 Abbildung 4.9: Anregungsspektren
0.8l (griin) und Emissionsspektren (rot)
von Annine-5 bei einer Membranspan-
‘0.6l nung von Vyy = —70 mV (durchgezo-
HE gen) und Vyr = 30 mV (gestrichelt).
'E" 0.al Wellenldnge Anregung 457 nm, Filter-
O satz Emission 540 — 680 nm.
0.2F
0.0 . . . .
400 500 600 700
A[nm]

Die Anregung und Emission sind ndherungsweise unabhingige Prozesse. Die Parametri-
sierungen der zweidimensionalen Spektren fiir die Fluoreszenz F),(Ves, Ve ) und die span-
nungsabhiingige Anderung der Fluoreszenz AF, (Veg, Ver) in [Kuh03] zerfallen deshalb in
jeweils zwei eindimensionale Spektren fiir Anregung und Emission. In Abbildung sind
diese fiir eine Membranspannung von Vj; = —70mV in Abhéingigkeit von der Wellenldnge
A aufgetragen (durchgezogene Linien). Das normierte Anregungsspektrum ey (Aez) ist in
griin und das normierte Emissionsspektrum fy(Aen,) in rot eingezeichnet. Die Spektren,
welche sich bei einer Spannungsidnderung von AVy; = +100mV (also fiir V3 = 30mV)
ergeben, sind als gestrichelte Linien dargestellt.

Damit im Experiment eine moglichst grofle Signaléinderung bei einer gegebenen Span-
nungsinderung eintritt, ist eine entsprechende Wahl der Wellenldngen fiir die Anregung
und Emission notwendig. Die Anderung der Anregung ist bei einer Spannungsinderung
an der abfallenden Flanke sehr hoch. Deshalb wurde zur Anregung die Linie des Argon-
Tonen-Lasers bei 457 nm ausgewéhlt. Damit sich die Verschiebungen in der Anregung
und der Emission nicht gegenseitig aufheben, muss der Filtersatz fiir die Emission am
langwelligeren Ende des Emissionsspektrums liegen. Es wurde ein Bandpassfilter von
540nm bis 680 nm gewihlt. Die Wellenléingen fiir die Anregung und Emission sind als
Linie bzw. Intervall grau eingezeichnet. Bei einer Spannungsénderung um 100mV be-
tragt die relative Anderung der Anregung bei den ausgewihlten Filtersiitzen —12% und
die der Emission —6%, so dass sich insgesamt eine relative Fluoreszenzénderung von
AF/AVy = —17%/100 mV ergibt.

Die den Spektren zugrunde liegenden Daten stammen aus Versuchen mit Retzius-Zellen
aus den Nervenganglien des Blutegels Hirudo medicinalis. Die Empfindlichkeit des Farb-
stoffes bei HEK293-Zellen liegt jedoch niedriger als bei Nervenzellen von Invertebraten.
AuBlerdem verringert sich das Signal-Hintergrund-Verhéltnis zusétzlich durch Anfirbung
des Zellinneren, wodurch eine zusétzliche spannungsunabhéngige Emission entsteht. Insge-
samt liegt die relative Fluoreszenzénderung in den nachfolgenden Messungen an HEK293-
Zellen damit bei etwa AF/AVy = —5%/100 mV.

Fluoreszenzmessung mit dem Laserscanmikroskop

Da bei der Stimulation der Zellen vom Chip aus die Spannung iiber die untere Zellmem-
bran einen vom Ort in der Zellmembran abhéngigen Verlauf aufweist, wird die entspre-
chende Messung ortsaufgelost durchgefiithrt. Wegen der hohen raumlichen Auflésung von
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Abbildung 4.10: Aufnahme einer
HEK293-Zelle mit dem Laserscanmi-
kroskop. Die Membran wurde mit
dem Farbstoff Annine-5 angefarbt.
Der Fokus des Mikroskops ist so
eingestellt, dass nur die Fluoreszenz
aus der Adhdsionsmembran gemessen
wird. (Aufnahme R. Gleixner)

0 5 10 15 20 25 30
x[1am]

0.5x0.5 x 2 um? wurde dies mit Hilfe eines Laserscanmikroskops realisiert. Der Fokus fihrt
ein bestimmtes Scanmuster ab; gleichzeitig werden die Daten aufgenommen. Aus diesen
lésst sich nachtréglich das Bild des Objekts zusammensetzen. Ortsaufgeloste Messungen
von Spannungstransienten in der Zellmembran mit spannungsabhéngigen Fluoreszenzfarb-
stoffen wurden am MPI fiir Biochemie in Martinsried von Dieter Braun durchgefiihrt
[Bra01] und anschliefilend von Raimund Gleixner weiterentwickelt.

Ein Beispiel fiir einen der aufgenommenen x-y-Scans der Adhésionsmembran ist in Abbil-
dung zu sehen. Die Intensitét der gemessenen Fluoreszenz des Farbstoffes Annine-5
in der unteren Zellmembran ist durch verschiedene Graustufen dargestellt. Die schwarzen
vertikalen Linien sind auf Probleme in der Messung zuriickzufiihren. Tritt ein Fehler auf,
werden die in der entsprechenden Linie gemessenen Werte verworfen. Fiir die Ermittlung
der Spannungstransienten wurden nur die Punkte innerhalb des rot umrandeten Recht-
ecks herangezogen, da in den dufleren Bereichen der Adhésionsfliche der Einfluss der freien
Membran stiarker wird.

Spannungstransienten iiber die Junctionmembran

Im Messprotokoll fiir die Aufnahme der Spannungstransienten wird an jedem Messpunkt
eine bestimmte Anzahl von Perioden aufgenommen und der Fokus dann zum néchsten
Messpunkt gefahren. Die gesamte Ebene oder ein ausgewéhlter Streifen wird auf diese
Weise punktweise gescannt. Fiir die Bestimmung der Transienten wird rdumlich iiber die
Punkte im roten Rechteck gemittelt.

In der Messung von Abbildung wurde eine Periodendauer von 7" = 1 ms verwendet.
Zeitlich wurde an jedem Punkt tiber 10 Perioden gemittelt und rdumlich iiber 16 x 16 = 256
Punkte. Das Ergebnis ist der in Abbildung links dargestellte Intensitdtsverlauf. Die
obere Kurve zeigt die am Chip gemessene Spannung Vs(t). Die untere Kurve beschreibt
den Verlauf der Intensitét I(t), der sich aus der zeitlichen und rdumlichen Mittelung {iber
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die aufgenommene Fluoreszenz der unteren Zellmembran ergibt. Die Umrechnung des
Fluoreszenzsignals in die Spannung Vj,(¢) iiber die untere Zellmembran wurde hier nicht
durchgefiihrt. Schwierigkeiten bereitet hierbei der konstante Hintergrund durch Anférbung
von Bestandteilen im Zellinneren, deren Fluoreszenz keine Spannungsabhéngigkeit zeigt.
Nimmt man eine Fluoreszenzédnderung von AF/AVyr = 5%/100mV an, so ergibt sich bei
der Intensitdtsinderung von 10% eine Amplitude von AVjy, = 200 mV. Die Kurve besteht
aus 250 Punkten, d.h. die Zeitauflésung liegt bei 4 us.

Die Steigung der Flanken betrégt % = 3000 %, der Sprung betrigt AVg = 0.5V. In
Kapitel [5] ist beschrieben, wie sich daraus und aus den Parametern fiir die Zellmembran
und die Kopplung die zu erwartenden Verldufe der Spannung iiber die Membran berechnen
lassen. Beriicksichtigt man die niedrige Leitfahigkeit des Elektrolyten (5.4 mM KCI, 0 mM
NaCl), die Grofle der Zelle (¢11 um), die Chipkapazitét (cox = 1.5 C“TFQ) und nimmt ein
Fldchenverhaltnis von 8 = 0.8 an, so ergibt sich fiir die Hohe des Sprunges AV, = 203 mV
und fiir die Differenz der stationdren Werte wihrend der de- und hyperpolarisierenden
Phasen AVjy, = 215mV. Dies bestétigt den aus der Fluoreszenzénderung berechneten

Wert von 200 mV.

Auf der rechten Seite von Abbildung ist ein weiteres Messergebnis zu sehen. Die Pe-
riodendauer wurde auf T' = 200 us reduziert und ein duty cycle von dc = 0.8 gewahlt.
Auch bei kurzen Periodendauern lidsst sich also eine nahezu konstante Spannung iiber

2 2.0
1.5 4
— 11 -
2, >
>m ;u; 1.0 A
0 A
0.5
-1 T T T T T 0.0 T T T T
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170 A
1 .
00 160
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Abbildung 4.11: Mittels des spannungsabhingigen Fluoreszenzfarbstoffes Annine-5 aufgenommene
Spannungstransienten. Oben ist die Spannung Vs(t) am Chip zu sehen, unten der Intensititsverlauf
1(t) der Fluoreszenz in der unteren Zellmembran.

Links: Diese Messung entstand aus einer zeitlichen Mittelung iiber 10 Perioden und einer rdumlichen
Mittelung iiber 256 Punkte. Zeitauf I6sung: 4 pus.

Rechts: Periodendauer T = 200 us. Es wurde zeitlich iiber 50 und rdumlich iiber 36 Punkte gemittelt.
Ein duty cycle von dc = 0.8 wurde verwendet. Die Zeitauf I6sung betrigt 400 ns.

(Daten freundlicherweise von R. Gleixner zur Verfiigung gestellt.)
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die Zellmembran erzeugen. Dies ist fiir die Stimulation der Zelle mit periodischen Span-
nungspulsen relevant, wie sie in Kapitel |5| behandelt wird.

4.3 Charakterisierung des Adhisionsbereichs — elektrisch

Der Adhiésionsbereich zwischen der Zelle und dem Chip ldsst sich auch auf elektrischem
Weg charakterisieren. Erzeugt man durch Anlegen einer entsprechenden Spannung am
Chip eine extrazelluldre Spannung im Spalt und 6ffnet die Kanéle der Zelle gleichzeitig
durch eine intrazellulire Spannung, so kénnen unter der Annahme gleicher Membranei-
genschaften fiir die freie und Junctionmembran die Membran- und Spaltleitfihigkeiten aus
den Messwerten bestimmt werden.

Um den Einfluss der extrazelluliren Spannung auf die gemessenen Strome herauszufin-
den, werden bei verschiedenen intrazelluldren Spannungen jeweils eine Messung mit und
eine Messung ohne extrazelluldre Stimulation miteinander verglichen. In Abschnitt
wird das Messprotokoll erklart, welches die dabei auftretende Inaktivierung der Kanile
beriicksichtigt. Die fiir die Auswertung der Daten relevanten Gréflen sind der Strom bei
vollsténdig getffneten Ionenkanélen und die Differenz zwischen den Strémen, die mit und
ohne extrazellulire Spannung gemessen werden.

Diese beiden Werte lassen sich auch aus den Differentialgleichungen berechnen, die in Ka-
pitel 2 zur Beschreibung der Kopplung aufgestellt wurden. Verwendet man das elektrische
Modell, welches die Elektrodiffusion vernachléssigt, dann ist es wegen der Linearitét der
Gleichungen moglich, aus den Messwerten auf die Kopplungsparameter zuriickzurechnen
(Abschnitt [4.3.2)).

Das entsprechende Experiment wird in Abschnitt gezeigt. Die zur Charakterisierung
der Kopplung notwendigen Werte werden aus der Messung extrahiert. Die Ursache fiir die
Abweichungen der Messdaten von der numerischen Simulation wird diskutiert.

In Abschnitt [4.3.4] werden die Kopplungsparameter G ; und G jjs aus den Ergebnissen des
durchgefithrten Experiments berechnet. Auch die Werte der Spannung V; im Spalt, der
Spannungsdifferenz AV; und der Zeitkonstante 7ox werden bestimmt.

Fiir die durchgefithrten Rechnungen miissen bestimmte Werte fiir das Fldchenverhéltnis
6 und den Kanalanreicherungsparameter p angenommen werden. Alternativ dazu kann
deren Produkt als freier Parameter eingesetzt werden und lésst sich bei bekannter Spalt-
leitfihigkeit G ; bestimmen (Abschnitt [4.3.5)).

In Abschnitt wird eine numerische Simulation der Messung unter Beriicksichtigung
der Elektrodiffusion durchgefiihrt. Der Einfluss der extrazelluldren Spannung wird mit den
Simulationen ohne Elektrodiffusion verglichen. Die Abweichungen lassen sich qualitativ
erkléren.

4.3.1 Gleichzeitige intra- und extrazellulare Stimulation

Wenn die Spannung in der Zelle auf einen festen Wert geklemmt ist, fithrt bei offenen
Kanilen eine Spannungsédnderung im Spalt zu einer Stroménderung durch die untere Zell-
membran. Aus dieser lisst sich die Spannung und Leitfahigkeit im Spalt berechnen. Sind
die Kaniile der unteren Membran vollstindig getffnet, vereinfacht sich die Berechnung
der Spannung im Spalt, weil die untere Membran sich dann als ohmscher Widerstand
beschreiben lésst.
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Bei diesem Experiment sind folgende Punkte zu beachten:

Das Intervall der anregenden Spannung am Chip muss klein gehalten werden (z.B.
AVg = 1V), damit das Problem der spannungsabhingigen Spotkapazitit umgan-
gen wird. Da die Leitfdhigkeit der unteren Membran durch die hohe Expressionsrate
der Kanile sehr grof ist, reicht eine kleine extrazellulire Anregung, um messbare
Stroménderungen zu bewirken.

Damit der Kanal vollstdndig getffnet wird, muss bei hohen intrazelluliren Spannungen
gemessen werden.

Da die intrazelluldre Spannung auch die Kanéle der oberen Membran 6ffnet, miissen
die Anteile der oberen und unteren Membran am Gesamtstrom getrennt werden.

Bei hohen intrazelluldren Spannungen inaktiviert der Kanal Kv1.3. Durch ein geeig-
netes Messprotokoll kann der Einfluss der Inaktivierung herausgerechnet werden.
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Abbildung 4.12: Das geplante Experiment zur Charakterisierung des Adhdsionsbereichs (numerische
Simulation). Intrazelluldr wird dreimal ein Spannungspuls von 10 ms Dauer angelegt (oben). Der zweite
Puls wird durch eine Spannungsrampe am Chip iiberlagert (Mitte). Der Pipettenstrom Ip (unten)
andert sich von Puls zu Puls. Der griin umrandete Bereich ist in Abbildung [4.13 vergréBert dargestellt.
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Abbildung 4.13: Der maximale Strom Iy bei jedem der drei Spannungspulse nimmt durch die Inakti-
vierung ab (griine Linie). Die extrazellulire Spannung im Spalt wihrend des zweiten Pulses verdndert
den Strom um den Wert Al.

Im folgenden wird das geplante Experiment anhand von Abbildung beschrieben.
Intrazellular werden wie zur Aufnahme einer Gatingkurve rechteckige Pulse von 10 ms
Dauer angelegt. Fiir jede Spannungsstufe wird der Puls dreimal in kurzer Folge wiederholt
(oben). Gleichzeitig zum mittleren der drei Pulse wird am Chip eine Spannungsrampe
angelegt, die eine extrazelluldre Spannung im Spalt erzeugt (Mitte). Wihrend jedem der
intrazelluldren Spannungspulse 6ffnen sich die Ionenkanile und schlieffen sich wieder in
den dazwischen liegenden Pausen. Der Strom durch die Kanéle wird mit der Mikropipette
gemessen (unten).

Um den Einfluss der extrazelluliren Spannung deutlicher zu sehen, ist der griin umran-
dete Bereich in Abbildung vergrofert dargestellt. Bei denjenigen Pulsen, bei denen
die intrazelluldre Spannung am grofiten ist (die Pulse mit den hochsten Stromen), ist
die extrazellulire Spannung im Spalt gegeniiber der intrazelluldren Spannung fiir die Be-
rechnung der Inaktivierung vernachléssigbar; d.h. bei allen drei Pulsen liegt nahezu die
gleiche Membranspannung an. Weil die Inaktivierung der Kanéle abhéngig von der Mem-
branspannung ist, ist bei jedem der drei Pulse auch die Anzahl der inaktivierenden Kanile
gleich grofi. Als Vergleichswert fiir den zweiten Puls wird daher der Mittelwert aus den
Stromen wihrend des ersten und des dritten Pulses herangezogen, welcher in der Abbil-
dung durch die griine Linie dargestellt ist. Gleichzeitig wird dieser Wert als Maximalstrom
Iy bei vollsténdig gedffneten Kanélen verwendet (der Anteil der inaktivierten Kanéle wird
vernachlassigt). Wéhrend des zweiten Pulses wird die extrazelluldre Spannung im Spalt
erzeugt. Dadurch dndert sich der Strom, der durch die Kanile der unteren Membran flief3t,
um den Wert Al.

