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1 Einleitung

1.1 InformationsfluB im zentralen Nervensystem

Das zentrale Nervensystem (ZNS) ist eine Ansammlung von miteinander verkniipften
Nervenzellen, die kontinuierlich Information empfangen, analysieren und weitergeben,
die lernen und Entscheidungen treffen. Andererseits kann das Gehirn auf Sinnesorga-
ne einwirken und diese regulieren. Um Informationen in den Rest des Korpers weiter-
zuleiten, besitzt das Nervensystem eine grofie Anzahl von Datenleitungen (Neurone).
Diese Zellen sind die Bausteine des Gehirns.

Zwischen den Nervenzellen bestehen Netzwerk-artig dynamische Verkniipfungen
(Synapsen), die in ihrer Ubertragungsfunktion verénderlich sind. So kann im Netz-
werk sowie in einzelnen Zellen Information gespeichert werden. Es gibt verschiedene
Hypothesen, auf welche Weise dies geschehen kann (siche Abschnitt 1.3.2).

Unser Gehirn bedient sich elektrischer Signale, um Informationen zu empfangen,
zu analysieren und auszusenden. Einzelne Nervenzellen kénnen komplexe Information
in einfache elektrische Signale umwandeln. Die Signale ihrerseits bestehen aus Poten-
tialschwankungen, die durch Stromfluf iiber die Zellmembran hervorgerufen werden.
Die Strome werden von verschiedenen Ionen wie z. B. Natrium- oder Kaliumionen
getragen.

Es gibt zwei unterschiedliche Arten von Potentialschwankungen: Lokale Poten-
tiale, die nur eine Reichweite von 1 bis 2 mm haben, spielen bei der synaptischen
Ubertragung eine Rolle. Diese erlauben die Auslésung von Aktionspotentialen.

Aktionspotentiale sind kurze Spannungspulse, die sich mit hoher Geschwindig-
keit iiber grofle Distanzen ausbreiten und so einen schnellen Informationsaustausch
zwischen Gehirn und Rest des Korpers bewirken.

1.2 Biomembranen

Jede Zelle ist von einer Biomembran umgeben, welche Kompartmentierung in biologi-
schen Systemen ermoglicht. Thre Grundstruktur besteht aus einer Lipid-Doppelschicht.
Die Anzahl der Lipidmolekiile, die ein Membranstiick von 1 pm? bilden, betrigt un-
gefihr 5-10° . Die Lipide sind durch nicht-kovalente Bindungen untereinander verbun-
den, sodafl eine Lipidmembran fluide ist und damit als zweidimensionale Fliissigkeit
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betrachtet werden kann (Alberts et al. 1994). In einer Biomembran kann es durch
die Kopplung von Membranproteinen an ein dicht unter der Membran liegendes Zy-
toskelett zu Einschrénkungen in der Fluiditdt kommen, indem sich Domé&nengrenzen
zwischen fluiden Bereichen der Membran bilden (Kusumi und Sako 1996).

In natiirlichem Gewebe haben Zellmembranen benachbarter Zellen unter Umstédnden
sehr geringe Abstédnde zueinander. Der Abstand zwischen dem Axon eines Neurons
und der es elektrisch isolierenden Umbhiillung einer Schwann-Zelle betrdgt nur wenige
nm (Alberts et al. 1994). In der Ndhe von gap junctions, d. h. speziellen Verbindun-
gen zwischen Zellen, kann der Abstand der Plasmamembranen 2 bis 4 nm betragen
(Zigmond et al. 1999). In einer Synapse im ZNS liegt der typische Abstand zwischen
Pré- und Postsynapse zwischen 10 und 20 nm (Edwards 1995).

In neueren Experimenten 148t man Zellmembranen sehr dicht auf kiinstlichen
Oberflachen wie Siliziumoxid aufwachsen, um mit Zellen kapazitiv {iber den schmalen
Spalt zwischen Oberfliche und Membran zu kommunizieren (Fromherz und Stett
1995).

Ublicherweise betrachtet man die phsikalischen und physiochemischen Eigenschaf-
ten von Biomembranen unter Vernachléssigung der Ph&nomene, die sich aus dem en-
gen Kontakt von Zellen zueinander oder zu ihrer unmittelbaren Umgebung ergeben.
Dieser spielt in dem in dieser Arbeit vorgestellten Modell eine Schliisselrolle.

A B

Abbildung 1.1: A: schematischer Aufbau einer Membran nach Alberts et al. 1994, B:
Aufbau des spannungsgesteuerten Natriumkanals aus 4 Untereinheiten zu je 6 Segmenten
nach Nicholls et al. 1992.

Abbildung 1.1 A zeigt schematisch den Aufbau einer Biomembran aus Lipiden
und verschiedenen Proteinen. Die Proteine kénnen auf einer Seite in die Membran ein-
gebettet sein oder diese durchdringen. Sie nehmen unterschiedliche Funktionen wahr.



1.3 Inhomogene lonenkanalverteilungen

Ionen koénnen die Membran nicht ohne weiteres durchdringen, da diese zwar an den
AufBlenseiten hydrophil ist, aber einen zentralen hydrophoben Bereich besitzt, welcher
fiir Tonen eine hohe Energiebarriere darstellt (Anderson 1978). Unter anderem sind
zwei Kategorien porenbildender Transmembranproteine bekannt, die Ionendurchtritt
erlauben: Tonenpumpen (aktive Poren), die Ionen entgegen ihres elektrochemischen
Gradienten iiber die Membran pumpen und mehr oder weniger selektive lonenkanéle
(passive Poren), die Tonen in Richtung ihres elektrochemischen Gradienten passieren
lassen. Ionenkanéle bestehen in der Regel aus verschiedenen Untereinheiten, die ih-
rerseits eine Kette von unterschiedlichen Transmembransegmenten beinhalten. Der
spannungsabhéngige Natriumkanal beispielsweise besteht aus 4 Untereinheiten mit
jeweils ca. 600 Aminoséuren (Abb. 1.1 B nach Nicholls et al. 1992). Die Untereinhei-
ten formen eine Rohre durch die Membran, die fiir lonen durchléssig ist.

1.3 Inhomogene lonenkanalverteilungen
Ionenkanile und -pumpen sind in Zellmembranen im allgemeinen nicht homogen
verteilt. Als Beispiel fiir inhomogene Verteilungen auf einer Skala von bis zu 100 um

wird in Abschnit 1.3.1 das olfaktorische Neuron behandelt und in Abschnitt 1.3.2 als
Beispiel fiir inhomogene Kanalverteilungen im Submikrometerbereich die Synapse.

1.3.1 Olfaktorisches Neuron

N

~—— CaKanale (IP3

Ca Kanale (HVA)

Abbildung 1.2: Verteilung verschiedener Kalziumkanédle und des Natrium-Kalzium-

Austauschers in einem olfaktorischen Neuron.

Abbildung 1.2 stellt den Axonansatz, Zellkorper (soma), Dendriten und dendri-
tisches Knopfchen einer olfaktorischen Nervenzelle dar. Die im dendritischen Knopf-
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chen miindenden Hérchen (Zilien) ragen in die Nasenschleimhaut hinein, wo sie in
Kontakt zu Duftstoffen kommen. Der Kontakt eines Duftstoffes mit auf den Zilien
sitzenden Rezeptoren 16st eine Ubertragungskaskade im Inneren der Zelle aus, die
schliefllich zur Auslosung eines Aktionspotentials am Axon der Zelle fiihrt. Elekro-
physiologische Messungen in Zusammenhang mit optischen Kalziumkonzentrations-
messungen haben gezeigt, dafl Liganden-gesteuerte Kalziumkanéle im dendritischen
Knopfchen und spannungsgesteuerte Kalziumkanéle im Zellkorper zu finden sind
(Schild et al. 1994, Schild und Lischka 1994). Die beiden Zellbereiche sind elektro-
chemisch durch Natrium-Kalzium-Austauscher, die sich auf der Plasmamembran des
Dendriten befinden, getrennt (Jung et al. 1994), sodal die Kalziumkonzentrationen
in dendritischem Knopfchen und Zellkérper weitgehend unabhéngig voneinander ein-
gestellt oder verdndert werden konnen.

1.3.2 Synapsen

@ Vesikel
e Transmitte

§ Rezeptor

Postsynaps

Abbildung 1.3: Schematischer Aufbau einer chemischen Synapse.

