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Thematik: lonenkanéle sind in Organismen verantwortlich fiir Technische Realisierung des schnellen Losungswechsels
Transportvorgange sowie fiur die Reizentstehung und die
Reizweiterleitung. Sie sind steuerbar und selektiv.

Ihr statistisches Verhalten wird durch Markov-Modelle
beschrieben, die an experimentelle Daten angepasst werden.

Etabliert: Messungen von Strom und Fluoreszenz zur
Bestimmung von Offenwahrscheinlichkeit und Bindungsgrad
sowohl im Gleichgewicht als auch bei sprunghaften
Anderungen von Ligandenkonzentration (0-=>c->0) oder
Spannung. Globale Fits Uber moglichst viele Datensatze.

Patch-Pipette mit Elektro%
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optische Kontrolle durch Strommessung
konfokales Mikroskop
+ Fluoreszenzmessung

Idee: schnelles Schalten zwischen vielen Konzentrations-
stufen mit dem Ziel einer besseren Stringenz des Fits,

genauerer Parameter und deutlicherer Unterscheidbarkeit
ahnlicher Modelle. NANAN
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Problem: Die lonenkanéle im Inneren der Patch-Pipette m D = Diffusionskonstante
~Spuren“ die Konzentrationsdnderungen infolge von L = Abstand Offnung-Membran
Diffusionsprozessen zeitverzogert und allmahlich. Quantitative o ¢, = Anfangskonzentration

. . . . ¢, = Endkonzentration
Beschreibung durch Diffusionsprozesse notwendig!

t, = Zeitverzégerung monoexponentiell
Annahmen fur analytische Losung: -

- Zylinderférmige Pipette (Reduktion auf Eindimensionalitat)

n
- Pipettenéffnung und Zellmembran begrenzen den Zylinder o _ D‘ic c(L,t)=c,+(c,—¢ )ﬂi ~(-9) exp(—D(Zn _l)ZTEZtJ
- Methode der Spiegelsymmetrie mit Membran in der Mitte ot ox? LT i (2n-1) 41
Ergebnisse der analytischen Losung: 1 e 4
- Charakteristischer Zeitverlauf nur abhangig von D/L2 c(L,t)~c,+(c, —cz)exp[—?(t - to)) T t,=tln (Ej ~0,241

- Naherung monoexponentiell mit Verzégerung t,

- Praktisch: gréRere und variable Sigmoiditét / Verzégerung 4
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Erweiterung, nur numerisch moglich (Matlab):

Normierte Konzentration

1. gewolbte Membran liefert die notwendige Verzégerung nicht 261 o Diffusion ideal 1dim
2. Konische Pipettenform: noch zu untersuchen 24] | KCL-Konzentrationsspriinge bei - erst 12,5ms lin. Konz. anstieg
3. Linearer Konzentrationstibergang an Pipettenoffnung kann ,.] | vollaktivierten lonenkanalen 1 .

auftretende Verzogerungen t, grof3er t, gut erklaren. ‘ N R
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Ergebnis = es ist wie folgt vorzugehen:

1. Auswertung KCI-Spriinge liefert mit bekannten D(CI) den
effektiven Membranabstand L sowie Zeiten 7, t, undt,

2. Daraus und mit D(cGMP) lasst sich der Konzentrationsver-
lauf fir den Liganden cGMP an der Membran bestimmen.

3. Fitberechnung 0z i aitusions
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Konzentrationsprotokoll fir cGMP und KCI