In Abbildung[4.14]sind die Strome wihrend aller drei Spannungspulse iibereinander gelegt.
Zur besseren Ubersichtlichkeit ist nur jede dritte Kurve dargestellt. Die Kurve des Pul-
ses mit extrazelluldrer Stimulation (blau) liegt jeweils unter dem Mittelwert der Kurven
der Pulse ohne extrazelluldre Stimulation (rot). Die Inaktivierung ist bei hoheren intrazel-
luldren Spannungen Vj; stirker, was an der grofieren Abweichung der beiden roten Kurven
voneinander zu erkennen ist. Zur folgenden Analyse der (simulierten) Daten werden die
intrazelluldren Spannungen V), fiir die verschiedenen Pulse und die Stréome am Ende der
Pulse (schwarze gestrichelte Linie) verwendet.

In Abbildung oben sind die Strome Ip am Ende jedes Pulses gegen die jeweilige in-
trazelluldre Spannung Vj; wihrend des Pulses aufgetragen. Die roten Kurven stellen die
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Abbildung 4.14: Werden die Stréme wahrend aller drei Spannungspulse iibereinander gelegt, so liegt
die Kurve des Pulses mit extrazelluldrer Stimulation (blau) unter dem Mittelwert der Kurven der Pulse
ohne extrazelluldre Stimulation (rot).

Strome nach den beiden Pulsen ohne extrazelluldre Stimulation dar und klaffen wegen
der Inaktivierung der Kanile auseinander. Der Mittelwert Iy dieser Strome ist griin dar-
gestellt. Die blaue Kurve bezeichnet die Strome, die am Ende des zweiten Pulses flielen,
dem Puls mit der zusétzlichen extrazelluliren Stimulation. Da am Chip eine Spannungs-
rampe mit positiver Steigung angelegt wird, verringert sich die Spannung iiber die untere
Zellmembran, und der Strom wird kleiner.

Im unteren Teil der Abbildung ist die Differenz AT zwischen dem Strom wihrend des
zweiten Pulses und dem Mittelwert Iy aus den Stromen wihrend des ersten und dritten
Pulses dargestellt. Fiir hohe intrazelluldre Spannungen sind alle Ionenkanéle getffnet, und
die Leitfdhigkeit der Membran erreicht ihren maximalen Wert. Dann wird die Stromdif-
ferenz konstant, die durch die zusitzliche extrazelluldre Spannung wihrend des zweiten
Pulses hervorgerufen wird. Sind allerdings nicht alle Ionenkanéle durch die intrazelluldre
Spannung gedffnet, so beeinflusst die extrazellulire Spannung den Offnungszustand der
Kaniéle in der unteren Membran. Der Einfluss der extrazelluliren Spannung auf den Strom
wird stérker, und die Stromdifferenz AT ist grofer als im Falle hoher intrazellularer Span-
nungen.
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Abbildung 4.15: Die Stréme am Ende der
Spannungspulse in Abhingigkeit von der in-
trazelluldr angelegten Spannung. E‘
Oben: Rot eingezeichnet sind die Stréme fiir o
den ersten und dritten Spannungspuls (ohne =
extrazellulire Spannung). Griin ist der Mit- i
telwert Iy aus diesen Strémen dargestellt.

Die blaue Linie stellt den Strom wihrend des
zweiten Pulses dar (mit Spannungsrampe am 0
Chip). -50
Unten: Die Differenz AI zwischen dem
Puls mit der extrazelluliren Spannung und
dem Mittelwert der Pulse ohne extrazellulire
Spannung. Fiir hohe intrazellulire Span-
nungen sind alle Kanale gedffnet, und Al
geht gegen einen festen Wert. Bei geringe-
ren Spannungen verdndert die extrazellulire
Spannung auch die Leitfdhigkeit der Mem-
bran, indem sie das Offnen der Kanile beein-
flusst.
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4.3.2 Berechnung der Leitfihigkeit und Spannung im Spalt

Aus den Werten Iy und Al kénnen nun die Membran- und Spaltleitfdhigkeiten berech-
net werden. Dazu werden die Differentialgleichungen fiir das Punktkontaktmodell ohne
Elektrodiffusion (Formel herangezogen. Es werden die Werte fiir hohe intrazellulére
Spannungen Vj; zur Auswertung benutzt, da in diesem Fall nahezu alle Kanéle geoffnet
sind. Dann kann die Leitfdhigkeit der Membran als konstant betrachtet werden. Da die
Messungen im Voltage-Clamp-Modus stattfinden, wird d‘d/é” = 0 gesetzt.

Die Gleichung fiir das Punktkontaktmodell ohne Elektrodiffusion lautet dann

V. d(Vy — Vs dv,
J+COX-M=—CJM-dt"

R, dt +¥G5M'(VM—VJ—V&)

Der Strom Ip setzt sich aus den Anteilen durch die obere und untere Membran zusammen:
i i

Weiterhin wird angenommen, dass die Spannung V; im Spalt konstant ist, da bei konstan-
tem kapazitiven Strom durch das Dielektrikum die Zeitkonstante fiir den Abfall von V; auf
den konstanten Wert 7; = % ~ 150 pus betriigt, und dass aufierdem die Na™- und
Cl™-Leitfahigkeiten durch die Membran keine Rolle spielen, weil die KT-Leitfihigkeiten
Gy und GE, bei gedfineten Kanilen um den Faktor 1000 gréBer sind. Im folgenden

wird zudem Gj; = RL, verwendet. Damit erhélt man

dV.
V;Gy - Cox - CT: =G (V= Vs = V)
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Ip =Gy (V= Vi = Vi) + Gy - (Vi = Vi)
Auflésen der ersten Gleichung nach V; ergibt

COXdVS -I-G (VM—VE)K)

v
I G,+GE,
und Einsetzen in die zweite
K K K K K G K
Ip = GE;- (Vi —VE) +GEy - (Vi = VE) =GRy M (Vi — V)
+ -C
Gr+GE, 7% at
1 GE GE dVs
o Bu  G;+GE, (Var = V&) G,+GE, % a

K
Hier wurde mit p = ;’J% das Verhiltnis der spezifischen Membranleitfdhigkeiten (Spalt /

FM
freie Membran) abgekiirzt. Verwendet man diesen Ausdruck, um den Strom Iy bei % =

und die Differenz Al zum Fall dVS # 0 zu berechnen, so erhilt man

1 GH
B (R T U i

GKE dVg
Al = ———IM__  Opy—2 4.2
G, +GE, oX (4.2)

Beide Gleichungen lassen sich nach dem Ausdruck
GK

%K (4.3)

auflésen und dann gleichsetzen. Diese Gleichung wird dann nach G f(M aufgelost.

1 Iy —-Al

1+ — —
On Gfy - (Var = Vi)~ Cox B

Iy 1
Vi — V&) 1+ L 4 Al
(M 0) B T Cox TS

K _
GJM_

Setzt man diesen Wert in Formel [4.2] ein, so lésst sich nach G ; auflosen:

CO dVg
GJ:GfM-< XM —1)

Die Werte fiir Cox und % sind bekannt und VOK = —80mV wurde iiber die K*-
Konzentration eingestellt. Mit einem geschitzten Wert von 8 = 0.8 und der Annahme,
dass die spezifischen Membranleitfihigkeiten in der freien und der Junctionmembran gleich
sind, d. h. g = 1, lassen sich also G f(M und G berechnen.
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4.3.3 Experimentelle Durchfithrung

Das Ergebnis der experimentellen Durchfithrung ist in Abbildung gezeigt. Die intra-
und extrazelluldren Spannungspulse wurden entsprechend Abbildung an die Zelle
und den Chip angelegt (links). Die Auswertung der Daten verlduft wie erldutert, indem
die Differenz des Mittelwertes der Strome wihrend des ersten und dritten Pulses und des
Stromes wihrend des zweiten Pulses gebildet wird (rechts).

Vergleicht man den Verlauf der Stromdifferenz AI mit der numerischen Simulation (Ab-
bildung [4.15]), so stellt man eine deutliche Abweichung fiir mittlere intrazellulére Span-
nungen Vs fest. In der Simulation steigt die Kurve in diesem Bereich auf hohe Werte an,
weil die extrazelluldre Spannung den Anteil der gedffneten Ionenkanile beeinflusst. Die
wahrscheinliche Ursache fiir das Fehlen dieses Anstiegs in der Messung wird im folgenden
erklart:

Die Dynamik der Kv1.3-Kanéle, die aus den gemessenen Stromkurven bestimmt wird, va-
riiert von Messung zu Messung. Griinde hierfiir kénnen tatséichliche Unterschiede aufgrund
von Verdnderungen innerhalb der Zelle sein, aber auch die leicht variierenden Einstellun-
gen am Patch-Clamp-Verstérker sein, die von Messung zu Messung wegen unterschiedli-
cher Zell- und Pipetteneigenschaften notwendig sind. Die Daten fiir die in der Simulation
verwendete Kanaldynamik stammen aus einer anderen Messung als der hier gezeigten.

100 A 15 1
= 50
B
0 o 10
=
3
_50 g.
I
1003 50 100 150 200 250 300 350 1 51
41 /\ 0 +—= . . .
>3 -50 0 50 100
S 2
1 0.6
°3 50 100 150 200 250 300 350
20 E, 0.4
s . H
2] = Yo.2
0 44 0.0 r T T
0 50 100 150 200 250 300 350 -50 0 50 100
t [ms] VM [mV]

Abbildung 4.16: Links: Durchfiihrung des Experiments (vgl. Abbildung . Oben ist die intrazel-
luldre Spannung V) aufgetragen. Drei identische 10 ms-Pulse auf unterschiedliche Spannungen 6ffnen
die Kandle, und ein Strom Ip flieBt (unten). Der mittlere Puls wird durch eine extrazellulire Spannung
iiberlagert, die von einer Spannungsrampe Vg am Chip erzeugt wird (Mitte).

Rechts: Die Stréme am Ende der Spannungspulse (vgl. Abbildung . Griin dargestellt ist der Mit-
telwert aus den Strémen am Ende des ersten und dritten Pulses, die rote Kurve zeigt den Strom am
Ende des zweiten Pulses (oben). Die Differenz AT hat bei hohen intrazelluliren Spannungen Vi einen
Grenzwert. Bei geringeren Spannungen Vi sind die Messwerte aber kleiner als berechnet.
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Weiterhin wurde fiir die Beschreibung der Kanaldynamik eine méglichst kleine Anzahl von
Parametern verwendet. Dadurch ergibt sich eine Abweichung der simulierten Kurven fiir
die Kanaldynamik von den Messwerten besonders in der Offnungsphase der Kanile. Dies
ist in Abbildung [2.9)in Kapitel 2] zu erkennen.

Die Abweichung der gemessenen von der simulierten und Dynamik ldsst sich bei einem
Vergleich der Abbildungen und erkennen. Die Strome steigen in den gemessenen
Kurven bei niedrigen Spannungen Vs schneller auf ihren Maximalwert an. Auch der Ver-
lauf der Gatingkurve ist flacher, was an den gleichméfligeren Absténden der Stréme am
Ende der Pulse erkennbar ist.

4.3.4 Auswertung der Daten

Die Berechnung von G f(M und G ldsst sich nun fiir die oben behandelte Messung durch-
fithren. Es werden die Werte von Vs, Iy und Al aus der letzten Messkurve mit der hochsten
intrazelluldren Spannung verwendet. Die Spotkapazitdt ist im Bereich Vg = 3V...5V
etwa konstant; es wird Cox = 1.5 % angenommen.
Die verwendeten Parameter und die aus der Messung erhaltenen Werte sind:

Vu = 121mV
Iy, = 14.0nA cox = 1545
Al = —0.48nA VE = —80mv
dV.
o= 2007 B = 08
Ay = 700 pm? p = 1.0
cox = 1.5552
Damit erh&lt man aus Formel
Gy _ _ 8 a3
K — avs — -
GJ+GJM COXTtS
und Einsetzen in Formel ergibt
1
K 0 _
Bu GJ+GJKM M 0

GK
ofsy = S0 — 4915
AJ cm

Fir Gy, g5y und Rj erhélt man daraus die Werte

Fiir die Spannungen V}/Q im Spalt fiir % =0 % und dc% = 200 % ergibt sich
V} =46V und V7 =60mV.

Die durch die Spannungsrampe am Chip hervorgerufene Spannungsdifferenz im Spalt be-
tragt also

AV =14mV und die Zeitkonstante ist Tox = 90 us.
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4.3.5 Kanalanreicherung in der Junctionmembran

Umgekehrt kann bei einem bekannten Spaltwiderstand Ry der Parameter p fiir die Kanal-
anreicherung in der unteren Membran bestimmt werden. Aus den Ergebnissen aus obiger
Messung ergab sich
K
Gim

—— =0.23

Nimmt man einen Spaltwiderstand von R; = 5 M{2 an, so erhélt man fiir die Leitfdhigkeit
der unteren Membran

GJKMK .
G+G
GE = _TTM G =030 —— = 59nS.
JM 1 Gjlgu J 5 MQ n
GJ"FG}?W

Setzt man diese beiden Werte in Formel [4.1] ein, so folgt
1 I G, 14.0nA

= =_——————— 4+023-1=040
Bu  GE,(Vu -V G;+GE, 59nS - 201 mV

K
Damit ergibt sich fiir die Anreicherung p = Z"% der Kanile in der Junctionmembran:
FM

Ié) 0.8
Allerdings sollte dieser Berechnung nicht zu viel Vertrauen geschenkt werden, da entspre-
chend den Regeln der Fehlerfortpflanzung die Abweichung des Wertes fiir die Anreicherung
bei Anderung des Spaltwiderstandes mit a&TuJ = —1.8/MQ sehr hoch ist. Der Fehler in Ry
wirkt sich also sehr stark auf den berechneten Wert der Anreicherung aus. Fiir niedrigere
Werte von Rj steigt der Fehler sogar noch viel héher an, fiir Ry = 4.0 M) erhélt man
aaT#J = —10.3/MS. Das Berechnungsbeispiel sollte lediglich verdeutlichen, dass je nach
Wahl der festen Groflien im Modell zwei andere Groflen als freie Parameter gewéhlt und
berechnet werden kénnen (in diesem Fall die Leitfahigkeit der unteren Membran und der

Spaltwiderstand bzw. das Anreicherungsverhiltnis der Kanéle).

4.3.6 Beriicksichtigung der Elektrodiffusion

Wird in der numerischen Simulation die Elektrodiffusion beriicksichtigt, so ergeben sich
abweichende Verldufe der Stromdifferenz AI. In Abbildung oben wird die bereits in
Abschnitt simulierte Kurve fiir AI (durchgezogene Linie) mit der unter Beriicksich-
tigung der Elektrodiffusion berechneten Kurve (gestrichelte Linie) verglichen.

Zusétzlich zu AT sind die Spannungsdifferenz AV, die sich entsprechend der Stromdiffe-
renz als die Differenz der Spannungen V; im Spalt bei den Pulsen mit und ohne extrazel-
luldire Spannung definieren lésst, und der spezifische Spaltwiderstand p; dargestellt.

Die Abweichungen sind zuriickzufithren auf den Anstieg der K*-Ionenkonzentration im
Spalt aufgrund des KT-Stromes durch die Membran. Der spezifische Widerstand p; im
Spalt fillt dadurch auf fast die Hilfte seines Wertes ab. Durch die Abhiingigkeit des K*-
Umkehrpotentials VJIO( von der KT-Konzentration im Spalt fndert sich bei gleichen Span-
nungen in der Zelle und im Spalt der Strom durch die Membran. Auflerdem ergibt sich
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Abbildung 4.17: Vergleich der Simulation ohne
(durchgezogene Linien) und mit Beriicksichtigung
der Elektrodiffusion (gestrichelte Linien).