Als Beispiel fiir inhomogene Kanalverteilungen in Systemen, die einen schmalen
Spalt zwischen zwei Zellmembranen beinhalten, werden im folgenden chemische Syn-
apsen betrachtet. Neuronen kommunizieren untereinander iiber Synapsen. Das Axon
des einen Neurons stellt eine Beziehung zu einem Dendriten eines anderen Neurons
her, indem sich dort eine Synapse ausbildet. Synapsen kénnen sehr unterschiedliche
Formen annehmen (Walmsley et al. 1998, Edwards 1995). Ein elektrisches Signal
(Aktionspotential) im Axon wird in der Présynapse in ein chemisches Signal umge-
wandelt, indem die elektrische Reizung in der Prédsynapse einen Kalziumionenein-
strom verursacht (Zucker and Haydon 1988), der seinerseits die Ausschiittung eines
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Neurotransmitters wie z.B. Acetylcholin (ACh) oder Glutamat aus Vesikeln in den
synaptischen Spalt zwischen Pré- und Postsynapse bewirkt (Abb. 1.3). Der Neuro-
transmitter diffundiert durch den schmalen Spalt und bindet an in der Postsynapse
befindliche Rezeptoren, was schlieBlich eine Anderung in der Membranleitfihgikeit
der Postsynapse bewirkt und somit ein elektrisches Signal (postsynaptisches Poten-
tial) generiert (Nakanishi 1994, Walmsley et al. 1998).

ACh Rezeptoren

Abbildung 1.4: Schematischer Aufbau der neuromuskulidren Endplatte (nach Hall 1992).

Ionenkanile sind in einer Synapse typischerweise inhomogen verteilt.

In der neuromuskulédren Endplatte (Abb. 1.4) befinden sich die ACh-Rezeptoren
und die 43-kD-Proteine jeweils an den konvex gewdlbten Bereichen der Membran,
wohingegen sich die Natriumkanéle und Ankyrin in den konkav gewolbten Bereichen
finden lassen (Hall 1992).

In typischen Synapsen des zentralen Nervensystems bilden die Rezeptoren eine
postsynaptische Dichte von ca. (125 nm)?. Es befinden sich dort zwischen 50 und 100
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-propionat (AMPA )-Kanélen und ungeféhr 10
N-methyl-D-aspertat (NMDA)- Kanéle dicht beisammmen (Zigmond et al. 1999). Die
AMPA-Kaniile sind Glutamat-aktiviert und nehmen in der oben beschriebenen Weise
an der synaptischen Ubertragung teil, die NMDA-Kanile sind ebenfalls Glutamat-
aktiviert und iiberdies spannungsabhéngig durch Magnesium blockiert. Eine Depo-
larisation der Postsynapse hebt den Magnesiumblock der NMDA-Kanéle auf, sodafl
bei gleichzeitiger Ausschiittung von Glutamat in den synaptischen Spalt und De-
polarisation der Postsynapse die NMDA-Kanéle leitend fiir Natrium, Kalium- und
Kalziumionen werden (Jahr und Stevens 1990, Zigmond et al. 1999). Damit ist der
NMDA-Kanal ein Sensor in der postsynaptischen Membran fiir gleichzeitige Aktivie-
rung der Priasynapse und Depolarisation der Postsynapse (Isaac et al. 1995, Malenka
und Nicoll 1997).

Das Ubertragungsverhalten von Synapsen unterliegt reizabhéingigen Modulatio-
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nen: Mit hoher Frequenz iiber lingere Zeit stimulierte Synapsen verindern ihre Ubert-
ragungseigenschaften (Nakanishi 1994, Nicholls et al. 1992). Tetanische Reizung, d.
h. hochfrequente, iiber einen ldngeren Zeitraum (z. B. 15 Reize pro Sekunde, 15 Se-
kunden lang) durchgefiihrte Reizung bewirkt eine Erhohung in der Amplitude des
postsynaptischen Potentials, die iiber Stunden, teilweise sogar iiber Tage und Wochen
anhalten kann (Bliss und Collingridge 1993). Man nennt dieses Phinomen Langzeit-
potenzierung (LTP).

Man unterscheidet zwei LTP-Hypothesen: Die homosynaptische LTP zeigt sich
in der verstarkten Antwort einer zuvor tetanisch gereizten Synapse, die heterosyn-
aptische LTP in der Verstarkung einer Synapse, deren Postsynapse durch Aktivitét
des Dendriten bereits depolarisiert ist, wihrend gleichzeitig die Prasynapse erregt
wird. Die Postsynapse kann durch synaptische Aktivitéit weiterer auf diesem Dendri-
ten ansassiger Synapsen depolarisiert werden. Im zentralen Nervensystem kann LTP
in der Postsynapse ausgelost werden (Malinow et al. 2000), indem bei gleichzeiti-
ger Aktivierung der Priasynapse und damit Ausschiittung des Neurotransmitters und
Depolarisation der Postsynapse Kalziumionen durch NMDA-Kanile einstromen.

Seit vielen Jahren wird diskutiert, ob die der LTP zugrunde liegenden Modifika-
tionen in der Pré- oder Postsynapse vorgenommen werden (Nicoll und Malenka 1995,
Malinow et al. 2000). Ein besseres Verstandnis des Mechanismus’ erlaubt moglicher-
weise, die Rolle der LTP bei Lernvorgéngen bzw. bei Gedéchtnisleistungen zu klaren.

In vielen Regionen des ZNS werden sogenannte schweigende Synapsen (silent
synpases) gefunden (Malenka und Nicoll 1997). Diese Synapsen enthalten NMDA-
Kanile in der postsynaptischen Membran, aber keine AMPA-Kanéle. Aus diesem
Grunde bewirkt eine préasynaptische Stimulation ohne gleichzeitige Depolarisation
der Postsynapse keinen Stromfluf, wenngleich die NMDA-Kanéle eine beidseitig er-
folgte Reizung detektieren.

Auf grofien Zeitskalen (ab ca. 30 min) kommt es in Zusammenhang mit LTP zu
morphologischen Verdnderungen am postsynaptischen Dendriten (Engert und Bon-
hoeffer 1999): Auf einem Dendriten, der LTP aufweist, entstehen neue Fortsétze
(spines), auf denen sich moglicherweise zusétzliche Synapsen ausbilden.

1.4 Elektrophysiologische Methoden

Bei der Untersuchung von Funktion und Verteilung von Membranleitfahigkeiten in
natiirlichen und naturnahen Systemen war man lange Zeit auf grofle Zellen ange-
wiesen, die mit einer Elektrode angestochen werden konnten (Hodgkin und Huxley
1952). Auf diese Weise konnten Spannungsgradienten iiber einer Membran angelegt
und Membranstrome gemessen werden. Der grofle Leckwiderstand zwischen Zellin-
nerem und Zellumgebung an der Einstichstelle und die Grofie der Zellmembranen
lieBen jedoch keine Charakterisierung von einzelnen lonenkanélen zu. Eine deutliche
Verbesserung stellte die Entwicklung der Patch-Clamp Technik dar: Hierbei wird eine
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an der Spitze sehr diinne Glaspipette (Spitzendurchmesser ca. 0,5 gm) so mit einer
Zellmembran in Verbindung gebracht, dafl sich ein Teil der Membran in die Pipette
hineinwo6lbt. Dadurch wird ein Leckwiderstand zwischen Membran und Pipette in
der Groflenordnung von 10 bis 30 G2 erreicht (Hamill et al. 1981, Neher und Sak-
mann 1992). Um Aussagen iiber Membranleitfahigkeiten zu erhalten wird entweder
ein konstanter Regelstrom in die Pipette gegeben und die Spannung iiber der Mem-
bran gemessen (current-clamp) oder die Spannung zwischen Pipette und Badlésung
wird konstant gehalten (voltage-clamp) und der dafiir notwendige Regelstrom durch
die Pipette gemessen. Ein Beispiel einer voltage-clamp-Messung ist in Abb. 1.5 darge-
stellt. Der im letzteren Fall gemessene Strom setzt sich zusammen aus den Stréomen
durch offene Ionenkanile, Ionenpumpen, Leckstromen und kapazitiven Komponen-
ten. Kapazitive Membranstrome kénnen teilweise von handelsiiblichen Patch-Clamp
Verstédrkern kompensiert werden (Neher und Sakmann 1992). Aufgrund des hohen
Leckwiderstandes ist es moglich, Transmembranstréome von wenigen Picoampere zu
detektieren und damit Stréme durch einzelne Ionenkanéle zu messen.