Oben: Die Stromdifferenz AI weicht noch stirker
von den Ergebnissen des Experiments (vgl. Abbil-
dung ab, wenn die Elektrodiffusion beriick-
sichtigt wird.

Mitte: Die Spannungsdifferenz AV; im Spalt zwi-
schen den Pulsen mit und ohne extrazelluldre Span-
nung ist bei Beriicksichtigung der Elektrodiffusion
héher. Ursache hierfiir ist die Spannung, die bei der
Diffusion der lonen entlang des Spalts entsteht.
Unten: Der spezifische Widerstand im Spalt sinkt
bei Beriicksichtigung der Elektrodiffusion stark ab,
weil KT -lonen aus der Zelle in den Spalt flieBen.

50 0 50 100

Vu [mV]

durch die Diffusion der Ionen aufgrund des Konzentrationsunterschieds zwischen Spalt
und Bad ein zusétzlicher Beitrag zur Spannung V.

Durch die logarithmische Abh#ngigkeit des K™-Umkehrpotentials Vfg von der Konzentra-
tion der K'-Ionen im Spalt ist es nicht moglich, aus den Ergebnissen die Spannung V)
und die Leitfahigkeit g; im Spalt zu berechnen. Die einzige Moglichkeit, aus den gemes-
senen Daten auf die Modellparameter zuriickzuschlieBen, ist ein Vergleich der simulierten
Kurven mit den gemessenen Daten.

Um entscheiden zu koénnen, inwiefern das Modell mit der Elektrodiffusion eine zutref-
fende Beschreibung des Systems liefert, ist die Messung einer weiteren Grofle aufler den
Stromen Ip und Alp nétig. Das Ansteigen der Leitfahigkeit gy im Spalt liefle sich mit einer
gleichzeitigen Messung vom Strom Ip mit der Patch-Clamp-Methode und der Spannung
Vyar iiber die untere Zellmembran (z.B. mittels spannungsabhéngiger Fluoreszenzfarb-
stoffe oder Transistoren auf dem Chip) bestétigen.
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4.4 Offnen der Kaniile

Es wurde nun auf verschiedene Weisen gezeigt, dass sich durch Spannungséinderungen am
Chip eine Spannung im Spalt erzeugen lésst. Die Messungen wurden aber entweder ohne
Ionenkanile durchgefiihrt (spannungsabhéngige Farbstoffe) oder bei vollsténdig geéffneten
Kanilen (Kombination mit intrazelluliren Pulsen). Im folgenden wird demonstriert, dass
die Spannung im Spalt auch zum Offnen der Ionenkaniile eingesetzt werden kann.

Das zentrale Experiment besteht im Offnen der Kanile durch eine steile Spannungsrampe.
Der gemessene Pipettenstrom erlaubt dabei eine direkte Beobachtung des Offnungspro-
zesses. Die gemessenen Stromkurven lassen sich numerisch modellieren.

Dass es sich bei dem gemessenen Strom nicht um einen Leckstrom handelt, der durch Elek-
troporation der Membran entsteht, ldsst sich durch Applikation des Kanalgifts Margatoxin
zeigen, welches spezifisch den Kanal Kv1.3 blockiert.

Zwei Experimente belegen, dass die Kanaleigenschaften erhalten bleiben: Erstens eine Be-
stimmung der Gatingkurve der Kanile in der unteren Membran durch die extrazellulire
Spannung; dabei kann entweder der Strom wiahrend der Spannungsrampe am Chip gemes-
sen und ausgewertet werden oder durch einen nachfolgenden intrazelluldren Spannungspuls
der Offnungszustand der Kaniile bestimmt werden. Zweitens wird die Zeitkonstante beim
Schlieen der durch die extrazelluldre Spannung gedffneten Kanéle gemessen.

Bei einer Verdnderung des intrazelluldren Haltepotentials verschieben sich die Stromkurven
aufgrund der gednderten Membranspannung. Dies zeigt, dass die Wirkung der intra- und
extrazelluliren Spannung auf die Ionenkanéle nicht zu unterscheiden ist.

4.4.1 Messung und Simulation

Die Spannung, die im Spalt durch die Spannungsrampen am Chip entsteht, kann die
Tonenkanéle direkt 6ffnen. Um hohe extrazelluldre Spannungen zu erreichen, muss eine
hohe Steigung der Rampen am Chip gewéhlt werden. Soll die Spannung Vs iiber die
untere Membran grofler als 0 mV sein, so muss bei einer Zeitkonstante von rox = 70 us
die Steigung mindestens % =1.2 % sein. Fiir die Pulse am Chip wurde deshalb eine
Dauer von At = 5ms und ein Spannungsintervall von DeltaVs =2V ... 7V gewihlt.

Da die Steigung negativ sein muss und die Spannung am Chip nicht unter 0V fallen darf
(weil dies zur Zerstorung des Dielektrikums fiihrt), liegt am Chip eine positive Spannung
an, die dann innerhalb von At = 5ms auf 0V abfillt und dann innerhalb von 45 ms wieder
auf den Anfangswert steigt (Abbildung [4.18)).

Abbildung 4.18: Die Spannungspulse am Chip dau-
ern insgesamt 50 ms. Nur die erste kurze Phase ist
fiir das Offnen der Kanile relevant. Die Amplitude
der Pulse variiert von 2V bis 7 V.

Vs [V]

2-N
0 ' ~

10 0 10 20 30 40 50 60
t [ms]
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Abbildung 4.19: Simulation des Offnens der Kanile.

Bevor das Ergebnis des Experiments gezeigt wird, wird eine einfache numerische Simula-
tion durchgefiihrt (Abbildung . Aus den Spannungsrampen Vg am Chip wurde {iber
das Punktkontaktmodell die Spannung V; im Spalt berechnet (links). Es wurde hierfiir
das einfachste elektrische Modell ohne Elektrodiffusion, ohne spannungsabhéngige Spot-
kapazitdt und ohne Ionenkanéle verwendet. Man sieht, dass V; proportional zur Steigung
der Spannung am Chip ansteigt. Bei V; = —100mV ergibt sich V3 = 20mV, weil die
intrazelluldre Spannung V3 = —80mV betrigt.

Aus der Spannung Vj lisst sich aus den Differentialgleichungen fiir die Kanéle ihr Off-
nungszustand Pjjs berechnen. Nimmt man nun fiir die untere Membran eine maximale
K*-Leitfihigkeit von G5, = 75nS an, so erhélt man den K-Strom Ix durch die untere
Membran (Abbildung rechts). Die kapazitiven Strome fehlen hier.

Jetzt wird das entsprechende Experiment durchgefiihrt. Die Spannung am Chip und in der
Zelle werden wie oben gewiihlt. Das Ergebnis der Messung ist in Abbildung[4.20]dargestellt.
Die Steigungen der Rampen in der Spannung Vs am Chip betragen % =04...14 %
(oben). Der Strom Ip durch die Pipette wird im Patch-Clamp-Verstirker gemessen. Weil
die intrazelluldre Spannung auf den Wert Va; = —80mV geklemmt ist, sind die Kanéle der
oberen Membran geschlossen. Der gemessene Strom fliefit also nur durch die Kaniile der

unteren Membran.

Gegeniiber des Kurvenverlaufs, welcher in Abbildung aus der Simulation hervorgeht,
lassen sich deutliche Abweichungen feststellen. Die Ursachen dafiir sind die Elektrodiffu-
sion, die hohe Leitfdhigkeit der Kanéle und die spannungsabhéngige Spotkapazitéit. Die
Auswirkungen auf die Spannung V; im Spalt werden im folgenden getrennt untersucht.

Die stérksten Abweichungen zwischen den gemessenen und den simulierten Kurven wer-
den durch die Spannungsabhéngigkeit der Spotkapazitit verursacht (vgl. Abschnitt |3.1.4)).
Bei Vox = 0V liegt die spezifische Kapazitit bei 2.5 %FQ, fallt auf 1.2 2% bei 2V ab und

Bt
[¢ cm
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Vs [V]

Abbildung 4.20: Die lonenkanile der unteren Zellmembran ffnen sich durch die extrazellulare Span-
nung, die im Spalt durch die Spannung Vs am Chip erzeugt wird. Der Strom Ip durch die Kanile
wird mit dem Patch-Clamp-Verstarker gemessen. Die Messung wurde auf Chips mit 20 nm TiOs durch-
gefiihrt. Die Abweichungen von des in Abbildung[4.19 berechneten Kurvenverlaufs fiir den Strom sind
auf die Elektrodiffusion, die hohe Leitfahigkeit der Kanale und die spannungsabhangige Spotkapazitit
zuriickzufiihren.

steigt fiir hohere Spannungen auf einen Wert von etwa 1.5 % an. Wird an den Chip eine
Spannungsrampe angelegt, {ibertrigt sich diese Spannungsabhingigkeit auf die Zeitkon-
stante Tpx und damit auf die Spannung V; im Spalt. Berechnet man die Spannung V;
(ausgehend vom einfachen Punktkontaktmodell) unter Beriicksichtigung dieses Effektes,
erhélt man den in Abbildung[£.21] dargestellten Verlauf. Die Spannung V; hat erstens Ein-
fluss auf die Ionenkanile und erzeugt zweitens noch einen zusétzlichen kapazitiven Strom,
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der auch bei geschlossenen Kanilen zu beobachten ist. Die S-formige Kriimmung und der
starke Anstieg am Ende in einigen der gemessenen Kurven sind dadurch also zu erklaren.

Abbildung 4.21: Die Spannungsabhingigkeit der 0 -
Spotkapazitit iibertragt sich auf die Zeitkonstante .
Tox und damit auf die Spannung V; im Spalt. % _50 |
n
> _100
-150 T T T T T
-2 0 2 4 6 8

t [ms]

Sobald die Ionenkanéle der unteren Zellmembran sich 6ffnen, vergréfiert sich die Leitfiahig-
keit der Membran um einen Faktor von bis zu 1000. Sie liegt dann im Bereich der Spalt-
leitfahigkeit, und die Zeitkonstante verringert sich wegen Tox = Cox /(G + Gypr). Die
Spannung im Spalt sinkt ab (Abbildung |4.22]).

Abbildung 4.22: Wenn die lonenkanale sich 6ffnen, 0 - {g
steigt die Leitfahigkeit der unteren Membran, und
die Spannung im Spalt sinkt ab. % _50 |

P

> -100

-150 T T T T T
-2 0 2 4 6 8
t [ms]

Die Elektrodiffusion der Ionen entlang des Spalts zwischen Chip und Zelle wirkt auf die un-
terschiedlichen Tonensorten (K*, Na*, C17) im Spalt. Das zugrunde liegende Modell wurde
in Abschnitt vorgestellt. Durch die negative Spannung im Spalt werden positive lonen
(K™, Na™) in den Spalt gezogen und in Gegenzug negative (Cl~) Tonen hinausgedriingt. Da
die negativen Ionen einen hoheren Diffusionskoeffizienten haben als die positiven, sinkt die
Leitfdhigkeit des Elektrolyten im Spalt. Weil sich die Zeitkonstante Tox = R;Copx deshalb
auch dndert, fillt die negative Spannung V; im Spalt wihrend einer negativen Spannungs-
flanke am Chip noch weiter ab (vgl. Abbildung . Ein zusétzlicher Effekt ergibt sich
durch die Elektrodiffusion, wenn die Ionenkanéle der unteren Membran sich 6ffnen. Dann
erhohen die K™-Ionen die Leitfihigkeit im Spalt, und die Spannung V; sinkt.

Abbildung 4.23: Beriicksichtigt man die Elektro- 01
diffusion der lonen, so ergeben sich weitere gerin-
ge Abweichungen im Spannungsverlauf von V. Die E -50 A
Abweichungen werden groBer, wenn zusitzlich der
lonenfluss durch die Membran beriicksichtigt wird. s

1
fary
(6]
o

66



4.4, OFFNEN DER KANALE

- 0 2 4 6 8
t [ms]
|
spannungsabhangige hohe Membran- o
Spotkapazitat leitfahigkeit Elektrodiffusion
0 0
E -50 E -50
100 100
-150 + -150 +
-2 -2 0 6 8

-2 0 2 4 6 8
t [ms]

Abbildung 4.24: Ubersicht iiber die drei Effekte, die zur Form der Spannung V. im Spalt beitragen.

In Abbildung [£:24] sind die Einfliisse von der spannungsabhiingigen Spotkapazitit, den
hohen Membranleitfahigkeiten und der Elektrodiffusion auf die Form der Spannung V;
in einer Ubersicht zusammengestellt. Unten ist die Spannung Vj gezeigt, wie sie sich bei
Berticksichtigung aller drei Effekte aus der numerischen Simulation ergibt. Die Parameter
fiir die Simulation wurden manuell so angepasst, dass der Strom mit den Messkurven
moglichst gut tibereinstimmt. Folgende Werte wurden verwendet:

Ay 616 um? (r; = 14 ym)
g 0.8

dy 50 nm

CinJout 140/7.4mM

Cinout 1.0/4.0mM

Ciout 141/11.4mM

g (Kanéle) 14 C“r“nsg

gﬁ/Na/Cl (Leck) 0.01 Cr;‘nsz

Die negativen Spannungen nach dem Puls konnten nur durch eine héhere K*-Konzen-
tration modelliert werden (im Na't-freien Medium wurde der pH-Wert mit KOH einge-
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Abbildung 4.25: Simulation des Offnens der Kanale unter Beriicksichtigung der spannungsabhéngigen
Spotkapazitit, der hohen Membranleitfihigkeiten und der Elektrodiffusion.

stellt und damit die K™-Konzentration erhht). Die weiteren unbekannten Parameter, die
Einfluss auf das Ergebnis haben, sind der Radius der Adhésionsfliche r;, der Abstand
Zelle-Chip dj und die Membranleitfihigkeit gﬂfj . Es gibt mehrere verschiedene Parame-
tersétze, die dhnliche Kurvenscharen liefern. Das Ergebnis der Simulation ist in Abbil-
dung gezeigt. In Abbildung sind die Verldufe des Stromes Ip aus der Messung
und der Simulation gemeinsam dargestellt. Mogliche Ursachen fiir die Abweichungen sind
unterschiedliches Gatingverhalten der Kanile in Simulation und Messung, das frequenz-
abhingige Verhalten der Spotkapazitit und eine falsche Wahl der Parameter. Die Uber-
einstimmung ist jedoch wesentlich besser als mit den Kurven aus der ersten Simulation

(Abbildung 4.19).

Abbildung 4.26: Vergleich der Si-
mulation (blau) mit der Messung
(rot). Die Abweichungen sind deut-
lich, aber wesentlich geringer als ohne
die Beriicksichtigung der spannungs-
abhiangigen Spotkapazitat, der hohen
Membranleitfihigkeit und der Elektro-
diffusion.
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4.4.2 Blockierung der Kv1.3-Kanile mit Margatoxin

Dass die durch extrazelluldre Stimulation verursachte Leitfihigkeit der unteren Membran
auf KT-Kaniile, speziell auf den Kanal Kv1.3 zuriickzufiihren ist, lisst sich durch das fol-
gende Experiment bestéitigen. Die Kanéle werden durch das Kvl.3-spezifische Kanalgift
Margatoxin blockiert. Margatoxin ist ein Peptid mit 39 Aminoséuren, welches ab Kon-
zentrationen von 500 pM (extrazelluldr) den Kanal Kv1.3 vollstdndig blockiert [GC93].
Durch einen Vergleich der Messkurven mit und ohne K*-Leitfihigkeiten wird klar, dass
durch die extrazelluldre Stimulation nur die Ionenkanéle geoffnet werden und keine son-
stige Veranderung der Membranleitfihigkeit eintritt.

Im Experiment wurde an den Chip (cox = 1.5 %) eine Spannungsrampe mit AVg =
—6V und At = 4.5 ms angelegt. 0.5 ms nach Beendigung des extrazellularen Pulses wurde
das Zellinnere auf Vjy = 30mV depolarisiert. Die Filterung der Messung fand bei 5kHz
statt. Die Zugabe von Margatoxin in den Elektrolyten geschah mittels einer Pipette direkt
in den Meniskus zwischen dem Messchip und dem Wasserobjektiv. Die Konzentration im
Medium betrug nach Zugabe etwa 20 nM (Zugabe 30 ul zu 1.5 ml Medium, Konzentration
1 uM).