25 k.
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Abbildung 1.5: Stromspur eines Membranfleckens im wvoltage-clamp bei 46 mV. Der patch
beinhaltet eine grofle Einzelkanalleitfahigkeit. Oberes Niveau: Kanal geschlossen, unteres
Niveau: Kanal offen (Binding, 1997).

Messungen konnen in unterschiedlichen MefSkonfigurationen durchgefiihrt werden
(Hamill et al. 1981, Neher und Sakmann 1992): Die Zelle kann unverletzt als ganzes an
der Pipette héngen (on-cell-Konfiguration), das Membranstiick in der Pipette kann
durchschlagen werden, sodafl zwischen Pipette und Zellinnerem eine direkte Verbin-
dung besteht (whole-cell-Konfiguration) oder von der Zelle abgeloste Membranflecken
(patches) verschlieBen die Pipettenoffnung (inside-out- / outside-out-Konfiguration).
Die inside-out- bzw. outside-out-Konfiguration eignet sich besonders zur Charakteri-
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sierung von lonenkanélen, da die Ionenkonzentrationen auf beiden Seiten der Mem-
bran vorgegeben und intrazelluldre Zwischenschritte weitgehend ausgeschaltet wer-
den konnen.

Man meint, die Spannung iiber der Membran in allen Meffkonfigurationen gut kon-
trollieren zu konnen. Bei der Interpretation der Strommessungen im woltage-clamp
wird angenommen, dafl die Spannung iiber der Membran {iberall bekannt ist. Im all-
gemeinen wird davon ausgegangen, dafl die Spannung auf jeder Membranseite raum-
lich konstant ist. Somit wére die treibende Spannung fiir den Strom durch einen
Ionenkanal - bei einem spannungsabhéingigen Ionenkanal zusétzlich die Schaltkinetik
- unabhéngig von der Geometrie des Systems und der Position des Ionenkanals in der
Membran. Folglich sollten ”geclusterte” Ionenkanéle von nicht ”geclusterten” durch
ein voltage-clamp-Experiment nicht zu unterscheiden sein (bei konstanter Anzahl von
Kanélen im Membranflecken).

1.5 Musterbildung in biologischen Systemen

In biologischen Systemen ist Musterbildung auf unterschiedlichen Langenskalen be-
kannt. So gibt es Effekte auf makroskopischen Langenskalen wie zum Beispiel Fellmu-
sterung (Zebras, Leoparden, Kiihe, ..., sieche Murray 1993), sowie im subzelluldren
Bereich beispielsweise bei der Ausbildung von Proteinmustern auf der Plasmamem-
bran (Lucas 1975, Benke et al. 1993).

Viele biologische Systeme weisen wahrend des Wachstums- oder Entwicklungspro-
zesses autonome Jonenstrome auf, die Einfluff auf die Zellentwicklung nehmen (Larter
und Ortoleva 1982). Ein gut untersuchtes Beispiel ist das Seegras Fucus: Das Einset-
zen eines transzelluldren Stromes, der die Zelle polarisiert und damit Einfluf auf ihre
weitere Entwicklung nimmt, wird durch einen Symmetriebruch in der Morphogenese
verursacht (Larter und Ortoleva 1981). Dieser scheint durch rdumliche Fluktuationen
in der Dichte von Ionenpumpen und -kanélen in der Plasmamembran, insbesonde-
re durch solche fiir Kalium und Kalzium, ausgelost zu werden, wobei es durch die
laterale Beweglichkeit dieser Proteine ab einer kritischen Zellgrofie (1 bis 100 pm)
zu einem Selbstverstiarkungsproze und damit zum Symmetriebruch kommt (Pelce
1993, Denet und Pelce 1994). Die das System antreibende Kraft ist durch den Span-
nungsgradienten zwischen Intra- und Extrazellularraum gegeben (Denet und Pelce
1994).

Ein weiteres Beispiel fiir Musterbildung auf zelluldrer Ebene sind die Armleuch-
teralgen (Characeae) Nitella und Chara. Sie entwickeln ab einer kritischen Lénge
von ca. 3 mm bei Beleuchtung oberhalb einer kritischen Intensitéit konzentrische,
alternierende Béander aus sauren und alkalischen Bereichen entlang der Zellwénde
(Toko et al. 1985). Die dieser Bandstrukturbildung zugeordnete Ionenkanalverschie-
bung auf der Plasmamembran kann als Selbstorganisationsprozefi modelliert werden,

10
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wobei wiederum der Spannungsgradient zwischen Intra- und Extrazelluldrraum die
treibende Kraft darstellt (Fromherz und Kaiser 1991, Fromherz und Zimmermann
1995, Fromherz 1988b).

Turing-Instabilitdten in Reaktions-Diffusions-Systemen sind in der Lage, Muster-
bildungsprozee auf verschiedenen Léangenskalen als Bifurkationen zu beschreiben.
Dabei besteht ein Zusammenhang zwischen raum-zeitlichen Ordnungsphdnomenen
und linearen Instabilitdten (Turing 1952). Dabei gilt im einfachsten Fall folgendes
Prinzip: Zwei Stoffe A und B, deren raum-zeitliche Konzentrationséanderung jeweils
von der lokalen Konzentration des anderen Stoffes abhéngt, tendieren ohne Diffusion
zu einem linear stabilen uniformen Gleichgewichtszustand. Unter Beriicksichtigung
des Diffusionstermes mit jeweils unterschiedlichen Diffusionskonstanten fiir A und
B kommt es oberhalb eines kritischen Wertes (in biologischen Systemen z. B. die
Temperatur oder rdumliche Abmessungen) zur Ausbildung von raum-zeitlich inho-
mogenen Mustern in der Konzentration der Stoffe durch eine Diffusions-getriebene
Instabilitéat (Turing 1952, Cross und Hohenberg 1993). Dies ist ungewohnlich, da Dif-
fusion normalerweise zur Stabilisierung eines uniformen Zustandes beitrégt. Es zeigt
sich, dafl die Musterklasse, also z. B. die Grofie und Form von Doménen eines Stoffes,
nicht von den Anfangsbedingungen abhéngt, sondern von den Randbedingungen wie
z. B. der Geometrie des betrachteten Systems. Die Anfangsbedingungen bestimmen
innerhalb einer Musterklasse die spezielle Struktur des Musters, beispielsweise wo
genau die Doménengrenzen liegen (Murray 1993, Cross und Hohenberg 1993).

In dieser Arbeit wird anhand von Computersimulationen gezeigt, daf fiir das
Antwortverhalten einer Biomembran auf einen elektrischen oder chemischen Reiz die
Geometrie und die unmittelbare raumlich begrenzende Umgebung der Membran eine
bedeutende Rolle spielen. Unter bestimmten Voraussetzungen kommt es auch hier zu
selbstorganisierten Musterbildungsprozessen.

11



2 Das Modell

2.1 Grundprinzipien

Abbildung 2.1: Stromflu8 durch eine Zellmembran dicht an einer Oberfliche: Der durch
geoffnete Ionenkanéle flieBende Strom mufl den schmalen Spalt zwischen Zelle und Ober-
fliche passieren, bevor er das Bad erreicht. Dadurch wird ein Spannungsabfall im Spalt
verursacht.

Das Modell, das der Computersimulation zugrunde liegt, reduziert die Membran
auf eine Fliche, die sich dicht (10 nm) an einer zu ihr planparallelen, elektrisch neu-
tralen, nicht leitenden und nicht polarisierbaren Oberfliche oder an einer zweiten
bis auf die lonenkanalverteilung identischen Membran befindet (Abb. 2.1). Zellvolu-
men und laterale Ausdehnung des Spaltes sind verglichen mit der Spalthche grof.
Am Rand des Spaltes weitet sich dieser abrupt nach oben und unten auf. An den
Réndern des Spaltes zwischen Membran und Oberfliche bzw. zweiter Membran wird
das Potential konstant auf 0 mV gehalten, wie es beispielsweise in einem Patch-
clamp-Experiment durch eine Badelektrode realisiert werden kann. Das Potential auf
der intrazelluldren Seite der Membran(en) kann frei gewihlt werden und ist tiber die
ganze Flache der Membraninnenseite konstant. Zusétzlich werden Spannungspulse
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2.1 Grundprinzipien

diesem Haltepotential {iberlagert, wie es in einem Patch-clamp-Experiment mittels
einer Patchpipette praktiziert werden kann.

Die Membran wird entweder als fluide angenommen, sodafl sich in ihr befindli-
che Modellkanéle mit einem Diffusionskoeffizienten D bewegen kénnen (mobiles Sy-
stem), oder die Kanéle werden als an bestimmten Orten z. B. durch ein Zytoskelett
fixiert modelliert (immobiles System). Die Membranfliche des mobilen Systems wird
zusétzlich durch eine andere Wahl der Randbedingungen (s. u.) als Réhrensegment
modelliert, wobei die Kriitmmung aufler acht gelassen wird (Abb. 2.2).

—

Abbildung 2.2: A: Ein Rohrensegment wird unter Vernachlassigung von Kriimmungsef-
fekten als Fldche mit periodischen Randbedingungen in einer Raumrichtung modelliert.

Die Ionenkanile werden als Kreisscheiben mit endlicher lateraler Ausdehnung be-
schrieben, die sich nicht durchdringen konnen. Die Leitfahigkeit selbst sei punktformig.
Die Modellmembran kann unterschiedliche Ionenkanalsorten enthalten. Der einzel-
ne Ionenkanal ist charakterisiert durch seine Einzelkanalleitfidhigkeit, sein spezielles
Schaltverhalten und seine lonenselektivitéit. Letztere beeinflult das jeweilige Umkehr-
potential des Kanals, das sich aus den jeweiligen Nernstspannungen zusammensetzt.
Die Ionenkaniile tragen eine elektrophoretische Punktladung (Larter und Ortoleva
1981, Fromherz 1995), mittels der sie an das laterale elektrische Feld im Spalt kop-
peln, welches sich aufgrund des Stromflusses durch die Kanile ausbildet (Ohm’sches
Gesetz). Die Ionenkanile konnen die Membran nicht verlassen. Die Kanalanzahl
bleibt erhalten, da keine Kanéle entstehen oder vergehen.

Tabelle 2.1 zeigt eine Aufstellung der betrachteten Systeme, die sich in ihrer
Geometrie, Membranfluiditdt und den beinhalteten Ionenkanalsorten unterscheiden.
Mit einem * gekennzeichnete Kanéle haben kein spezielles Schaltverhalten, sondern
sind wihrend der gesamten Simulation permanent gedffnet.

Die elektrische Drift und die Diffusion in den mobilen Systemen fiir insgesamt N
Ionenkanéle wird mit einem Satz von N Langevin Gleichungen beschrieben (siehe
Abschnitt 2.6). Diese sind iiber das elektrische Potential gekoppelt, welches von den
Positionen aller Ionenkanéle abhéngt.

13



2 Das Modell

H System ‘ Geometrie ‘ Mobilitét ‘ Membran(en) ‘ Kanalsorten H
A patch immobil 1 Natrium- + Kaliumkanile
B patch immobil 1 AMPA-Kanile
C patch immobil 1 NMDA- + AMPA-Kanéle
D patch mobil 2 Kationenkanéle*
E patch mobil 2 Kaliumkanéale*
F patch mobil 2 Chloridkanéle*
G patch mobil 1 Natrium- + Kaliumkanéle
H Rohre mobil 1 Natrium- + Kaliumkanile

Tabelle 2.1: Aufstellung der unterschiedlichen betrachteten Systeme. Mit einem * gekenn-
zeichnete Kanéle haben kein spezielles Schaltverhalten, sondern sind wihrend der gesamten
Simulation permanent getffnet.

2.2 lonenkanale ohne Schaltverhalten

Es werden Ionenkanéle modelliert, die wihrend der gesamten Simulation permanent
gedfinet sind und eine Ohm’sche Strom-Spannungskennlinie haben. Dabei werden
Kationenkanile (Umkehrpotential = 0 mV’), Kaliumkanile (Umkehrpotential = -70
mV’) und Chloridkanile (Umkehrpotential = +70 mV’) betrachtet (Tab. 2.2 und Hil-
le 1992). Die Kationenkanéle haben eine Einzelkanalleitfahigkeit von 20 oder 8 pS,
die Kalium- und Chloridkanéle haben eine Einzelkanalleitfihigkeit von 8 pS (Hille
1992).Thnen wird eine elektrophoretische Punktladung von 2,5 oder 5 Elementarla-
dungen zugewiesen.

2.3 Spannungsabhangige lonenkanale

Als spannungsabhéngige Ionenkanéle werden Natrium- und Kaliumkanéle modelliert.
Die elektrischen Eigenschaften der Kanile sind durch ihr jeweiliges Umkehrpotential,
die Einzelleitfidhigkeit und ihr spannungsabhéngiges Schaltverhalten charakterisiert.
Beide Kanalsorten bestehen aus jeweils vier Untereinheiten. Ein Kanal ist nur dann
leitend, wenn sich alle vier Untereinheiten im offenen Zustand befinden. Ein Kalium-
kanal besteht aus vier identischen aktivierenden Untereinheiten, ein Natriumkanal
setzt sich aus drei aktivierenden und einer inaktivierenden Untereinheit zusammen,
deren Kinetik auf unterschiedlichen Zeitskalen erfolgt. Aus diesem Grunde unter-
scheidet sich zum Beispiel der zeitliche Verlauf der Anzahl offener Natrium- und
Kaliumkanile nach einem Spannunssprung iiber der Membran deutlich (Abb. 4.4
B und 4.5 B): Die Offenwahrscheinlichkeit der Kaliumkanile miindet nach einem
Spannungssprung monoton in einen neuen Gleichgewichtszustand ein, die der Natri-
umkanile fallt nach steilem Anstieg aufgrund der spannungsabhéngigen Aktivierung
und Inaktivierung auf einen niedrigen Wert ab. Dabei ist bei physiologischen Ionen-
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2.3 Spannungsabhéngige lonenkanéle

konzentrationen (Tab. 2.2) und Membranspannungen die Richtung des Stromflusses
durch die beiden Kanaltypen gerade entgegengesetzt.

H Ion ‘ [Cextra iIn mMol ]/l ‘ [Clintra in mMol/l ‘ UNernst In MV ‘

Na* 145 12 +67
K+ 4 155 -98
Ca** 1,5 <107 > 128
cl~ 123 4,2 -90

Tabelle 2.2: Physiologische extra- und intrazellulire Ionenkonzentrationen und Umkehr-
potentiale einiger lonensorten im Skelettmuskel von Sdugetieren nach Hille 1992.

Fiir den Stromflufl durch einen Natrium- bzw. Kaliumkanal gilt nach Hodgkin und
Huxley 1952:

]Na = YNamaz * (U - Urev) : m?\la : hNa

IK = Y9Kmaz * (U - Urev) : m%{
mit g;: Maximalleitfahigkeit des jeweiligen lonenkanaltyps, U,e,: jeweiliges Umkehr-
potential, m; = m;(U(t),t): Aktivierung, h; = h;(U(t),t): Inaktivierung, U: Span-
nung iiber der Membran.

Fiir die zeitliche Entwicklung der Gleichgewichtsaktivitéit gilt.

dm

dt
wobei o und [ die spannungsabhéngigen Reaktionsraten in einem Zwei-Zustands-
Modell fiir jede Untereinheit ausdriicken (Abb. 2.3).

= a(l—m)—pFm ,

B
/N
open close

NS
o

Abbildung 2.3: Zwei-Zustands-Modell fiir die Kinetik einer Kanaluntereinheit.

Als Losung ergibt sich daraus fiir die Gleichgewichtsaktivierung;:

m(t) = Moo — (Moo — mo)eﬁp(—_m)

Moo = m(t=00),mg=m(t=0), 7,: Relaxationszeit.
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2 Das Modell

Dabei lassen sich my, und 7,,, durch die Reaktionsraten o« = a(U) und 5 = B(U) der
Kanaluntereinheiten ausdriicken, mg ist durch die Anfangsbedingungen gegeben.

Tm = a+pf
Moo = af(a+ )

Analog 148t sich die Inaktivierung beschreiben. Die Spannung U = U(r;) ist ein orts-
abhéngiges Potential, das von der Position aller offenen Ionenkanéle abhéngt.