In Abbildung oben werden die Messkurven mit (blau) und ohne (schwarz) extra-
zelluldren Stimulus verglichen. Zu Beginn des intrazellularen Depolarisationspulses sind
die Kanile nach dem extrazelluliren Puls zum Teil gedffnet (positiver Offset der Kurve
nach ¢ = 50ms). Auch wéhrend des extrazelluldren Pulses flieit ein Strom von einigen
nA durch die Kanile der unteren Zellmembran. Das untere Diagramm zeigt den Vergleich
vor (blau) und nach (rot) Zugabe von Margatoxin. Nach Zugabe von Margatoxin sind nur
noch die kapazitiven Stréme zu sehen. Dies bedeutet, die Stréome durch die Leitfahigkeiten
sind allein durch die KT-Leitfihigkeit des Kv1.3-Kanals entstanden, da Margatoxin sehr
selektiv nur diesen Kanal blockiert.

30
Abbildung 4.27: Blockierung der Kvl1.3-Kanile
durch Margatoxin.
%‘ 20 Oben: Vergleich einer Messung mit extrazelluldrer
e Stimulation und ohne. Ab t = 50 ms werden al-
o 10 1 le Kanale durch intrazelluldre Depolarisation auf
Ve = 30 mV geéffnet. Die durch den extrazelluldren
0 4 A Ao _Mf Reiz gebffneten Kandle verursachen einen Offset-
strom zu Beginn des intrazelluldren Pulses.
44 46 48 50 52 Unten: Wird Margatoxin appliziert, verschwinden al-
t [ms] le KT-Leitfihigkeiten. Nur die kapazitiven Stréme
bleiben erhalten.
30
-%' 20
o 10 1
H
0 -WLWWWLJI‘\W\A L___._
a4 46 48 50 52

t [ms]

69



KAPITEL 4. OFFNEN DER KANALE DURCH DIE EXTRAZELLULARE
SPANNUNG

4.4.3 Messung der Gatingkurve durch extrazelluldre Stimulation

Wird die Leitfihigkeit der Kanile gegeniiber der des Spalts vernachléssigt, so steigt die
Membranspannung proportional zur Steigung der Spannungsrampen am Chip. Trigt man
die Leitfahigkeit der unteren Zellmembran am Ende des Pulses auf gegen die Spannung
im Spalt, so ergibt sich daraus die , Gatingkurve* des Kanals nach der Dauer At der
Spannungsrampe (die eigentliche Gatingkurve eines Kanals gilt fiir ¢ — 00).

Fine sinnvolle Gatingkurve lédsst sich nur bestimmen, wenn bei der maximalen Spannung
alle Kanéle getffnet sind. Um die dafiir notwendigen hohen extrazelluléiren Spannungen zu
erreichen, wurden sehr steile Spannungsrampen von At = 2ms Dauer iiber ein Intervall
von AVg = —=3V...—9V an den Chip (Spotkapazitit von 1 C"TFQ) angelegt. Sie fithrten zu
Stromen von bis zu 10nA (links).

Es ergeben sich Steigungen am Chip von % =-15...-45 % Die Stromkurve Il%ms(%)
lasst sich in die Gatingkurve G2%%(Vypr) umrechnen (Abbildung rechts). Bei einer
Zeitkonstante von 7ox = 50 us liegt im Spalt eine Spannung von V; = —75... —-225mV
an. Der Wert der Leitfdhigkeit von 40 nS entspricht durchschnittlichen Werten. Der Ver-
lauf zeigt gute Ubereinstimmung mit der Kurve, welche sich aus der Kanaldynamik fiir
die Gatingkurve nach At = 2ms ergibt (blau gestrichelt).

Insbesondere bedeutet dies, dass die Dynamik des Kv1.3-Ionenkanals in der adhérierten
Membran gleich derjenigen in der freien Membran ist. Die Funktionalitit der Ionenkanile
wird durch die Adhésion also nicht beeintrichtigt.

10

10 4
8 1 8 4
S 61 < 61
> 4 & 4
2 21
0 4

0 T T T — T T T T T

46 47 48 49 50 0 1 2 3 4 5

t[ms] AVs/At [V/ms]

46 47 48 49 50 50 0 50 100 150

t [ms] Vou [mV]
Abbildung 4.28: Links: Bei Steigungen von bis zu AAVtS =—45 % flieBen nach 2 ms Stréme von bis zu

10nA (gestrichelte Linie). Die Kanale der unteren Zellmembran sind dann vollstandig geéffnet.
Rechts: Die Stréme nach der Zeit At = 2 ms und die Steigung AAV;S lassen sich umrechnen in die
Leitfdhigkeit G jp; und die Spannung Vs liber die untere Zellmembran. Der Vergleich mit der aus der

Kanaldynamik berechneten Kurve (blau) zeigt eine gute Ubereinstimmung.
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4.4.4 Nachtrigliches Offnen durch intrazellulire Spannung

Die Kanéle schlieflen sich nicht sofort, nachdem sie durch die extrazelluldre Stimulation
geoffnet wurden. Durch einen intrazelluldren depolarisierenden Spannungspuls lidsst sich
nach Beendigung des Stimulationspulses der Anteil der offenen Kan#le der unteren Mem-
bran bestimmen. Der Puls 6ffnet alle Kanile der Zelle, sowohl die der unteren als auch die
der oberen Membran. Der Offset der Stromkurven am Beginn des Testpulses entspricht
dem Anteil der Kanile, welche durch den extrazelluliren Puls bereits gedffnet wurden
(Abbildung oben).

Der Strom nach dem Abklingen des kapazitiven Peaks wurde bestimmt (gestrichelte Linie).
Der Offsetstrom, welcher ohne vorhergehende extrazelluldre Stimulation gemessen wurde
(unterste Kurve), wurde von den anderen Werten zur Korrektur des Leckstromes abgezo-
gen. Aus dem so bestimmten Strom, der Klemmspannung Vj; = 30 mV und dem Umkehr-
potential lidsst sich die Leitfdhigkeit der unteren Membran zu Beginn des intrazelluléren
Pulses bestimmen. Aufgetragen gegen die Spannung Vj;; widhrend dem extrazelluldren
Reiz ergibt sich die in Abbildung [4.29] unten rot dargestellte Kurve.

Falls die Leitfiahigkeit sich nach dem extrazelluldren Puls nicht geéndert hat, sollte die
wéhrend des extrazelluldren Pulses bestimmte Leitfahigkeit (blau) mit derjenigen iiber-

10
Abbildung 4.29: Links: Nach dem Offnen der
81 Kanale durch den Puls am Chip (oben) 6ffnet ein de-
S 6 polarisierender intrazelluldrer Puls (Mitte) die iibri-
= gen geschlossenen Kanéle. Nach Abklingen des ka-
> 41 pazitiven Peaks wird der Strom gemessen (gestri-
2 ] chelte Linie) und daraus die Leitfihigkeit der unte-
ren Membran bestimmt.
0 ' T T ' T Rechts: Die aus den Strémen wéahrend des intra-
46 48 50 52 54 zelluldren Pulses bestimmte Leitfihigkeit (rot) ist
40 - geringer als die durch die extrazelluldre Spannung
gemessene Leitfshigkeit (blau, vgl. Abbildung[4.28).
20
5 O
E 20
=
> -40
-60
-80

50 0 50 100 150
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einstimmen, die withrend des folgenden intrazelluldren Testpulses gemessen wird (rot). Die
offensichtliche Abweichung kénnte mehrere Ursachen haben: 1. Es ist moglich, dass der
Testpuls auf +30mV den Kanal nicht so weit 6ffnet wie die extrazelluldre Spannung (bis
zu +170 mV); vor allem die Kanile der unteren Membran sind wegen der Verschiebung von
Viyar durch den Spannungsabfall iiber den Spalt nicht ganz gedffnet. 2. Der Spannungspuls
am Chip verschiebt das Umkehrpotential im Spalt zu positiveren Werten (wegen Anrei-
cherung von Kt im Spalt); dadurch wird der Strom bei hohen Spannungen V), (extraz.
Puls) weniger abgesenkt als bei niedrigeren Spannungen (intraz. Puls).

Weiterhin lasst sich aus den gemessenen Kurven das Verhéltnis Su von den Zahlen der
Kanile in der unteren und oberen Membran bestimmen (G=Flichenverhiltnis, y=Anrei-
cherung). In der untersten Messkurve von Ip in Abbildung sind alle Kanéle zu Beginn
des intrazelluldren Testpulses geschlossen, in der obersten Kurve sind alle Kanéle der unte-
ren Membran gedffnet. Nach einigen ms 6ffnen sich auch die Kanéle der oberen Membran.
Fiir das Verhéltnis der Kanalzahlen ergibt sich

4.346 nA — 0.928 nA

= 7397nA —43460A 12

B

Da bei sehr flachen Zellen beinahe 3 = 1 gilt, ist auch p = 1, es liegt also keine Anreiche-
rung der Kanéle in der unteren Membran vor.

4.4.5 Messung des Schlieflens der Kanile

Schlieit man die Ionenkanéle der unteren Membran durch Hyperpolarisation auf einen
Wert deutlich unterhalb des K™-Umkehrpotentials Vi = —80mV, so lisst sich ein nega-
tiver Strom durch die Ionenkanéle messen. Die Kanéle schliefen aufgrund der negativen
Spannung iiber die Membran, und der Strom fallt auf Null ab. Die Dynamik des Schlieflens
besteht in einem exponentiellen Abfall der K*-Leitfihigkeit mit einer spannungsabhiingi-
gen Zeitkonstante 7.

Im Experiment von Abbildung wurden die Tonenkanéle der unteren Membran durch
Stimulationspulse am Chip mit At = 2ms und AVg = —5...—10V gedéffnet. Danach
(ab t = 50ms) erfolgen intrazelluldre Testpulse auf Vi = +40mV (blau) bzw. Viy =
—130mV (rot). Die Zeitkonstanten der Strome ab ¢ = 51 ms lassen sich durch Anfitten
einer Exponentialfunktion bestimmen. Der Wert von 7. = 2.3 + 0.4ms fiir die Kurven
mit Amplituden > 200 pA entspricht dem in einer anderen Messung bestimmten Wert
7. = 2.2ms fiir das Schlieffen der Kv1.3-Kanéile bei —130 mV.

4.4.6 Variation des Haltepotentials

Die Spannung Vs iiber die untere Zellmembran wird durch die Spannungen V; im Spalt
und Vs in der Zelle bestimmt. Bleibt die Spannung im Spalt dieselbe, wirkt sich ei-
ne Variation des Haltepotentials Vs auf das Offnen der Kanile aus. Hohe intrazellulire
Spannungen erleichtern das Offnen der Kaniile.

In Abbildung ist ein Experiment gezeigt, in welchem bei konstantem extrazellularen
Reiz (At = 5ms, AVs = —5V) das Haltepotential von Vj; = —100mV bis Vj; = —45mV
variiert wurde. Je hoher das Potential innerhalb der Zelle liegt, desto mehr Kanéle 6ffnen
sich, und der Strom steigt. Auch wihrend des nachfolgenden intrazelluldren Testpulses
sind die gedffneten Kanile als Offset erkennbar.
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Abbildung 4.30: Nach dem Offnen der Kanile
durch den Puls am Chip werden sie durch einen
hyperpolarisierenden intrazelluliren Puls wieder
geschlossen.

Blau: Die extrazelluldren Pulse 6ffnen die lonen-
kanéle. Im darauf folgenden intrazelluldren Test-
puls (oben) auf Vyy = +40 mV sind die offenen
Kanale als Offset im Strom zu erkennen.

Rot: Intrazelluldre Testpulse auf Vy; = —130 mV
schlieBen die offenen Kanale. Die Zeitkonstante
beim SchlieBen entspricht der Zeitkonstante des
Kvl.3-Kanals.
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Abbildung 4.31: Eine Veranderung des intrazel-
luldren Haltepotentials Vy; (Mitte) wahrend An-
legen des extrazelluliren Stimulus (oben) beein-
flusst die Spannung Vi iiber die untere Mem-
bran. Bei hohem Haltepotential wird das Off-
nen der Kanale durch den extrazelluliren Reiz
erleichtert (unten).
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Kapitel 5

Periodische Stimulation der Zellen

In Kapitel 4| wurde gezeigt, dass sich die Kanile der unteren Membran 6ffnen lassen, wenn
die im Spalt erzeugte Spannung sich iiber mehrere Millisekunden aufrecht erhalten lasst.
Der Faktor, durch den diese Zeit limitiert wird, ist die maximale Spannung am Chip,
oberhalb derer ein Durchbruch der dielektrischen Schicht droht.

Bei Verzicht auf den nicht-physiologischen Nat-freien Elektrolyten und Verwendung einer
normalen, d. h. physiologischen Messlosung mit hoherer Leitfihigkeit kann die Spannung,
die zum Offnen der Kanile notwendig wire, nur fiir Zeiten unterhalb einer Millisekun-
de aufrecht erhalten werden. Diese Zeitspanne ist nicht ausreichend, um die Kanéle der
unteren Zellmembran zu 6ffnen.

Ist es moglich, mehrmals hintereinander in schneller Folge eine Spannung im Spalt fiir
eine kurze Zeit zu erzeugen, so kann auch auf diese Weise ein Offnen der Kanile erreicht
werden (siche Abbildung. In den dazwischen liegenden Zeitintervallen muss die Span-
nung am Chip wieder auf ihren urspriinglichen Wert gebracht werden, damit eine weitere
Spannungsrampe am Chip nicht zu einem Durchbruch des Dielektrikums fiihrt. Trotzdem
soll vermieden werden, dass sich in dieser Zeit die Kanéle wieder schlieflen.

Diese Moglichkeit zum Offnen der Kanile bei physiologischem Elektrolyten soll im fol-
genden untersucht werden. Zuerst wird anhand eines einfachen Modellkanales das Prinzip
erliutert, wie mittels vieler kurzer Pulse eine zum Offnen der Kaniile geeignete Spannung
im Spalt entsteht. Danach wird gezeigt, dass sich dieses Prinzip unter bestimmten Bedin-
gungen auch auf komplexere Kanalmodelle anwenden lasst. Schliellich wird dies anhand
einer Simulation mit dem K*-Kanal Shaker 29-4 gepriift.

5.1 Prinzip der periodischen Stimulation

5.1.1 Erzeugung einer Rechteckspannung im Spalt

Die Form der Spannung V;(t), die im Spalt zwischen Chip und Zelle entsteht, wird durch
den Spannungsverlauf am Chip Vs(¢) und die Differentialgleichungen bestimmt. Fiir
die Berechnung, wie sich die Kanéle am besten 6ffnen lassen, ist es von Vorteil, eine ein-
fache Form von V;(t) zu betrachten. Verwendet man die Differentialgleichungen ohne
Berticksichtigung der Elektrodiffusion und setzt eine passive Zellmembran und konstante
Kapazitét des Dielektrikums voraus, so lisst sich die Spannung Vg(t) am Chip berech-
nen, fiir welche V;(t) eine Rechteckspannung wird. Fiir diesen Fall lassen sich einfache
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Abbildung 5.1: Wenn statt des modifizierten Elek-
trolyten mit niedriger Leitfihigkeit normaler Elek-
: : : : : : trolyt verwendet wird, ldsst sich die Spannung iiber
) ) ) 9 die untere Membran Vi nur fiir kurze Zeit auf-
. : : : : : recht erhalten.
Kann die Spannung mehrmals hintereinander er-
zeugt werden, lisst sich der Kanal stiickweise im-
mer weiter 6ffnen. Die Spannung in den dazwischen
liegenden Intervallen (mit ? gekennzeichnet) sollte
t dazu so gewihlt werden, dass die Kanéle (n) sich in
dieser Zeit méglichst wenig schlieBen.

Vom

Bedingungen aufstellen, unter denen sich die Kanile am weitesten 6ffnen (der allgemei-
ne Fall, d.h. wenn Vg(t) eine beliebige periodische Funktion darstellt, ist schwieriger zu
behandeln).