Tabelle 2.3 gibt die Reaktionsraten fiir Aktivierung und Inaktivierung fiir Natrium-
und Kaliumkanaluntereinheiten an. Die Reaktionsraten werden durch folgende phéno-
menologische Gleichungen beschrieben (McCormick und Huguenard 1992, Huguenard
und McCormick 1992). Das Transmembranpotential V,,, wird in mV angegeben:

Natriumkanal | aktiv. | a =0,091- (V,, +38)/(1 — exp[—(V,, + 38)/5])
B =-0.062- (V,, +38)/(1 — exp[(Vmn + 38)/5])
inaktiv. | @ = 0.016 - exp[(—55 — V},)/15]

B =2.07/(exp[(17 — V;,,)/21] 4+ 1)

Kaliumkanal | aktiv. | a=0.01-(—45—-1V,)/(—1+ exp[(—45 — V,,)/5])
B =017 exp([-50 — V,,]/40)

Tabelle 2.3: Reaktionsraten von aktivierenden und inaktivierenden Untereinheiten von
Natrium- und Kaliumkanélen.

In diesem Modell werden v und [ benutzt, um das Schaltverhalten der Unter-
einheiten eines jeden Ionenkanals in einem Zeitschritt zu beschreiben. Natrium- und
Kaliumkanile haben jeweils eine Einzelleitfdhigkeit von 20 pS (mittlerer Literatur-
wert verschiedener Préparate, Hille 1992). Das Umkehrpotential fiir Natriumionen
liegt bei +67 mV, das fir Kaliumionen bei -100 mV (Tabelle 2.2). Die Kanile tra-
gen extrazellulédr eine elektrophoretische Punktladung von 5 Elementarladungen.

2.4 Liganden-aktivierte lonenkanale

2.4.1 AMPA-Kanile

Fiir die Beschreibung der Kinetik der AMPA-Kanile wurde ein Standart-7-Zustandsmodell
benutzt (Jonas et al. 1993), das fir AMPA-Kanéile in Synapsen von CA3 Pyrami-
denzellen des Hippocampus von Ratten entwickelt und kalibriert wurde (Abb. 2.4).
Die Reaktionsraten finden sich in Tabelle 2.4.

Die AMPA-Kanéle haben eine Einzelkanalleitfihigkeit von 8,5 pS und ein Um-
kehrpotential von 0 mV (Jonas et al. 1993). Die Raten k10, k12 und k16 sind
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2.4 Liganden-aktivierte Ionenkanéle

co % c1 % C2- O
k14‘ \kls ke{ lk? k4Hk3

K2 ke,
C3qy G4 ©

Abbildung 2.4: Standart-7-Zustandsmodell fiir die Kinetik des AMPA-Kanals nach Jonas
et al. 1993.

k1 |06

k2 | 4.24

k3 | 0,0177

k4 | 0,004

k5 | 0,19

k6 | 0,0168

k7 | 0,172

k8 | 0,000727

k9 | 3,26
k10 | 28,4 -[Glu]
k11 | 0,0457
k12 | 1,27 -[Glu]
k13 | 2,89
k14 | 0,0392
k15 | 4,26
k16 | 4,59 [Glu]

Tabelle 2.4: Raten des Standart-7-Zustandsmodells fiir die Kinetik des AMPA-Kanals
nach Jonas et al. 1993. [Glu| gibt die lokale Glutamatkonzentration in mM an.
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2 Das Modell

abhéngig von der lokalen Glutamatkonzentration, die hier in mM angegeben wird.
Die Glutamatkonzentration wird mittels einer Diffusionsgleichung bestimmt (s.u.).
Der elektrische Widerstand des Elektrolyts im synaptischen Spalt wurde mit 400
Qem angesetzt (Nygren und Halter 1999).

2.4.2 NMDA-Kanale

A B

09
08
07
06

5 os

o 04 |

5 03+
02
01+

I I I I I I | | _l 1 1 L L L 1 1 L
O-80 -70 -60 -50 -40 -30 -20 -10 0 10 -80 -70 -60 -50 -40 -30 -20 -10 0 10
u/mv u/mvVv

Abbildung 2.5: A: spannungsabhingige relative NMDA-Leitfahigkeit aufgrund eines
[M g**]-Blockes, B: Kennlinie der NMDA-Leitfihigkeit.

NMDA-Kanéile sind Liganden-aktivierte Kanéle, die in Abhéngigkeit von der
Spannung durch Magnesiumionen teilweise blockiert sind. Nach Ausschiittung des
Neurotransmitters 6ffnen die Kanéle schnell (7,4, = 1/6 msec) und bleiben lange
geoffnet (Zerfallszeit Tgeqrr = 80 msec). Thre relative Leitfdhigkeit ist von der Magne-
siumionenkonzentration [M¢**] abhingig und wird lokal von der Spannung iiber der
Membran U moduliert. (Jahr und Stevens 1990):

g/gmar - (1 +n- [Mg2+] ’ e_WU)_l

mit v = 0,066 mV ! und n = 0,33 mM ! (Jahr und Stevens 1990). Die Magnesi-
umionenkonzentration betridgt 1 mM. Die NMDA-Kanile haben eine Einzelkanal-
leitfahigkeit von 10 pS und ein Umkehrpotential von 0 mV. Abbildung 2.5 A zeigt
die modellierte relative NMDA-Leitfdhigkeit als Funktion der Spannung, Abbildung
2.5 B die Strom-Spannungscharakteristik.

2.4.3 Transmitterkonzentration im synaptischen Spalt

Die Ionenkanéle in der postsynaptischen Membran werden in Abhéngigkeit von der
lokalen Neurotransmitterkonzentration c¢(x, y, z, t) erregt. Fiir die Transmitterkonzen-
tration wird angenommen, daf} sie aufgrund der Schmalheit des synaptischen Spaltes
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2.5 Zweidimensionale Kabelgleichung

einer zweidimensionalen Diffusionsgleichung geniigt:

dc(x,y,t) 0? 0? B

Die Ausschiittung des Neurotransmitters aus einem Vesikel in den synaptischen
Spalt wird modelliert, indem die Anfangsverteilung des Neurotransmitters als Di-
rac’scher Deltapuls angenommen wird:

clx,y,t=0) = Nﬁ(m—é) (y—g) ;

wobei Nr die Anzahl der Neurotransmittermolekiile in einem Vesikel angibt (3000
Molekiile) und L die Lénge und Breite des Membranfleckens. Am Rand des Spal-
tes werden absorbierende Randbedingungen angenommen, um der Absorption des
Transmitters Rechnung zu tragen. Fiir die Diffusionskonstante wird ein Wert von
30 nm?/usec benutzt. Eine Diffusionskonstante zwischen 20 und 50 nm?/usec konn-
te aus der beobachteten mittleren Aufenthaltszeit von Glutamat im synaptischen
Spalt (Clements et al. 1992) abgeleitet werden (Trommershauser et al. 1999). Mit
diesen Werten strebt die zweidimensionale Losung innerhalb weniger psec gegen die
vollsténdige dreidimensionale Losung, sodafl die Vernachlissigung der z-Abhéngigkeit
gerechtfertigt ist.

2.5 Zweidimensionale Kabelgleichung

2.5.1 Herleitung

Um das Potential im schmalen Spalt zu beschreiben, wird ein Elektrodiffusionsmodell
fiir Ionen benotigt. Dazu wird ein kleines Volumenelement im Spalt betrachtet (Abb.
2.6).

GeméB dem Kirchhoft” schen Gesetz verschwindet in einem Volumenelement die Sum-
me aller Strome: ¥1; = 0 (Ladungserhaltung).

Dabei sind die Strome parallel zur Membran fiir kleine Az und Ay gegeben durch

Ay -
Lo+ Aay.9) = S8 U0, - Ule + Aay ) + O(Ac?)
Ay -d 9

mit d: Abstand der Zellmembran zur Oberflache, p: spezifischer Widerstand des Elek-
trolyts, U(z,y, 2): Spannung im Spalt (/, analog).
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I (X,y,z+A\ )
ly (X,y+A,2)

Ix (X- A\y,2) —— Iy (X+Ay,2)

ly (x,y- A\ ,2)

I (X,y,2- A)

Abbildung 2.6: Stromflufl durch ein kleines Volumenelement im Spalt, dessen obere Seite
von einer Zellmembran gebildet wird.