Aus Gleichung wird bei Vernachliissigung der Leitfihigkeiten der Membran und An-

nahme von dgjt” = 0 (wegen des Voltage-Clamp):
Vs d(Vy —Vs) dvy
—_ — = — . -].
R, + Cox 7t Cim 7t (5 )

Ist V;(t) eine Rechteckspannung, so besteht V;(¢) aus Spriingen und konstanten Teilen.
Fiir die konstanten Teile gilt

dVy
o 0
und damit aus Gl. 5.1l
dV:
Vy=R;Cox - cT: (5.2)

Das bedeutet, die Spannung im Spalt ist proportional zur Steigung der Spannung am
Chip. Der Proportionalititsfaktor ist die Zeitkonstante Tox = R;jCox.

Spriinge in Vj(t) entsprechen Spriingen in Vg(t). Ist an der Stelle ¢y ein Sprung, erhilt
man aus Gl [5.1] durch Integration von ¢y — ¢ bis tg + ¢ und Grenzwertbildung ¢ — 0:

Cox

AV, = 20X
77 Cox + Cyu

AVs (5.3)
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0.8
dvs Abbildung 5.2: Damit V;(t) eine Rechteckspan-
0.6 at nung ist, muss die Spannung Vs(t) aus Spriingen
S - und Teilstlicken mit konstanter Steigung zusam-
0.4 mengesetzt sein.
> AVE Die Spannungen AVs und AV; hingen liber Glei-
0.2 1 s chung [6.3 zusammen, die Spannung V; berechnet
AVg . dVsg .
sich aus <75 iiber G/e/chung
0.0 T T y g Die Periode der Rechteckspannung (100 us) wurde
0.35 0.40 0.45 0.50 0.55

so gewdahlt, dass bei AV ~ 200 mV die Spannungen

t [ms
[ms] AVs und AV in derselben GréBenordnung liegen.
50 1
A V
B enlimcaies
>
(=
— -50 1 AV;
2]
>
-100 1
-150 — —
0.35 0.40 0.45 0.50 0.55
t [ms]
mit

AVg = liH(l) Vs(to +¢€) — Vs(to — €) und AVy = liH(l) Vi(to+¢€) — Vi(to —¢)
£e— e—s

Ist V;(t) eine Rechteckspannung, muss die Spannung Vg(t) also zusammengesetzt sein aus
Spriingen und Teilen mit konstanter Steigung. Die Groflen Vi, %, AV; und AVg sind in
Abbildung [5.2] eingezeichnet.

Die Hohen der Auf- und Abwirtsspriinge in Vj(¢) sind AVy und —AVy, die in Vg(t)
sind AVg und —AVg. Deshalb sind die Spannungsintervalle, welche von den dazwischen
liegenden Spannungsrampen iiberstrichen werden, betragsmifliig auch gleich grofi, und
zwar £AVS. Die Werte der Rechteckspannung wéhrend der depolarisierenden und der
hyperpolarisierenden Phase V1 und Vj, ergeben sich aus den Zeiten At; und Aty (siehe

Abbildung iiber Formel

—AVY —AVg
= . = . .4
Vin R;Cox AL R;Cox -0 (5.4)
B AVE AVE
Ve = RjCox - Aty R;Cox - ma
wobei
A A
de=""" | wnddeshalb  1—de= 22 |,

T

der sog. duty cycle oder das Tastverhdltnis, zur Beschreibung der Asymmetrie der Recht-
eckspannung verwendet wird. Daraus folgt weiter

T

AVE 1 1
AV = — = - S ,
V=V —Vn=R;Cox T <dc + 1_ dc> (5 5)
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50 QEI. Abbildung 5.3: Die oberen
Dl IVJZ und unteren Werte der Recht-
04----- FE EEE] EEEEER AR B eckspannung sind Vj1 und Vs,
;' die entsprechenden Zeitinter-
=] < > valle At; und Aty. Die Periode
— -50 - At der Rechteckspannung ist T
h Vi1
> < >
~100 - T,
v
- 1 5 0 T T T T
0.35 0.40 0.45 0.50 0.55
t [ms]
und
—dc
Vi = - V1.
J2= T g0 v

Die von V;; und Vs beziiglich der Nulllinie eingeschlossenen Flidchen sind entgegengesetzt
gleich, d. h.

V- Aty = —Vyg - Ats.

Die Spannung iiber die untere Membran ist Vj; = Vs — V. Im Voltage-Clamp ist Vi,
konstant und deshalb bildet auch Vs eine Rechteckspannung (Abbildung . Dement-
sprechend sind hier die von den Spannungen Vjar = Vay — Vi und Vipe = Vir — Vo
beziiglich der Vjs-Linie eingeschlossenen Flidchen gleich (bis auf das Vorzeichen).

Als frei wiahlbare Parameter, welche die Form des Rechtecksignales iiber die Membran
beschreiben, werden in den nichsten Abschnitten die vier Groflen Vjyq, Var, de und T
verwendet. Aus diesen lassen sich gemifl den Formeln und [5.5] die Werte fiir AVg
und AVZ berechnen, aus denen man mit dec und 7" die Spannung Vs(t¢) am Chip konstruiert
(vgl. Abbildung5.2).

Abschlieflend wird fiir beliebige Spannungen Vg(t) am Chip die im Spalt resultierende
Spannung V;(t) berechnet. Dazu wird die Gleichung fiir den allgemeinen Fall gelost.
Man stellt um:

dv; V; Cox dVs

= it =Ry (C C 5.6
dt + Tox Cox +Cyy dt i Tox 7 (Cox +Cm) (5.6)
_t
und multipliziert mit e7ox :
—dVJ -eTotX + 7VJ ~eTOtX = Cox Vs -eW;X.
dt TOX Cox +Cyn dt

Die linke Seite entsteht durch die Produktregel fiir Ableitungen:

d : v, 1
— (VJ - eT0X ) = 71] -eT0X + VJ . — 70X
dt TOX
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Va2 Abbildung 5.4: Betrachtet man die von der Span-
nung Vj oberhalb und unterhalb der Nulllinie ein-
geschlossenen Fliachen, so erkennt man, dass Vjy -

>'3 Aty = —Vjo - Atgy ist.
Dasselbe gilt fiir die von den Spannungen Vjari
und Vo beziiglich der Vy;-Linie eingeschlossenen
Fliachenstiicke.
V11 — . — .
0.35 0.40 0.45 0.50 0.55
t [ms]
Vam11 — —
3
>
AT B L
Vamz
0.35 0.40 0.45 0.50 0.55
t [ms]
Man erhélt also
t t
i (VJ‘@TOX> — COX dVS .eToX
dt Cox +Cyn dt

und durch Integration iiber die Zeit

t Cox /t dVsg _=
= . eTox dr
to Cox+Cym Jyy dT

0

T

VJ - e70X

woraus man durch Auflésen nach V;(t) das gewiinschte Ergebnis erhélt:

_t=to Cox __t /t T,
Vi(t) = Vito) e 7ox + —9X _ "Tox . [ eTox Vi(r)d
7(t) = Vi(to) e Cox t Comr € toe §(r)dr

Fiir periodische Funktionen Vg(t) ist auch V;(t) periodisch, und das Integral von Vj(t)
iiber eine Periode verschwindet (aus Gl. [5.6)):

—Tox——dt =0,

T T
d d

/ V) (t) dt = ToxCox dVs Vy

0 o Cox+Cyy dt dt

d. h. die Fldchen unterhalb und oberhalb der Nulllinie in einer Periode sind gleich, genauso
wie beim Spezialfall der Rechteckkurve. Im folgenden wird nur der Fall der Rechteckspan-
nung weiter behandelt.
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5.1.2 Offnen des Modellkanals mit periodischer Stimulation

Es wird untersucht, wie die Parameter Vjpsq, Vas, dec und T, durch welche die Form
der Rechteckspannung bestimmt wird, zu wéhlen sind, damit sich die Ionenkanéle in der
unteren Zellmembran durch die Spannung im Spalt 6ffnen. Dazu wird ein mathematisches
Modell eines Ionenkanals verwendet. Das einfachste Modell eines Ionenkanals mit einem
offenen und einem geschlossenen Zustand und exponentiell anwachsenden Ubergangsraten
wurde in Abschnitt[2.2.2]erklért. Die relevanten Formeln 2.5 und [2.10] welche das Verhalten
des Kanals beschreiben, sind hier noch einmal wiederholt. Das zeitabhéngige Verhalten
der Wahrscheinlichkeit n, dass ein Kanal offen ist (bzw. den Anteil der offenen Kanéle in
einem Ensemble) ist gegeben durch die Differentialgleichung Die Gleichungen fiir
die Ratenkonstanten o und (3, mit denen der Kanal bei einer bestimmten Spannung 6ffnet
bzw. schlieBt, ergeben sich aus dem Doppelminimumpotential (siehe Abbildung .

dn
— = a-(l1-n)—0-n 5.7
- (1=n) -5 (5.7)
0.8
Abbildung 5.5: Mit einer Periode der Stimulati-
0.6 - onsspannung Vs(t) am Chip von T = 50 us und
N Vim1 = 180 mV als dem oberen Wert der Recht-
0.4 eckspannung im Spalt ergeben sich die links darge-
S stellten Kurven fiir Vs(t), Vyam(t) und n(t). Unten
0.2 ist der Verlauf von n(t) iiber einen Zeitraum von
5ms, d. h. 100 Perioden, dargestellt.
0.0 1= r r r T T r T Die Rechnung wurde mit einem Kanal mit zwei
-20 0 20 40 60 80 100120 Zustdnden durchgefiihrt, der durch die Gleichungen
t [us] eher. wird. Di
[5.7 und [5.8 beschrieben wird. Die Werte der Mo-
dellparameter sind:
200 | ) o= 15!
( V0_5 - —40 mV
5 100 1 Vg =10mV
) §=1/3
g 07
>
-100
-20 0 20 40 60 80 100 120
t [us]
0.12
0.6
0.10 1
0.08 1 0.4
%0.06 .
0.04 1 0.2 4
0.02
-20 0 20 40 60 80 100120 0 1 2 3 4 5 6
t [us] t [ms]
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a(Voiu) = 15 -e Vg

(=8 (Vypm—Vo.5)

B(VJM) = 7'0_1-6 Vg

(5.8)

Dabei bezeichnet n(t) die Wahrscheinlichkeit, dass der Kanal zur Zeit ¢ gedfinet ist, und
Vym die Spannung iiber die Junctionmembran. 79, §, Vy; und Vp5 sind die Parameter,
durch welche die Dynamik des Kanals bestimmt ist.
Wird als Spannung Vjjs eine periodische Rechteckspannung eingesetzt, so nehmen ab-
wechselnd o und 3 hohe Werte an, und der Kanal 6ffnet und schlieit sich jeweils. Die
Parameter Vs, Va1, de und T, welche die Form der Rechteckspannung bestimmen, wer-
den so gewihlt, dass der Kanal innerhalb einer Periode stirker offnet als schliefit. Dies
ist in Abbildung verdeutlicht. Als Kanalparameter wurden die Werte 7y = 1s71,
Vos = —40mV, V, = 10mV und 6 = 1/3 verwendet. Die Stimulationsparameter sind
Vi = —80mV, Vi = 180mV, de = 0.1 und T' = 50 us.
Liegt iiber die Membran eine konstante Spannung Vj,; an, so sind a und ( konstant,
und Gleichung zeigt, dass n(t) einem stationdren Wert zustreben wird. Um diesen
stationdren Wert neo = limy_,o n(t) zu finden, wird ‘é—? = 0 gesetzt:
Q
o+

Moo

Ist die Spannung Vs (t) nicht konstant, so ist kein Grenzwert von n(t) fiir £ — oo definiert.
Wenn Vjy(t) eine periodische Funktion ist, ldsst sich aber eine Bedingung aufstellen,
welche dem stationdren Wert sinngeméfl entspricht, und zwar soll n(¢) nach Durchlaufen
einer Periode wieder denselben Wert annehmen, d. h.

n(to +T) —n(to) = 0, (5.9)
wobei T die Periode von Vjjs(t) bezeichnet. In Abbildung ist diese Bedingung an-

schaulich dargestellt. Der Wert 1o, = n(ty) wird im folgenden als quasistationéirer Wert
bezeichnet.

Es wird zuerst der Grenzfall ' — 0 behandelt, weil sich der Wert no, dann einfacher
berechnen lédsst. Danach wird der kompliziertere allgemeine Fall dargestellt, aus welchem
sich die gesamte Dynamik des Offnens bestimmen lisst.

an_, n (To) -n(0) =0
dt - Lo
3 21
a a
t t 0 Ty

Abbildung 5.6: Links: Fiir eine konstante Spannung V() lautet die Bedingung fiir eine stationdren
Wert von n(t): 4% = 0. Rechts: Wird die Spannung V(t) periodisch moduliert, so kann man die
Bedingung fiir den quasi-stationiren Fall als n(to + T') — n(to) = 0 formulieren .
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5.1.3 Hochfrequenter Grenzfall 7' — 0

Gleichung ldsst sich umformen, indem die linke Seite als Integral geschrieben wird:

to+T dn

to+T
n(t0+T)—n(t0)—/ dtdt_/ a(l—n)—pFndt=0
to to

Fiir hohe Frequenzen ist n beinahe konstant (vgl. Abbildung [5.6) und kann aus dem
Integral herausgezogen werden; fiir o und g gilt dies nicht, da sie spannungsabhéngig sind
und sich deshalb wéhrend einer Periode d&ndern. Fiir die Ndherung n = const. gilt dann

f:O+T o dt
0

SOt o+ dt

Noo =

Im folgenden wird der oben behandelte Fall betrachtet, dass Vjys(t) eine Rechteckform
besitzt. Mit

ar=aViv), ca=aVimz), Bbi=BVim), Be=08Viuz)
und den Bezeichnungen aus Abschnitt gilt:

Aty -0 + Aty - g
Aty (o1 + fr1) + Ata - (a2 + B2)

Noo =

(5.10)

Wegen
Aty =de T und Aty =(1—de)T

lasst sich T" kiirzen und ne, wird fiir 77 — 0 unabhiingig von T (Abbildung .
Verwendet man die Ndherung

aq , 52 > a2, /817

Imsf
Abbildung 5.7: Darstellung von

Noo(de, T') bei festen Spannungspara-
metern Vy; = —80mV und Vi =
180mV. ns, nimmt Werte von 0
(blau) bis 0.69 (rot) an.

Fiir hohe Frequenzen, d.h. T —
0, wird no, unabhangig von T. Fiir
groBere T' wurde hier der Mittelwert
von n(t) dargestellt.

100us |

10ust

lush " " " f
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
dc
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5.1. PRINZIP DER PERIODISCHEN STIMULATION

welche fiir Vyyn — Vos > Vg -min(3,1/9) und Vo5 — Vi > 3V, gilt (hergeleitet aus Formel

, erhilt man

dc - oq
dc-ajy + (1 —dc) - [

Noo =

Setzt man (V') und S(V') aus Formel ein und driickt Ve durch Vyp und Vs aus,
so ergibt sich

1

(1—de)Vp 5 —(6—de)Vypr —(1=8)Vpy
14+ 1;506 (I—dc)Vyg

Noo =

(5.11)

In diese Formel fiir no, gehen neben den Kanalparametern ¢, V; und V{5 noch die drei Pa-
rameter der Stimulationsspannung Vs, Va1 und de ein. Im folgenden wird die Abhéngig-
keit von ny, von diesen drei Parametern untersucht.

Die Fille de > 6 und dc < § unterscheiden sich grundsitzlich: Fiir hohe Spannungen
Va1 wird der mittlere Ausdruck im Exponenten —(6 — dc)Vyas; im ersten Fall positiv,
im zweiten negativ. In diesem zweiten Fall, also bei dc < §, kann durch eine entsprechend
hohe Spannung Vjas1 der gesamte Exponent beliebig hohe negative Werte annehmen, und
somit Ny, beliebig nahe an 1 herangebracht werden. Im ersten Fall fiir de > § wird der
Exponent bei hohem V1 positiv und n, geht gegen 0.

Bei festen Spannungswerten Vi; und Vjprq wéchst der zweite Summand im Nenner des
gesamten Ausdrucks mit fallendem de stark an, deshalb gilt fiir de — 0 auch ns, — 0. Es
muss in diesem Fall also ein dc geben, bei welchem nq,(dc) maximal wird. Die Abhéngigkeit
Noo(dc, Vypr1) mit T — 0 und festem Vjy ist in Abbildung dargestellt.