Unter der Annahme, daf§ aufgrund der geringen vertikalen Ausdehnung des Spaltes
der Strom in z-Richtung vernachléssigt werden kann (Nygren und Halter 1999), gilt
fiir ein Volumenelement im Spalt, das kein Membransegment beinhaltet:

IZ(ZE,y,Z—f—AZ) =0
L(x,y,z—Az) = 0

und fiir ein Volumenelement, dessen obere Seite von einem Membransegment gebildet
wird:

ou
I Az) = — — I;
Z(m7yvz+ Z) C’m 0t EZ: 7

L(z,y,z—Az) = 0

mit C,, = C-Ax-Ay: Kapazitéit eines Membranflichenelements, C': spezifische Mem-
brankapazitét, I;: Strom durch einen Einzelkanal innerhalb des Membranflachenele-
ments. Die Entwicklung der Potentiale und Anwendung des Kirchhoff’schen Gesetzes
fithrt auf

ViU =

0 Membransegment ¢ Volumenelement (2.2)
p

VU = =Cp
d

ou

T —g zi:[i Membransegment € Volumenelement. (2.3)

Mit einem spezifischen Elektrolytwiderstand von p = 100 Q2cm, einer Spaltbreite von
d = 10 nm, einer Membranfliche von 0.25 pum? und einer spezifischen Membranka-
pazitit von 1 puF/cm? ergibt sich fiir die kapazitive Relaxationszeit:

1

To =g psec . (2.4)
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2.5 Zweidimensionale Kabelgleichung

Fiir Zeitskalen deutlich grofler als die Relaxationszeit kann der kapazitive Term in
(2.3) vernachlissigt werden (siche unten), soda8 sich (2.3) in diesem Fall vereinfacht
Al

VU = —g Sn (2.5)

2.5.2 EinfluB kapazitiver Komponenten

Fiir die in den Simulationen verwendeten Léngenskalen und Zeiten hat der Term %—?
keinen EinfluB (siehe auch Savtchenko et al. 2000). Die Aktivierungszeiten der span-
nungsabhéngigen Natriumkanéle liegen bei iiblichen Membranspannungen im Bereich
von 0,5 und 2 msec (Abb. 2.7). Die Zeit, die ein Ionenkanal fiir den Schaltvorgang
bendtigt, liegt unter 10 psec (Sakmann 1992). Nach Abschnitt 2.5.1 ergibt sich eine

kapazitive Relaxationszeit von 7o = i jsec.

‘tau_m(U) ——
2t tau_h(U) - p—
tau_m(U)+tau_h(U)

tau / msec

U/ mv

Abbildung 2.7: Schaltzeiten eines Natriumkanals als Funktion der Spannung iiber der
Membran.

Die laterale Bewegung der Ionenkanéle in der Membran erfolgt auf einer Zeitskala
von 7p = A?/D. Fiir eine Linge von 0.5 um und einen Diffusionskoeffizienten von
0,1 um?/sec ergibt sich eine typische Zeit 7p = 2,5 sec.

Die kapazitive Relaxationszeit ist deutlich schneller als die Aktivierungszeit der
spannungsabhingigen Kanéle und die Kanalbewegungszeit. Die Schaltzeit der Kanéle
liegt allerdings in derselben Groflenordnung. Um zu testen, ob das Auswirkungen auf
die Simulationsergebnisse hat, wurden Simulationen mit und ohne Beriicksichtigung
des kapazitiven Terms durchgefiihrt. Dabei wurden innerhalb des Zeitschrittes von
At = 25 usec fiir die zeitliche Diskretisierung der lateralen Kanalbewegung die Ka-
nalzusténde alle 0,1 psec aktualisiert. Es konnte kein signifikanter Unterschied in
den Ergebnissen festgestellt werden. Eine solche Uberpriifung wurde ebenfalls fiir
ligandenaktivierte Kanéle durchgefiihrt.

In den im folgenden dargestellten Simulationsergebnissen wurden grofitenteils
Zeitschritte von At = 25 psec verwandt. Bei grofleren Zeitschritten (bis At = 500
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2 Das Modell

psec in mobilen Systemen) wurde zusétzlich eine Kontrollsimulation mit At = 25
pusec durchgefithrt, um zu testen, ob der grofle Zeitschritt zu grofl wire und so die
Ergebnisse signifikant verfalsche. Dies war niemals der Fall.

Die Trennung der Zeitskalen von Kanalaktivierungszeit und Ionenkanalbewegung
erlaubt eine quasistatische Losung der zweidimensionalen Kabelgleichung (Kapitel
3) innerhalb eines Zeitschrittes, da die ITonenkanalbewegung vergleichsweise langsam
ist.

2.6 Dynamik von lonenkanadlen in einer fluiden
Membran

Im mobilen System wird neben der Gleichung fiir die Spannungsverteilung im Spalt
je eine Bewegungsgleichung fiir jeden der N Ionenkanéle benotigt.

Die Kanalproteine unterliegen zwei Kréften: der Diffusion und der elektrischen Drift
aufgrund der Kopplung der elektrophoretischen Ladung des Ionenkanals an das elek-
trische Feld im Spalt zwischen Zellmembran und Oberflache.

Die Bewegungsgleichung fiir ein Kanalprotein lautet:

mit m;: Masse des Kanals, v: Friktionskoeffizient, g¢;(f) : stochastische Kraft, V:
Potential. Im iiberddmpften Fall ergibt sich daraus die Langevingleichung fiir ein
Kanalprotein:

v 1i(t) = =VV(ri(t),t) + g:(¢) (2.7)

Aus der Forderung, dal die Verteilung im thermischen Gleichgewicht gegen die Boltz-
mannverteilung laufen muf, ergeben sich folgende Bedingungen fiir die stochastischen
Krifte (Kloeden et al. 1994):

<gi(t)>=0 und < gi(t)g(t) >=2+vkT - 6(t — t'),

(k: Boltzmannfaktor, T: Temperatur) alle weiteren Momente miissen verschwinden.
Folglich sind die g;(t) Gauss-verteilte Zufallszahlen.

Fiir das {iber das Potential im Spalt gekoppelte Gleichungssystem aus N Langevin
Gleichungen und der 2-dim Kabelgleichung wird im folgenden Kapitel ein Losungs-
algorithmus vorgestellt.
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3 Losen des Gleichungssystems

3.1 Der Algorithmus

Die N Langevingleichungen werden zeitlich diskretisiert mit Hilfe der stochastischen
Eulermethode gelost (Abschnitt 3.2). Innerhalb eines Zeitschrittes wird die zwei-
dimensionale Kabelgleichung quasistationér gelost (Abschnitt 3.4), und die Kanal-
zustdnde werden aktualisiert. Bei Liganden-aktivierten Kanélen mufl zuséatzlich die
zweidimensionale Diffusionsgleichung fiir den Neurotransmitter im Spalt geldst wer-
den. Ein Umlauf in Abbildung 3.1 entspricht einem Zeitschritt At.

Erzeugung einer Kanal
anfangsverteilung
Festlegung des Rande
der Potentialmatrix

Y

Aktualisierung der Kanal- Berechnung der Potenti
zustande(offen/geschl.) verteilung im Spalt
Ao Y
Berechnung der neue Berechnung des Potenti

Kanalorte (Langevin) = —==& | gradienten an den
(nur mobiles System) Kanalorten

Abbildung 3.1: Schematischer Ablauf des Losungsalgorithmus fiir die gekoppelten Lan-
gevingleichungen und die 2-dim. Kabelgleichung. Ein Umlauf entspricht einem Zeitschritt
At.
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3 Lésen des Gleichungssystems

3.2 Losen der Langevingleichung mit der
stochastischen Eulermethode

Die N Langevingleichungen sind iiber das Potential im Spalt gekoppelt. Wegen der
Unstetigkeit des stochastischen Anteils 148t sich das Integral iiber einen kleinen Zeit-
raum nicht mit dem Mittelwertsatz l6sen.

Die Langevingleichung (2.7) 1a8t sich mit v = k7'/D (k: Boltzmannfaktor, T": Tem-
peratur, D: ortsunabhéngiger Diffusionskoeffizient) schreiben als

D
ri(t+ AL = rift) = ZVV(rrn 1) - At + VD - fi(t), (3.1)
h D:"irft g Diffusion

wobei f;(t) eine Gaufl-verteilte Zufallsgrofie ist, die
< fi(t) >=0 und < filt) fi(t") >=2Ato(t — ')

erfiilllt (Kloeden et al. 1994). Das Potential V' setzt sich zusammen aus dem elek-
trischen Potential ef - U (e} elektrophoretische Ladung des lonenkanals) und einem
Abstoflungspotential, das ein gegenseitiges Durchdringen der Ionenkanile verhindert.
Letzteres geht so in die Simulation ein, dafl eine laterale Bewegung, die zu einer Ka-
naliiberlappung fiihren wiirde, nicht ausgefiihrt wird. Die f;(¢) sind unabhéngige
GauB-verteilte Zuwichse von der Gréfienordnung /¢, Gleichung (3.1) wird in jedem
Zeitschritt gelost, wobei die f;(t) mit dem Box-Muller-Verfahren bestimmt werden
(Press et al. 1996). Die Randbedingungen sind in den Systemen A bis G (vgl. Tab.
2.1) in beide Raumrichtungen reflektierend, im System H, das eine Rohre darstellt,
in einer Raumrichtung reflektierend und in der anderen periodisch. Die Anfangswerte
der Kanalorte werden zu Beginn der Simulation festgelegt. Der Zeitschritt betragt
bei den Simulationen immobiler Systeme 25 psec, bei mobilen Systemen bis zu 500
psec.

3.3 Losen der Diffusionsgleichung fiir den
Neurotransmitter

Die Bewegung der Transmittermolekiile im Spalt geniigt einer zweidimensionalen
Diffusionsgleichung (2.1). Diese wird zeitlich und raumlich diskretisiert:

t+1 _ it t t t t _ t

Cj — % _ p Gl ¢yt Cina e 4G (3.2)

— = Ur . .
At A2

Mit Hilfe dieser Gleichung lassen sich die lokalen Konzentrationen innerhalb eines
Zeitschrittes aus denen des vorangegangenen Zeitschrittes bestimmen. Die cﬁ’ ; geben
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3.4 Losen der zweidimensionalen Kabelgleichung mit der Uberrelaxationsmethode

die Transmitterkonzentration am Gitterplatz (i, j) zum Zeitpunkt t an, A den raum-
lichen und At den zeitlichen Diskretisierungsschritt (Forward-Time-Centered-Space
(FTCS)-Algorithmus, siche Press et al. 1996). Fiir die Stabilitdat des Algorithmus
muf} die Bedingung

ADrA
<1 (3.3)

erfiillt sein (Press et al. 1996). Die physikalische Interpretation dieser Bedingung
ist, dafl - bis auf einen numerischen Faktor - der grofite erlaubte Zeitschritt durch
die Diffusionszeit des Transmitters durch ein Gittersegment begrenzt ist. Mit den in
den Simulationen verwandten Werten war diese Bedingung immer erfiillt. Fiir den
Diffusionskoeffizienten wurde ein Wert von 30 nm?/usec benutzt. Es wird die zeitliche
Entwicklung von 3000 Molekiilen betrachtet, deren Anfangsverteilung durch einen
Dirac’schen Deltapuls in der Mitte des Spaltes dargestellt wird. Die Aufnahme des
Neurotransmitters am Rand des Spaltes wird durch absorbierende Randbedingungen
beschrieben.

3.4 Losen der zweidimensionalen Kabelgleichung mit
der Uberrelaxationsmethode
Innerhalb eines Zeitschrittes 148t sich aufgrund der Zeitskalentrennung (Abschnitt

2.5.2) die zweidimensionale Kabelgleichung quasistationér losen. Gleichung (2.5) ist
von der Form

LU=p (3.4)

mit £: Laplaceoperator. Schreibt man diese Gleichung als Diffusionsgleichung

—=LU-p , (3.5)

so relaxiert eine Anfangsverteilung der Spannung fiir grofle Zeiten in ein zeitun-
abhéngiges Gleichgewicht. Diese Gleichgewichtslosung ist Losung von (3.4). Glei-
chung (3.4) 148t sich mit dem im vorherigen Abschnitt dargestellten FTCS-Algorithmus
16sen, indem man den Quellterm p beriicksichtigt und den nach der Stabilitédtsbedin-
gung (3.3) groBtmoglichen Zeitschritt (At = 1/4 A?) einsetzt (Jacobi Methode, sieche
Press et al. 1996):

1 2
Uf,}rl =1 (Uf+1,j + Uit—l,j + Uz‘t,j+1 + Uit,j—l) o Pid (3.6)

Da die Spannungsverteilung im Spalt in jedem Zeitschritt des Euler-Algorithmus
ausgerechnet werden muf3, konvergiert die Jacobi-Methode zu langsam. Die Gauss-
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3 Lésen des Gleichungssystems

Seidel-Methode nutzt bereits neu berechnete lokale Spannungen, indem Schachbrett-
artig iteriert wird:

1 A?
1 1 1
Ui = 7 Wiy + U + Ul + Uighh) = pig -
Zur Verbesserung des Algorithmus wird der Wert der Spannung ”{iberkorrigiert”,
indem der neu errechnete lokale Spannungswert gegeniiber dem des vorhergehenden
Iterationsschrittes iiber-gewichtet wird:

Uit =w U+ (1-w) U, , 1<w<2.

Die Konvergenzrate wird durch die am langsamsten abfallende Eigenmode bestimmt.
Deren Modulus nennt man spektralen Radius. Fiir die Relaxation einer Poissonglei-
chung auf einem dquidistanten m x m Gitter mit Dirichlet Randbedingung ist dieser
gegeben durch (Press et al. 1996)

T
PJacobi = COS | — .
m

Um die zweidimensionale Kabelgleichung zu 16sen, wurde hier die Uberrelaxati-
onsmethode benuzt und Schachbrett-artig (Gauss-Seidel) iteriert. Der Uberrelaxa-
tionsparameter w wurde dabei nach jedem halben Zeitschritt angepaBt (Chebyshev-
Beschleunigung, siehe Press et al. 1996):

w = 1

2 -1
w1/2 _ (1 . p]acobi>
2

n\ —1
wn+1/2 _ (1 . p%aczbiw ) ., n= 1 1, ...

Die Randbedingungen sind in den Systemen A bis G Dirichlet-Bedingungen, indem
der Rand der Potentialmatrix auf 0 mV festgelegt wird. Im Rohrensystem H sind ab-
weichend davon zwei gegeniiberliegende Rénder durch periodische Randbedingungen
verkniipft.

Es wird auf einem 40 x 40 Gitter iteriert. Die Iteration bricht ab, wenn sich die lokalen
Spannungswerte zweier aufeinander folgender Iterationsschritte in keinem Gitterfeld
um mehr als 1/1000 mV unterscheiden.
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4 Computersimulationen von
lonenkanalen in einer Membran

4.1 Immobile, spannungsabhangige Systeme

Es wird ein quadratischer Membranflecken der Seitenlédnge 0.5 pm modelliert, der 500
spannungsabhéngige Natriumkanéle und 333 Kaliumkanéle, wie sie in Abschnitt 2.3
beschrieben wurden, enthélt (System A, siche Tab. 2.1). Die Membran befindet sich
in einem Abstand von d = 10 nm zu einer Oberflache. Der elektrische Widerstand des
Elektrolyts im Spalt betragt 100 2cm. Die Membran wird intrazellular auf -100 mV
"geklemmt” ;| d. h. auf der Innenseite der Membran ist die elektrische Spannung orts-
unabhédngig und der zur Aufrechterhaltung dieser Spannung notwendige Stromflufl
wird gemessen. Dieser ist unter Vernachlissigung des Leckwiderstandes und kapaziti-
ver Komponenten (siehe Kapitel 2) gleich der Summe der Transmembranstrome. Am
Rand des Spaltes zwischen Membran und Oberflache wird die Spannung konstant auf
0 mV gehalten, wie es iiblicherweise in Patch-clamp Experimenten mittels einer Bad-
elektrode festgelegt wird. Die Spannung auf der restlichen Membranauflenfliche ist
damit noch nicht eindeutig bestimmt, sondern héngt von lokalen Membranstromen
ab. Unter diesen Spannungsverhiltnissen ist die Offenwahrscheinlichkeit fiir einen
Natrium- oder Kaliumkanal sehr gering: Es flieit kein Strom iiber die Membran, und
damit ist die Spannung im Spalt ortsunabhéngig 0 mV. Fiir 20 ms wird nun die
Spannung auf der Membraninnenseite sprunghaft auf -30 mV geédndert. Diese Grofe
des Spannungspulses wurde gewéhlt, um eine maximale Stromantwort zu erhalten.
Eine geringere Stromamplitude ergibt sich bei kleineren Spannungsspriingen wegen
der geringeren Aktivierung der Natriumkanéle, bei grofleren Spannungsspriingen auf-
grund der grofleren Inaktivierung der Natriumkanile. Vor dem Spannungssprung
sind die Ionenkanéle im wesentlichen geschlossen, danach @ndert sich die Offenwahr-
scheinlichkeit fiir die Ionenkanéle und es flieit ein Transmembranstrom, welcher ein
Spannungsgefille im Spalt zwischen Membran und Oberfliche hervorruft. Dieses wie-
derum verursacht eine zeitlich verdnderliche, ortsabhéngige Offenwahrscheinlichkeit
der spannungsabhéingigen Ionenkanéle. Im immobilen System findet keine laterale
Ionenkanalbewegung statt. Es wird also in der Simulation in jedem Zeitschritt im
wesentlichen die zweidimensionale Kabelgleichung gelost und der Schaltzustand der

27



4 Computersimulationen von lonenkanélen in einer Membran

Kanale aktualisiert.