Der Zusammenhang zwischen V3; und Vjpsq ist offensichtlich: Bei einer Anderung des
mittleren Membranpotentials Vs wird durch eine entsprechende Verdnderung von Vjsq
um AViyg = —;%jCAVM derselbe Wert fiir no, angenommen (Abbildung .

350mV F
Abbildung 5.8: Darstellung von
Noo(de, Vypr1) fiir T — 0 und festes
300mV Vi = —80 mV. Von blau iiber rot bis
gelb ist hier der Bereich 0 < n., <1
250mv | in Schritten von 0.1 dargestellt.
Die Kanile 6&ffnen sich fiir hohe
o Va1 im Bereich 0 < de < & (hier ist
;3: 200mv d =1/3). Fiir eine feste Spannung
Vi1 wird bei einem bestimmten dc
150mVv F ein Maximum fiir no, erreicht. Fiir ein
festes dc < & kann durch Erhéhung
von Vi, der Wert von no, beliebig
100mVv | nahe an 1 gebracht werden.
50mV ¢
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
dc
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350mvy Abbildung 5.9: Darstellung von
300mVv } Noo(Var, Vya1) flir T — 0 und festes
dc=0.1.
250mV Eine Verringerung des mittleren Mem-
branpotentials Vj; kann durch ei-
200mV ne entsprechende VergréBerung von
o Va1 kompensiert werden, um den-
f 150mV selben Wert von n., zu erhalten.
100mVv |
50mV |
OomV
-50mV L, n n n :
-150mV -125mV -100mV -75mV -50mV

VM

5.1.4 Allgemeiner Fall fiir beliebige Frequenzen

Im oben behandelten hochfrequenten Grenzfall muss die Frequenz so hoch sein, dass sich
n(t) innerhalb des Ablaufs einer Periode wenig dndert. Die oben durchgefiihrten Vereinfa-
chungen sind bei einer niedrigeren Frequenz der anregenden Spannung nicht mehr méglich.
Die Differentialgleichung kann trotzdem noch analytisch gelost werden.

Fiir konstante Spannung V) sind auch a und (8 konstant, und man erhélt
dn
dt

S O —(a+)
n(t) = P <a+ﬁ n(O))e R

= a—(a+p)-n(t)

Lost man die Gleichung fiir die hyperpolarisierende Phase Ats und verwendet die Losung
als den Startwert fiir die depolarisierende Phase Aty, so ergibt sich fiir den Wert von n(t)
nach Ablauf einer Periode

oy a1 )
n (Al + Aly) = _ ( _ (
( ) a + B ap + B ag + (B2
— ( &2 _ TL(O)) e—(a2+ﬁ2)At2>> e~ (1 +p1)Al
ag + 2
Mit den Abkiirzungen
M _ —(a1+p1)Aty
r=—-, e =e ,
T+ 4
_ ™ _ —(a2+p2)Atz
Ty = P €2 = ¢€ 5
ag + B2

a=-ereg und b=r1(1—e1)+raei(l —e2)
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5.1. PRINZIP DER PERIODISCHEN STIMULATION

erhiilt man fiir den Offnungszustand des Kanals nach Ablauf von k Perioden:

1— k
n(k-T)=b- < a4

+ a*n(0)

—a

Der Grenzwert dieses Ausdrucks fiir & — oo bildet den Wert von n(t) nach der depolari-
sierenden Phase im quasistationédren Grenzfall und betragt:

b
=1 -T) =
L A

Entsprechend ergibt sich bei Vertauschung von e; mit e3 und r; mit ro der Grenzwert n_
nach Ablauf der hyperpolarisierenden Phase. Der Mittelwert ist

Noo = %(n; +n)

Die Verénderung der Darstellungen von neo (de, Vi) und neo (Var, Viari), wenn statt T —
0 (wie in den Abbildungen und eine Periodendauer von 7" = 100 us angenommen

wird, zeigen die Abbildungen und
Fiir T — 0 ist no = nd, = n_, und die Exponentialfunktion lésst sich linearisieren:

‘ B a10f&-1,31 (1 _ e—(a1+ﬁ1)At1) + a20fﬁ2 e—(ca+p1)Aty (1 _ 6—(C¥2+[32)At2)
im ne =

jl"ﬂo 1 — e—(@1+B1)At1—(aa+B2)Ata
artg (ot B1) At + %2 (1= (aa + Br) Aty) - (g + f2) Aty
(o1 + 1) Aty + (a2 + B2) Aty
a1 Aty + asAte (1 — (g + (1) Atq)
(1 + B1) Aty + (a2 + B2) Aty

Fiir T — 0 wird (aq + (1) Aty klein gegeniiber 1, und man erhélt wieder Gleichung [5.10

350mV f
Abbildung 5.10: Darstellung von
Noo(de, Vyprr) fir T = 100 us und
300mvV Vi = —80mV. WeiB gestrichelt ein-
gezeichnet sind die Héhenlinien fiir
250mv | T —0 .(vgl. Abbl/dur.1g@).
Fiir kleine dc und geringe Spannungen
- Vv stimmen die Werte von ny fiir
& 200mV | T = 100us und T — 0 iiberein. Im
> Bereich dc > 0.25 ist n, ~ 0 und
Noo & int .
150mVv | 2
100mV
50mV L n n n n .
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
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350mv ¢ Abbildung 5.11: Darstellung von
300mV }+ noo(VM,V]]\41) fir T = IOOuS und
dc = 0.1. WeiB gestrichelt eingezeich-
250mV net sind wieder die Héhenlinien fiir

T — 0 (vgl. Abbildung[5.9).
200mV | Das Absinken von n., im Bereich
- Neo > 0.5 und der Anstieg im Be-
A 150mVv | reich n,, < 0.5 gegeniiber dem Fall
> T — 0 geschieht durch die Aufspal-
100mv | tung von no in zwei unterschiedliche
Werte n, und n__ aufgrund der ver-

50mv | gréBerten Periodendauer T'.

OmvV
-50mV L n n n A
-150mV -125mV -100mV -75mV -50mV
Vi

Aus obigen Formeln lésst sich berechnen, mit welcher Zeitkonstante der Kanal durch die
periodische Spannung im Spalt getffnet wird. Zwischen aufeinander folgenden Perioden
betriagt das Verhiltnis der Abweichungen vom Grenzwert:

(ng —n(k-T))
(n% — n((k—1)- 1))
und damit erhélt man als Zeitkonstante 74 fiir die Anndherung des Kanals an den quasi-
stationédren Zustand

T T B T
Tgs = 1—a - 1— e169 - 1— e—(a1+ﬁ1)At17(a2+,@2)At2

Im Grenzfall fiir T' — 0 ldsst sich die Exponentialfunktion wieder linearisieren, und es
ergibt sich fiir die Zeitkonstante analog zur oben durchgefiihrten Rechnung;:
lim 745 = r
T—0 1-— (1 — (041 + ﬁl) Aty — (052 + 62) Atz)
1

(o1 + B1) - de+ (g + Bo) - (1 — de)

5.2 Anwendung auf Kanalmodelle mit mehr als zwei
Zustinden

Fiir Modelle von Ionenkanélen, die mehr als nur zwei Zustédnde besitzen, werden die oben
dargestellten Formeln auf die Matrixschreibweise iibertragen. Dazu formuliert man das
Ubergangsschema als System linearer Differentialgleichungen 1. Ordnung;:

d
4 ailr aip - Qg (1
dy2

azp a2 -+ A2p Y2
di

= . ] (5.12)

d
Cll/tn anl Gp2 - Qnn Yn
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wobei die Koeffizienten a,,, sich aus den Ratenkonstanten a, und 3, fiir die Uberginge
zwischen den jeweiligen Zustdnden des Kanals berechnen. Zur Vereinfachung wird im
folgenden die Matrix als A(Vyy) = (amn(Viar)) geschrieben.

dy

= (5.13)

Die Definition des quasistationéren Zustandes erfolgt entsprechend dem bereits behandel-
ten Fall mit zwei Kanalzustdnden. Es wird zuerst der allgemeine Fall fiir beliebige Peri-
odendauern untersucht. Im letzten Abschnitt zeigte sich, dass sich daraus der Spezialfall
fir T'— 0 ableiten l&sst.

Im folgenden werden die Gleichungen fiir einen beliebigen Kanal hergeleitet und danach
anhand des Modells fiir den K*-Kanal Shaker 29-4 mit konkreten Werten gerechnet.

5.2.1 Vereinfachung der Differentialgleichungen fiir stiickweise konstan-
te, periodische Spannungen

Fiir eine konstante Spannung Vjys und damit konstante Ubergangsmatrix A kann man
die Losung der Differentialgleichung mithilfe des Exponentialoperators fiir Matrizen
angeben:

y(t) — eA(VJM)t . y(())

Wenn die Stimulationsspannung Vs periodisch und stiickweise konstant ist, gilt das auch
fiir die Ubergangsratenkonstanten. Damit erhélt man als Losung der Differentialgleichung
zum Zeitpunkt ¢;:

y(t;) = AVt LAV i—to) Ly ()

wobei V; = Vjpr(t;) die Spannung im i-ten Intervall ist. In unserem Fall wechseln sich die
de- und die hyperpolarisierende Phase ab, es gibt also nur zwei unterschiedliche Exponen-
tialmatrizen:

A, = eAVinn) At

Ay, = eAVin2)Atz

Nach Ablauf von k Perioden erhilt man das Ergebnis
y(kT) = (Az- A1)" - y(0),

Diese Methode ermoglicht eine schnelle Berechnung des Zeitverlaufs von y(t) wiahrend der
periodische Stimulation.

Wie in Formel ist die Bedingung fiir den quasi-stationdren Fall, dass y(¢) nach Durch-
laufen einer Periode wieder denselben Wert hat. Fiir den quasistationdren Wert yoo = y(to)
gilt also die Bedingung

y(to +T) —y(to) = 0.
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Handelt es sich bei der Stimulationsspannung um eine periodische Funktion mit abwech-
selnd de- und hyperpolarisierenden Phasen, so lidsst sich die oben behandelte Losungsme-
thode mit Exponentialmatrizen anwenden:

y(to +T) —y(to) = Az - A1 - y(to) — y(to) = (A2 - Ay — 1) - y(to) =0,

wobei 1 die Einheitsmatrix bezeichnet. Jeweils nach der depolarisierenden bzw. der hy-
perpolarisierenden Phase ergeben sich zwei unterschiedliche Werte fiir 4., welche mit !
(nach der depolarisierenden Phase) und y2, (nach der hyperpolarisierenden Phase) bezeich-
net werden. Die Losung der entsprechenden Gleichungen lésst sich also auf das Problem
reduzieren, zu einer gegebenen Matrix den Eigenvektor zum Eigenwert 0 zu finden:

(A;-Ay—1)-yt = 0
(Ay-A1—1)-y% =

5.2.2 Hochfrequenter Grenzfall 7' — 0

Im Grenzfall fiir T — 0 lassen sich die Exponentialmatrizen linearisieren. Dazu muss
die Periode so kurz werden, dass sowohl in der depolarisierenden als auch in der hyper-
polarisierenden Phase alle Elemente der Matrix im Exponenten kleiner als Fins werden:

T -dc-|amn(Virn)| < 1 Ym,n

(5.14)
T-(1—dc) |amn(Vimz) < 1 Vm,n

Die Linearisierung erfolgt wie bei der normalen Exponentialfunktion mittels Entwicklung
um einen bestimmten Wert (hier um 0) und Abbruch der Reihe nach dem ersten Glied.
Im Fall des Exponentialoperators ergibt sich dann

eA =14 At
und fiir die Matrixprodukte

Al -Ay—1 = AVAtL  AVie)Ats g

(1 + A(VJMl)Atl) . (1 + A(VJMQ)AtQ) -1
= A(VJMl)Atl + A(VJMQ)AtQ

Da die Matrixaddition im Gegensatz zur Matrixmultiplikation kommutativ ist, gilt
Yt = y% = Yoo. In der Bedingung fiir die Quasistationaritit lisst sich der Faktor T' aus-
klammern, und es ergibt sich

(de- A(Vypr) + (1 —de) - A(Viam)) - Yoo =0

D. h. fiir hohe Frequenzen wird die Losung y~ unabhéingig von der Periode T'.

Im folgenden Abschnitt wird die Abhéngigkeit der Losung ., von den Parametern V1,
Vi, de und T am konkreten Beispiel des Kanals Shaker 29-4 untersucht.
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5.2.3 Periodische Stimulation des Kanals Shaker 29-4 — Simulation

Um zu untersuchen, wie weit sich ein realer Kanal mit einer periodischen Spannung 6ffnen
ldsst, ist ein Modell des Kanals notwendig, in welchem die verschiedenen Zustéinde des
Kanals und die dazugehorigen Ratenkonstanten beschrieben werden. Als Beispiel wurde
der Kanal Shaker 29-4 ausgewahlt, da er seit vielen Jahren als Modellkanal fiir die Un-
tersuchung des Gatingverhaltens dient und daher ein sehr sorgfiltig aufgestelltes Gating-
schema mit den zugehorigen Ubergangsratenkonstanten existiert [Sch98al, [Sch98b), [Sch98c]
(vgl. Abschnitt . Zudem weist das Gatingverhalten groe Ahnlichkeit zu dem in den
Experimenten verwendeten Kanal Kv1.3 auf.

Ci
Ctd Abbildung 5.12: Aus diesem Zustandsdiagramm
(Sts ing <iag ) L B &L vom Kanal Shaker 29-4 ([Sch98c]) lisst sich das
° b b, T2oby TR TNUBe 4N f, 7" entsprechende lineare Differentialgleichungssystem
fifle,
“ 1. Ordnung aufstellen.
Co

Aus dem Zustandsdiagramm (Abbildung l&sst sich ein lineares Gleichungssystem
mit insgesamt 40 Zusténden konstruieren. Mit der in Abschnitt erlduterten Matrix-
methode wird das Offnen des Kanals bei einer gegebenen Form der periodischen Stimu-
lationsspannung berechnet. Die Wahl der vier Parameter Vi, Va1, de und T bestimmt
den genauen Kurvenverlauf. Fiir die erste Simulation wird der Punkt (Vas, Vian,de, T') =
(=60 mV, 200 mV, 0.05, 100 us) gewihlt. Diese Wahl stellt einen Kompromiss dar zwischen
der experimentellen Durchfiithrbarkeit und einem moglichst hohen Wert fiir den quasista-
tiondren Offnungszustand des Kanals:

— Das Membranpotential von —60 mV entspricht in etwa dem Ruhepotential im Hodgkin-
Huxley-Modell und lisst sich {iber die K™-Konzentration auch als K™-Umkehrpotential
einstellen.

— Die maximale Membranspannung wihrend der depolarisierenden Phase ist einerseits
durch den bei ca. 300 mV einsetzenden Durchbruch der Membran beschréankt, anderer-
seits durch die begrenzte Giiltigkeit der Ratenkonstanten im aufgestellten Modell (in
der entsprechenden Veroffentlichung [Sch98al [Sch98bl [Sch98¢] untersucht bis 147 mV).

— Durch die Wahl von dc = 0.05 und T = 100 us ergibt sich eine Zeitdauer fiir die
depolarisierende Phase von At; = 5 pus. Dies liegt gerade im Bereich, in dem noch
keine Filterwirkung des Systems Chip-Bad einsetzt. Dessen Filterfrequenz liegt bei
etwa 1nF - 1kQ =1 us.

0.5¢

0.4 Abbildung 5.13: Offnen des Kanals Shaker 29-4
) mittels einer periodischen Spannung in der numeri-

0.3l N schen Simulation. Die Besetzungswahrscheinlichkeit

des offenen Zustandes steigt auf 46%. Das Insert
0.2} zeigt einen stark vergréBerten Ausschnitt aus dem
' Kurvenverlauf bei t = 2 ms.

20 30 40 50
t[ms]
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In Abbildung ist der Zeitverlauf der Besetzungswahrscheinlichkeit des offenen Zu-
standes yo, (t) dargestellt. Fiir die gewéhlten Parameter erhilt man den quasistationdren
Wert fiir die Offnungswahrscheinlichkeit des Kanals von (Yoo)oy = 0.46. Aus der Uber-
gangsmatrix erhélt man auBerdem eine Zeitkonstante von 7,5 = 6.86ms (Kehrwert des
zweitkleinsten Eigenwerts der Ubergangsmatrix). Das Insert zeigt einen Ausschnitt aus
dem Kurvenverlauf zum Zeitpunkt ¢ = 10 ms.

5.2.4 Abhiingigkeit des Offnungszustands von den Stimulationsparame-
tern

Durch eine Anderung der vier Parameter, welche die Stimulationsspannung definieren,
wird der quasistationére Zustand y, des Kanals beeinflusst. Im folgenden wird dies, aus-
gehend vom oben gewéhlten Punkt (Vas, Vian,de,T) = (—60mV,200mV, 0.05, 100 us)
im Parameterraum, untersucht. Besonders interessant ist die Besetzung des offenen Zu-
standes (yoo)oy (vgl. Ubergangsschema Abbildung , auf den sich alle im folgenden
gezeigten Diagramme beziehen. In den meisten Darstellungen wird jeweils nur der Mittel-
wert (Yoo)oy aus den Werten (yl.)o, nach der depolarisierenden und (y2 )o, nach der
hyperpolarisierenden Phase gezeigt, da diese nur sehr gering voneinander abweichen. Nur
bei einer Vergroflerung der Periodendauer T auf Werte iiber 0.5 ms findet eine merkliche
Aufspaltung der Kurve statt.

Der Kurvenverlauf bei unterschiedlichen Periodendauern 7' ist in Abbildung fir die
Werte T = 1 s, 10 us, 30 us, 100 us, 1 ms gezeigt. Bei langen Perioden erkennt man die
bereits angesprochene Verbreiterung der Kurve. Auflerdem wurde fiir 7' = 1 ms auf das
Losungsverfahren durch die Multiplikation mit Exponentialmatrizen verzichtet, da hierbei
nur die Werte von y(t) an den Ubergangspunkten zwischen den beiden Phasen berech-
net werden kénnen. Da y(¢) im Falle lingerer Perioden zwischen den Wendepunkten je-
doch deutlich vom linearen Verlauf abweicht, wurde hier die Differentialgleichung komplett
gelost. Es ergeben sich dadurch innerhalb jeder Periode gekriimmte Kurvenstiicke.

Die Abhéngigkeit der quasistationdren Endwerte (yéf)oN von der Periodendauer 7T ist in

Abbildung dargestellt. Fiir ' — 0 geht (yo0)o, gegen den hochfrequenten Grenzwert.

Fiir grofle T sieht man die Aufspaltung in die Kurven fiir die Werte nach der de- bzw.
hyperpolarisierenden Phase. Die roten Kurven beschreiben den Verlauf von (yééZ)oN fiir
einen duty cycle von dc = 0.05, die griinen fiir dc = 0.1. Fiir mittlere 7' um etwa 200 —
500 pus erreichen die (yiéZ)oN ein Minimum, steigen bei lingeren T aber wieder an. Eine

mathematische Begriindung fiir dieses Verhalten konnte nicht gefunden werden.

Abbildung 5.14: Durch Variation der Periode T
andert sich der Kurvenverlauf. Hier sind Kurven fiir
T = 1ps, 10 us, 30 us, 100 ps, 1 ms gezeigt.
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0.8
Abbildung 5.15: Abhangigkeit der quasistationaren
0.6l Grenzwerte (yL.)oy und (y2,)o, von der Perioden-
. dauer T.
=2
< 0.4}
58 / Rote Kurve: dc = 0.05
ol v 2% Griine Kurve: dc = 0.1
0.0 : . .
1 10 100 1000
T[ns]
0.6l Abbildung 5.16: Abhangigkeit des quasistationdren
Grenzwerts (Yoo )0, vom duty cycle de.
0.4 Rote Kurve: T = 100 us
~ | Griine Kurve: T = 10 us
>y
0.2
0.0 L -
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Der Wert des quasistationédren Zustandes (ycl,f)o ~ wird stark vom duty cycle dc beeinflusst

(Abbildung . Die rote Kurve beschreibt (y~)o, in Abhéngigkeit von dc fiir eine
Periodendauer von T = 100 us, die griine Kurve fiir 7 = 10 us. Besonders fiir lange
Perioden féllt (yoo)o, schnell auf geringe Werte ab und nur fiir kleine dc < 0.1 lasst sich
der Kanal auf ein nennenswertes Maf} 6ffnen. Fiir kurze Periodendauern (griin) lassen sich
deutlich hohere Werte fiir (yoo)o, erzielen. Weil aber durch die Filterwirkung des Chip-
Bad-Systems die Dauer der kiirzeren depolarisierenden Phase nach unten beschrinkt ist,
kann nur bis zu einer maximalen Frequenz stimuliert werden. Im folgenden werden diese
maximale Frequenz und der optimale Wert fiir den duty cycle dc bestimmt.

Der limitierende Faktor bei der Wahl von T und dc ist die Dauer der depolarisierenden
Phase Aty. Aus der minimalen Dauer, die die depolarisierende Phase anhalten soll, l4sst
sich bei gegebenem dc eine Periodendauer T’ ableiten. Weil die Dauer der depolarisie-
renden Phase At; = dc- T ist, ergibt sich bei minimalem A#[*" fiir die Periodendauer
T = At} /dc. Die Filterfrequenz des Chip-Bad-Systems liegt bei ungefiihr 1 s, und die
Dauer der depolarisierenden Phase sollte mindestens das fiinffache, also A" = 5 ps,
betragen. Dieser Zusammenhang ist in Abbildung dargestellt. Die Grafik zeigt die
Hohenlinien fiir (yoo)oy = 0.1...0.6 (Mittelwert aus (yl )o, und (y%)o,) in Abhingig-
keit vom duty cycle dc und der Periodendauer T'. Die beiden anderen Parameter behielten
den urspriinglich gew#hlten Ausgangswert (Vas, Vi) = (—60mV,200mV). Die Kurve
fiir Aty = dc-T = 5 ps ist weifl eingezeichnet. Es lésst sich ablesen, dass der maximale
quasistationire Wert (yoc)0, = 0.46 ungefiihr bei (dc, T') = (0.05,100 us) (Kreuz) erreicht
wird (deshalb wurden diese Werte als Ausgangspunkt fiir die Rechnungen gew#hlt).

Die Abbildung entspricht der Abbildung die die Abhingigkeit des Offnungs-
zustands fiir den Modellkanal mit zwei Zustdnden beschreibt. Beim Kanal Shaker 29-4
beginnt das maximale (yoo)0, schon bei T & 100 us abzusinken und nimmt bei 7'~ 1 ms
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lms
Abbildung 5.17:  (yoo)o, (de, T)-

Héhenprofil. Die Héhenlinien von
(Yoo)on fiir 0.1 bis 0.6 sind ein-
gezeichnet. Die weiBe Linie zeigt,
welche Paare (dc,T) zu einer

100us Dauer der depolarisierenden Pha-
se von Aty =>5us fiihren. Der

B maximale Wert fiir (Yyso)oy wird
etwa  bei  (dc,T)=(0.05100us)

erreicht  (Kreuz). Fiir die bei-

10ps den Spannungsparameter gilt

(‘/Y]w7 VJ]V[]):(—60 m\/,200 mV)

lush

geringe Werte um 0.2 an; der Modellkanal dagegen oOffnet fiir alle Periodendauern bis
T > 1ms bei geringen dc auf Werte > 0.6.

Berechnet man wie beim Modellkanal die Abhiingigkeit des Offnungszustands (ys)o, von
den Parametern dc und Vjjr bei festen Werten T' = 100 s und V3 = —60mV, so erhélt
man Abbildung (weiBe Linien: T — 0). Auch der Kanal Shaker 29-4 wird durch hohe
Spannungen Vi jpr1 und geringe de-Werte am besten gedffnet. Allerdings sieht man, dass
auch bei T" — 0 der Kanal durch die periodische Spannung nicht weiter als bis etwa 0.77
geoffnet werden kann und nicht wie der Modellkanal auf Werte, die beliebig nahe an 1
liegen. Ursache hierfiir sind die inaktivierten Zusténde, die bei hohen Spannungen (Cin)
bzw. spannungsunabhingig (Cy, Cg) besetzt werden.

300mV f
Abbildung 5.18: Darstellung von
i (Yoo)on (de, Vynr) fiir feste Werte
250mv T = 100ps und Vay = —60mV.
Die weiBen gestrichelten Linien sind
200mv die Héhenlinien fiir T — 0. Das wei-
Be Kreuz markiert wieder den anfangs
- 150mVv i ausgewdhlten Punkt Vi = 200 mV
& und dc = 0.05.
> 100mv Am weitesten kann der Kanal durch
geringe Werte fiir dc und hohe Anre-
50mvV | gungsspannungen Vi gedffnet wer-
den.
OmvV
-50mV ¢
0.0 0.1 0.2 0.3
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V [
300m Abbildung 5.19: Darstellung von
(Yoo)on (Var, Vyarr) fiir feste Werte
250mvy T = 100pus und de = 0.05. Wei
gestrichelt: Héhenlinien fir T — 0.
200mv WeiBes Kreuz: Vyy = —60mV und
VJM1 = 200 mV.
g 150mv Fiir T — 0 besteht wie beim Modell-
S kanal ein linearer Zusammenhang zwi-
100mv i schen Viy und Vi, wenn (Yoo)on
festgehalten wird.
50mV |
OmvV
-50mV L n n n \
-90mvV -80mV -70mV -60mV -50mV
Vu

Im folgenden wird der Einfluss der beiden Spannungsparameter Vs und Vi auf das Off-
nen der Kaniile untersucht. Duty cycle und Periodendauer werden auf die Werte (de, T') =
(0.05,100 us) gesetzt. In Abbildungist gezeigt, wie (Yoo)o, von Vs und Vypr abhéngt.
Klar ist, dass bei steigender Spannung Vs sich der Kanal 6ffnet, da dadurch sowohl die
Spannung in der hyperpolarisierenden Phase Vjjso als auch diejenige in der depolari-
sierenden Phase Vjjs1 grofler werden, der Kanal also langsamer schlieffit und schneller
offnet. In der Abhéngigkeit von Vs zeigt sich, dass (yoo)oy von Vyyr = —50mV bis
Vimi = 150mV ansteigt, bei h6heren Spannungen jedoch auf einem konstanten Wert
bleibt, da die hohere Offnungsrate durch eine ebenso erhéhte Rate fiir das Schliefen kom-
pensiert wird.

Anders dagegen verhilt es sich im hochfrequenten Grenzfall T — 0 (weifle Linien). Wird
die Spannung V), niedrig gewahlt, lasst sich der Kanal trotzdem weit 6ffnen, indem die
Spannung wihrend der depolarisierenden Phase hoch genug gewéhlt wird. In der Simula-
tion zeigt sich, dass sogar fiir Vjy = —100mV der Kanal auf (yo)o, = 0.7 gedfinet werden
kann, wozu aber eine Spannung von Vj3r1 = 500 mV notwendig wére. Im Experiment ist
dies nicht moglich, weil einerseits die hohen Spannungen die Membran zerstoéren, und an-
dererseits die Periodendauer 7" nach unten beschrankt ist. Hier bietet sich allerdings ein
Ansatzpunkt fiir Untersuchungen an anderen, langsameren Kanélen.

Vergleicht man Abbildung mit Abbildung fiir den Modellkanal, zeigt sich eine
starke Ahnlichkeit im Verlauf der Hohenlinien. Im Fall T — 0 ergibt sich ein linearer
Zusammenhang zwischen Vjp; und Viy, wenn man (yoo)o, bzw. neo festhdlt. Wihlt
man eine geringere Frequenz der periodischen Spannung, so kann der Kanal in beiden
Modellen auch durch hohe Anregungsspannungen Vjasi nicht iiber einen bestimmten,
vom Haltepotential Vj; abhidngigen Wert gedffnet werden.

Insgesamt lésst sich feststellen, dass die Abhéngigkeit von ne bzw. (yo)o, von den Para-
metern Vi, Viari, de und T beim Modellkanal und dem Kanal Shaker 29-4 grofle Ahnlich-
keit aufweisen. Es ist wahrscheinlich, dass sich die Erkenntnisse auch auf andere Kanile
(z.B. Na'-Kanile) iibertragen lassen.
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5.3 Einschrinkungen bei der experimentellen Umsetzung

Versucht man, die Stimulation der Kanile mit einer periodischen Rechteckspannung im
Experiment zu verwirklichen, so stofit man auf mehrere Probleme. Erstens ist es nicht ein-
fach, eine Spannung mit definierter Amplitude und geringer Abweichung von der Rechteck-
form im Spalt zu erzeugen. Dafiir verantwortlich sind die Filterung der Spannung durch
das System Chip-Bad, die Verdnderung der Spannung im Spalt, wenn die Kanile sich
Offnen, und auch die spannungsabhingige Kapazitit des Chips. Zweitens kommt es bei
Stimulationsfrequenzen > 10kHz zu Interferenz mit dem Patch-Clamp-Verstéarker. Drit-
tens ist fraglich, ob die Ubergangsratenkonstanten das Verhalten der Kanile bei hohen
Frequenzen richtig beschreiben. Im folgenden werden die genannten Punkte genauer un-
tersucht und die Grenzen der experimentellen Umsetzbarkeit der periodischen Stimulation
(insbesondere bei hohen Frequenzen) erortert.

5.3.1 Abweichung der Stimulationsspannung von der Rechteckform
durch Chip-Bad-Filterung

Wenn fiir die Stimulationsspannung eine kurze Periodendauer gewéhlt wird und die Dau-
er der depolarisierenden Phase in den Bereich der Filterzeitkonstante des Systems Chip—

Abbildung 5.20: Durch die aus der Chipkapazitit
und dem Badwiderstand entstehende Filterwirkung 0.
liegt am Chip nicht die gesamte Stimulationsspan-
nung Vs an. Ein Teil fillt am Badwiderstand ab.
Dadurch verliert die Spannung Vi iiber die untere
Zellmembran ihre Rechteckform.

Vs [V]
o

Venip[V]
)
[~y

200}
0.2
%'100 : 0.0+4—
= 0 50 100 150
3
>
of 200}
-100 . . . . _ 100t
0 2 4 6 S
t [us] g
2 o
Abbildung 5.21: Fiir Filterzeitkonstanten von 0,
0.25 und 1 us werden die Kanten in der Spannung 00
Vi iiber die untere Zellmembran verschieden stark -1 0 50 100 150
abgeflacht. t[us]
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Bad kommt, so weicht der Verlauf der Spannung Vjj/(¢) iiber die untere Zellmembran
von der Rechteckform ab. Wihrend der Aufladung der Chipkapazitéit entsteht am Bad-
widerstand ein Spannungsabfall, so dass nur ein Bruchteil Vi, der Stimulationsspan-
nung am Chip anliegt (Abbildung . Die Spriinge in der Stimulationsspannung wer-
den durch den Tiefpass herausgefiltert und damit zu Exponentialfunktionen verzerrt. Die
Form von Vjj; wéhrend der 5 pus dauernden depolarisierenden Phase ist vergroflert in
Abbildung fiir Filterzeitkonstanten von 0 us, 0.25 us und 1 us gezeigt. Die Stimulati-
onsspannung Vg wurde wie in Abschnitt durch die Parameter (Vias, Vyan,de, T) =
(=60 mV, 200 mV, 0.05, 100 us) bestimmit.

Die fiir die Filterung verantwortliche Chipkapazitét setzt sich aus zwei Komponenten zu-
sammen: Erstens die Spotkapazitéit, welche sich aus der Grofle des Reizspots und der spe-
zifischen Kapazitét des Dielektrikums berechnet. Bei einem Spotdurchmesser von 250 ym
und einer spez. Kapazitat von 1.5 % ergibt sich eine Spotkapazitit von 736 pF. Der zweite
Anteil der Chipkapazitit wird durch den Rest des Chips gebildet, welcher durch ein dicke-
res (ca. 1 um) Schutzoxid bedeckt ist. Bei einem Chipdurchmesser von 4 mm und einer
spezifischen Oxidkapazitdt von 0.003 C%; erhidlt man hierfiir eine Kapazitit von 377 pF.
Zusammen ergibt sich eine Chipkapazitit von etwa 1nF. Besteht die Notwendigkeit zur
Reduktion der Filterwirkung, ldsst sich durch Verkleinerung des Spots oder durch zusétz-

liche Beschichtung des Schutzoxids z. B. mit PDMS (Sylgard) die Kapazitit reduzieren.

Der Badwiderstand wird ebenfalls durch zwei Komponenten gebildet, ndmlich durch den
Ubergangswiderstand von der Badelektrode zum Elektrolyten und durch den Widerstand
des Elektrolyten selbst. Der Ubergangswiderstand der Ag/AgCl-Elektrode entsteht durch
die chemische Reaktion an der Oberfliche der Elektrode. Der Widerstand des Elektrolyten
selbst wird bestimmt durch die geometrische Anordnung von Badelektrode und Chip, dem
Abstand des Mikroskopobjektives zum Chip und die Leitfdhigkeit des Mediums. Wird ein
Elektrolyt mit geringer Leitfihigkeit verwendet, ist es giinstig, die Badelektrode ringformig
in einem Abstand von etwa 1 mm um den Chip zu biegen. Damit ldsst sich der Widerstand
von 3 kS fiir eine Elektrode am Rand der Schale auf etwa 1 k{2 reduzieren. Bei Verwendung
eines physiologischen Elektrolyten erhilt man bei sinnvoller Anordnung der Badelektrode
einen gesamten Badwiderstand von etwa 500 €.

5.3.2 Verinderung der Spannung im Spalt beim Offnen der Kaniile

Solange die Kaniile der Zellmembran geschlossen sind, flieit der kapazitive Strom wéhrend
einer Spannungsrampe am Chip iiber die Spotkapazitdt und den Spaltwiderstand in das
Bad. Sobald sich die Kanéle aber 6ffnen, entsteht eine weitere Leitfdhigkeit iiber die Mem-
bran ins Zellinnere. Da das Zellinnere auf einer negativen Spannung liegt, fliefit in diesem
Fall ein Strom durch die Kanéle vom Spalt in die Zelle. Das Potential im Spalt verrin-
gert sich, und die Form der Spannung im Spalt bzw. {iber die Zellmembran wird von der
berechneten Rechteckform abweichen.

In Abbildung ist gezeigt, wie verschiedene Leitfahigkeiten der unteren Zellmembran

die Form der Transienten im Spalt beeinflussen. Zu sehen ist die Spannung Vs wahrend

der langen, hyperpolarisierenden Phase der Stimulationsspannung, da hier die Auswir-

kungen besonders deutlich zu erkennen sind. Die zeigen, wie sich der Spannungsverlauf
mS

von der Rechteckform (Membranleitfihigkeit: 0.2 cﬁ> zu einem exponentiellen Abfall
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-50¢F
Abbildung 5.22: Wenn die Kandile in der unte-
ren Zellmembran sich 6ffnen, flieSt ein Strom vom
S -60 Spalt durch die Kanale in das Zellinnere. Dadurch
G — verdndert sich die Form der Spannungstransienten
f’ 70 ; F iiber die Zellmembran. Werte fiir die Membran-
| leitfzhigkeit: 40 25, 20 1S 0.2 15
-80| 7 7

0 50 100 150
t[ns]

verdndert (Leitfdhigkeiten: 20 % und 40 %) Die Spannung kurz vor der depolarisie-
renden Phase féllt dabei von 74mV auf 69mV bzw. 65 mV ab (mittleres Membranpoten-
tial Vjy = —60mV). Die iibrigen Parameter der Stimulationsspannung wurden wieder auf
die Werte Va1 = 200mV, de = 0.05 und T = 100 us gesetzt. Der Zellradius wurde auf
ry = 13 pm gesetzt, was bei normaler physiologischer Losung zu einem Spaltwiderstand

von Rj; = 0.7 MQ fiihrt.

5.3.3 Periodische Stimulation im Current-Clamp

In allen Simulationen wurde die intrazellulire Spannung auf einen konstanten Wert ge-
setzt. Experimentell ldsst sich dies bei hohen Frequenzen (> 2kHz) jedoch nicht reali-
sieren. Ursache dafiir ist die prinzipielle Funktionsweise eines Patch-Clamp-Verstérkers.
Im Voltage-Clamp-Modus wird abwechselnd die Spannung gemessen und dann ein ent-
sprechender Strom injiziert, um die Zelle auf das erwiinschte Potential zu bringen (vgl.
Abschnitt [3.3). Spannungsmessung und Strominjektion wechseln sich mit einer Frequenz
von etwa 50 kHz ab. Eine Spannungsmessung findet also maximal alle 20 us statt. Deshalb
kann bei hohen Frequenzen und kleinen Werten fiir den duty cycle die Spannung in der
Zelle nicht konstant gehalten werden.

Eine Moglichkeit, die Zelle mit Spannungen hoherer Frequenzen zu stimulieren, bietet
die Messung im Current-Clamp-Modus. In Abbildung sind die zugrundeliegenden
elektrischen Schaltbilder von Voltage- und Current-Clamp (mit Ip = 0) gegeniibergestellt.
Dabei sind nur die bei der periodischen Stimulation wesentlichen Komponenten gezeigt.

com

L V,
Abbildung 5.23: Reduziert man die elektrischen Modelle fiir Voltage-Clamp (links) und Current-Clamp

(rechts) auf die fiir die periodische Stimulation wesentlichen Komponenten, besteht der Unterschied
nur in der zusitzlichen Kapazitit Crp; der freien Membran.
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Im Current-Clamp-Modus tritt an Stelle der Kapazitit der Junctionmembran Cj,, die aus

Junction- und freier Membran gebildete Kapazitét, also zusammen Coc = 1/( C}A{ + CFIIM ).

An die Stelle der geklemmten intrazelluliren Spannung Vi, tritt das Badpotential.

Da fiir das Zustandekommen der Spannung V;,s im Voltage-Clamp-Modell der periodi-
schen Stimulation die Strome durch die Membran nur kapazitiv sind, lasst sich das Stimu-
lationsprinzip auf den Current-Clamp-Modus iibertragen. Um einen bestimmten rechtecki-
gen Spannungsverlauf iiber die untere Membran zu erhalten, wird in den Berechnungen
in Abschnitt die Kapazitit Cjpr durch Coc = 1/ (C}M + ﬁ) ersetzt. Zusitz-
lich ist zu berticksichtigen, dass durch den Spannungsteiler aus Cjj;s und Cpps nur der
Bruchteil Cﬁkijg‘m der Gesamtspannung iiber die untere Membran abfillt und dass durch
die umgekehrte Orientierung der oberen Membran das Vorzeichen der Membranspannung

wechselt.

5.3.4 Unbekanntes Gatingverhalten der Kanile bei hohen Spannungen
und Frequenzen

Das fiir die Simulationen verwendete Modell fiir den Shaker 29-4 K*-Kanal aus [Sch98al,
Sch98b), [Sch98¢c] wurde durch Messungen gewonnen, in denen die Spannung iiber die Zell-
membran maximal 147 mV betrug. Fiir h6here Membranspannungen kénnen deshalb keine
verldsslichen Aussagen iiber das Gatingverhalten der Kanile getroffen werden. Die Berech-
nungen in Abschnitt fiir 200mV wurden unter der Annahme durchgefiihrt, dass das
Modell auch fiir h6here Spannungen noch giiltig ist.

Gleiches gilt fiir die Zeitauflosung der in o.g. Veroffentlichung ausgewerteten Daten. Die
Filterung wurde bei maximal 15kHz durchgefiihrt, was zu einer Zeitauflosung von etwa
40 us fithrt. Die Anwendbarkeit des Modells beschrankt sich auf Zeitskalen, innerhalb derer
mit einer Relaxation des Kanalproteins nach Ubergang in einen neuen Zustand gerechnet
werden kann. Dies bedeutet, dass bei schnelleren Ereignissen, z. B. der mehrfache Ande-
rung der Membranspannung innerhalb einiger us, vollig verdnderte Gatingeigenschaften
des Kanals auftreten konnten.

Sowohl im Fall hoher Spannungen als auch hoher Frequenzen koénnte eine Behandlung
der Tonenkanal-Dynamik als Modell mit diskreten Zustdnden unzutreffend sein. Den dabei
auftretenden Prozessen werden die Diffusionsmodelle gerecht, in denen sich der Span-
nungssensor des Ionenkanals in einer kontinuierlichen Potentiallandschaft bewegt [Sig99].
Da die kapazitive Stimulation der Ionenkaniile in der Zellmembran auf Zeitskalen im us-
Bereich moglich ist, wire dies ein passendes Instrument, um derartige Vorgénge auf kurzen
Zeitskalen zu untersuchen.
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Kapitel 6

Ergebnisse und Ausblick

Ergebnisse

e Im zentralen Experiment der Arbeit wurden die lonenkanile der unteren Zellmembran
durch die extrazelluldre Spannung getffnet, die im Spalt zwischen Chip und Zelle durch
das Anlegen einer Spannungsrampe am Chip entsteht. Die fiir die starke Kopplung
notwendige erhohte Zeitkonstante im Spalt wurde durch Verwendung neuer Dielektrika
hoher Kapazitéit und die Verringerung der Leitfihigkeit des Badelektrolyten erreicht.

e Dass es sich bei den gemessenen Stromen tatsichlich um KT-Stréome durch die von
der extrazelluliren Spannung gedffneten Kanile handelt, konnte durch Blockierung
der Kanile durch Margatoxin, ein fiir den Kv1.3-Kanal spezifisches Kanalgift, gezeigt
werden. Durch Variation der extrazelluliren Spannung konnte eine Gatingkurve fiir
die Tonenkanéle bestimmt werden. Dies belegt, dass die Funktionalitdt der Kanile in
der Adhésionsmembran erhalten bleibt.

e Die Charakterisierung des Chip-Zelle-Interfaces auf optischem Weg bestand aus einer
Messung des Abstandes der Zelle zum Chip, einer Bestimmung der Oberflichengeome-
trie der Zelle und einer Messung der Spannung iiber die untere Zellmembran mittels
spannungsabhéngiger Fluoreszenzfarbstoffe. Die elektrische Charakterisierung gelang
durch Kombination intra- und extrazelluldrer Spannungspulse und ermoglichte eine
Bestimmung der Membran- und Kopplungsparameter.

e Berechnungen am Modell des K*-Kanals Shaker 29-4 ergaben, dass eine Stimulation
der Zelle mit einer periodischen Spannung die Kanéle 6ffnen kann, obwohl das mittlere
Membranpotential auf seinem Ruhewert bleibt. Der Einfluss verschiedener Parameter
der periodischen Stimulationsspannung auf den Offnungszustand der Kanile wurde
untersucht.

Ausblick

e Die Experimente, die in der vorliegenden Arbeit an K*-Ionenkanilen gelungen sind,
miissen an NaT-Kanélen wiederholt werden. Das Offnen der Nat-Kaniile in der adhé-
rierten Zellmembran ist ein wichtiger Schritt zur Konstruktion eines Silizium-Neuron-
Interfaces, von dem aus Aktionspotentiale in Nervenzellen ohne Elektroporation der
Zellmembran ausgeldst werden kénnen.
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Eine wesentliche Einschrankung bei den durchgefithrten Experimenten bestand in der
Verwendung des NaT-freien Badelektrolyten, durch dessen verminderte Leitfihigkeit
sich die fiir eine effiziente Kopplung notwendige grofie Zeitkonstante im Spalt errei-
chen lésst. Der Ubergang auf einen physiologischen Elektrolyten ist nur méglich, wenn
im Gegenzug die spezifische Kapazitdt des Reizspots erhoht wird. Gleichzeitig muss
die dielektrische Schicht auch im Hinblick auf die mechanische und chemische Wider-
standsfahigkeit bei hiufiger Benutzung optimiert werden.

In numerischen Simulationen lieflen sich die Kanéle durch eine periodische Stimulati-
onsspannung 6ffnen. Die bei der experimentellen Umsetzung auftretenden Probleme
wurden bereits angesprochen und miissen bei einer weiteren Bearbeitung dieses The-
mas gelost werden.



Anhang A

Verwendete Materialien

A.1 Gerate

Computer:
Syncron PC, Pentium III, 500 MHz

Messkarten:
PCI-6024E, 200kS/s, National Instruments
PCI-GPIB, National Instruments

Software:

Betriebssystem Windows 98
Labview 5.1, National Instruments
Mathematica 4.2, Wolfram Research

Mikroskop:

BX50WTI (Auflicht), Olympus
Objektiv LUMPlanF1 40x /0.80 W
Okular 10x

Hellfeldbeleuchtung mit U-LH100L, Olympus (100 W Halogenlampe)

Funktionsgenerator:

33120A, 15 MHz Function/Arbitrary Waveform Generator, Agilent

Patch-Clamp-Verstérker:
SEC-05L, npi electronics, 71732 Tamm

Mikromanipulator:
Patchman, Eppendorf, 22331 Hamburg

Puller fiir Mikropipetten:
DMZ-Universal-Puller, Zeitz Instruments, 81377 Miinchen

Anlage fiir Wasserreinigung (fiir Lésungen):
Milli-RO und Milli-Q
Millipore GmbH, 65824 Schwalbach
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A.2 Losungen

Extrazelluldres Medium:

Angaben in mM

KCI 5.4, NaCl 135, CaCly 1.8, MgCl, 1, Glucose 10, HEPES 5
pH-Wert 7.2 (eingestellt mit NaOH)

steril filtriert

Extrazelluléires Medium, Na™-frei:

Angaben in mM

KCI 5.4, CaClsy 1.8, MgCly 1, Glucose 250, HEPES 5
pH-Wert 7.2 (eingestellt mit KOH)

steril filtriert

Intrazelluldres Medium:

Angaben in mM

KCI 140, HEPES 10, EGTA 5
pH-Wert 7.4 (eingestellt mit KOH)
steril filtriert

Stammlosung Fibronectin:

1 mg Fibronectin F-2006 (Sigma)

aufgelost in 1ml sterilem HyO (30 min, 37°C)
aliquotiert in 200 pl

Aufbewahrung bei 4°C (bis 1 Jahr)
Verdiinnung bei der Anwendung 1:40

Kulturmedium:

Dulbecco’s MEM mit Glutamax-I, Sodium Pyruvate, Glucose, Pyridoxine
Cat. No. 21885-025, Gibco™, Invitrogen Corp.

Zusatz: 10% FKS, Gibco ™ 40F6414K (30 min hitzeinaktiviert bei 56 °C)
Fiir transfizierte Zellen zur Aufrechterhaltung des Selektionsdruckes:
zusétzlich 100 pg/ml G418 (Geneticin)

Puffermedium PBS:
PBS Dulbecco’s, Cat. No. 14040-091
Gibco™ | Invitrogen Corp.
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A.3. BEZUGSQUELLEN

A.3 Bezugsquellen

HEK-Zellen:
DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH),
38124 Braunschweig

Wafer fiir die Stimulationschips:

ITEM # G40112

Bor-dotiert, Orientierung 100

Widerstand 0.006-0.010 Q2cm, Dicke 525425 ym
WaferNet GmbH, 85386 Eching

Kulturschalen:
Falcon™ 35-3001
BD Biosciences, 69126 Heidelberg

Kleber fiir Chips:
medizinischer Kleber MK3, Fa. Sulzer Osypka, 79618 Rheinfelden-Herten
(identisch mit Elastosil E43, Wacker, 84489 Burghausen)

Mikropipetten:

VITREX von Modulohm A/S, DK-2730 Herlev
1.050 — 1.50 x 100 mm

zu beziehen {iiber

Science Products GmbH, 65719 Hofheim
Produktname GB150-T10

Badelektroden:
EPO05, Electrode Ag/AgCl 0.5 mm dia
World Precision Instruments Inc., Sarasota, FL 34240-9258 USA

Reinigungslosung fiir Chips:
Tickopur RP100, Bandelin, 12207 Berlin

Margatoxin:
Bachem Biochemica GmbH, 69126 Heidelberg

Farbstoffe DiIC15(3) und Fluorescein:
Molecular Probes, 2333 AA Leiden, Niederlande
Best.-Nr. D-282, H-110

Sonstige Chemikalien:
Sigma, 89552 Steinheim
Merck, 64271 Darmstadt
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