500 nm——M—
- 125 nm -

mkanéle

Kaliumkanale

Abbildung 4.1: Beispiel fiir eine lonenkanalverteilung: ”zentrierte” Natriumkanalvertei-
lung und "Rand” Kaliumkanalverteilung.

Es werden unterschiedliche Verteilungen der Ionenkanile betrachtet: In der ”zen-
trierten” Verteilung befinden sich die Ionenkanéle gleichverteilt auf der Flache eines
Quadrats von 0.125 um Seitenldnge in der Mitte der Membran, in der “homogenen”
Verteilung gleichverteilt auf der gesamten Membran und bei der "Rand” Verteilung
sitzen die Ionenkanéle gleichverteilt auf zwei sich gegeniiberliegenden Réndern der
Membran (Abb. 4.1). Schliefllich wird eine zweikomponentige Verteilung innerhalb
einer Kanalsorte betrachtet (Abb. 4.6), die spéter beschrieben wird.
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t / msec

Abbildung 4.2: A: Abhéngigkeit der Stromantwort von der Ionenkanalverteilung, B: zeit-
licher Verlauf des korrespondierenden Potentials im Zentrum des Spaltes (zentriert und
homogen bezieht sich jeweils auf beide Kanalsorten).

Abbildung 4.2 A zeigt einen Vergleich der Stromspuren einer Computersimulation
eines Systems mit zentrierter Natrium- und Kaliumkanalverteilung mit einem System
mit homogenen Verteilungen. Die Stromantwort des zentrierten Systems ist schérfer
und ein wenig kleiner in der Maximalamplitude als die des homogenen Systems. Ab-
bildung 4.2 B zeigt die zugehorige zeitliche Entwicklung der Spannung im Spalt unter
der Mitte der Membran (in der Mitte der Membran ist der Effekt maximal, fiir ein
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4.1 Immobile, spannungsabhéngige Systeme

riumliches Spannungsprofil siehe Abb. 4.3. C und D ). Die zeitliche Anderung des
Potentials im Spalt ist im zentrierten System ungefdhr doppelt so gro3 wie im ho-
mogenen (Abb. 4.2 B). Damit sind Offenwahrscheinlichkeit und elektrochemischer
Gradient fiir die Ionenkanéle unterschiedlich und damit auch die Stromantwort des
gesamten Systems (Abb. 4.2 A).
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Abbildung 4.3: A: Abhéngigkeit von offenen Natriumkanélen von der Kanalverteilung, B:
Abhéangigkeit von offenen Kaliumkanilen von der Kanalverteilung, C+D: Spannungsprofil
im Spalt widhrend eines Spannungspulses im zentrierten System, C: nahe des Maximums
der offenen Natriumkanile, D: gegen Ende des Spannungspulses bei hoher Kaliumkanal
Offenwahrscheinlichkeit.

Abbildung 4.3 A und B zeigen die zu Abbildung 4.2 zugehorigen Anteile offener
Natrium- und Kaliumkanéle. Natrium- und Kaliumkanile aktivieren im zentrierten
System schneller als im homogenen, da der Stromflul durch einen bereits offenen
Natriumkanal nahe der Membranmitte das Potential im Spalt stérker lokal absenkt
und damit die Offnungswahrscheinlichkeit fiir benachbarte Kanile in gréBerem MaBe
erhoht (Abb. 4.2 A, 4.3 C) als es bei Stromflufl durch einen Natriumkanal am Rand
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4 Computersimulationen von lonenkanélen in einer Membran

der Membran der Fall ist. Der Anteil offener Kaliumkanéle im zentrierten System
wird 10 msec nach Pulsbeginn kleiner als der im homogenen System, weil das po-
sitivere Potential in der Mitte des Spaltes (Abb. 4.2 B) die Offenwahrscheinlichkeit
der Kaliumkanéle herabsetzt. Abbildung 4.3 C und D zeigen die rdumliche Vertei-
lung des Spannungsprofils bei hohem Natriumeinstrom (3,48 msec nach Pulsbeginn)
und hohem Kaliumausstrom (18 msec nach Pulsbeginn) im zentrierten System. Die
raum-zeitliche Variation des Potentials im Spalt wéhrend eines Spannungspulses liegt
zwischen -38 mV und +5 mV’; das ist ein betréichtlicher Anteil des Spannungsgradi-
enten iiber der Membran. Dies zeigt sich auch im Einfluf} auf die Stromantwort des
Systems (Abb. 4.3. A und B).

Fiir einen reinen Hodgkin/Huxley Kaliumkanal wiirde man als Antwort auf einen
solchen Spannungspuls eine monoton steigende, saturierende Kurve fiir die Offen-
wahrscheinlichkeit erwarten, wie sie in Abbildung 4.5 B zu sehen ist, da der Kalium-
kanal keine inaktivierende Untereinheit besitzt. Trotzdem weist die Offenwahrschein-
lichkeit des zentrierten Systems in Abbildung 4.3 B eine scheinbare Inaktivierung
auf. Die enge Nachbarschaft von Natrium- und Kaliumkanilen im zentrierten Sy-
stem erzeugt ein Uberschiefen der Kaliumkanal Offenwahrscheinlichkeit, indem der
Natriumeinstrom das Potential im Spalt und damit ebenso den Betrag des Span-
nungsgradienten iiber der Membran erniedrigt, was einen Anstieg der Kaliumkanal
Offenwahrscheinlichkeit zur Folge hat. Dieser Effekt ist in der Mitte der Membran
am groBten (Abb. 4.3 C), sodaB eine zentrale Kaliumkanalverteilung stérker davon
beeinfluit wird als eine homogene oder eine Rand Verteilung. Zu spéteren Zeiten
verringert das positivere Potential im Spalt die Offenwahrscheinlichkeit der Kalium-
kanéle. Auf diese Weise werden die zunéchst unabhéngigen Hodgkin/Huxley Ionen-
kanédle iiber das Potential im Spalt gekoppelt. Da die Aktivierung des Kaliumkanals
spannungsabhingig ist, die Inaktivierung aber nicht, 148t sich aus dem Verlauf der
offenen Kaliumkanéle (Abb. 4.3 B) indirekt auf die Anderung des Potentials im Spalt
schlieflen.

Abbildung 4.4 A zeigt die Stromantwort eines Systems mit Kaliumkanalvertei-
lung Rand und Natriumkanalverteilung zentriert bzw. Rand. Abbildung 4.4 B gibt
die entsprechende zeitliche Entwicklung des Anteils offener Natriumkanéle wider. Im
System Rand benétigt die Aktivierung der Natriumkanéle mehr Zeit als im zentrier-
ten System und die maximale Anzahl aktivierter Kanéle betrégt nur 2/3 gegeniiber
der des homogenen Systems. Letzterer Effekt wird durch den gréfleren elektroche-
mischen Gradienten fiir Natriumionen kompensiert, sodafl die maximale Amplitude
der Stromantwort im System Rand sogar etwas groBler ausféllt (Abb. 4.4 A). Der
Anteil offener Kaliumkanile wird von der Natriumkanalverteilung ebenfalls beein-
fluBt: Die scheinbare Inaktivierung der Kaliumkanile (Abb. 4.3 B) tritt im System
mit Natriumkanalverteilung Rand nicht auf (Abb. 4.5 B), da die durch die Natrium-
kanile hervorgerufene Anderung des Spaltpotentials am Rand des Membranfleckens
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4.1 Immobile, spannungsabhéngige Systeme

B

b

1400 T AT
1200 - Nazentriert —— | ] Nazentriert —— |
1000 - { Naam Rand | 50 Naam Rand -

800
600
400
200

| / pico Ampere
% offene Kanaele

-200
-400
- 600 1 1 1 1

0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25

t/ msec t/ msec

Abbildung 4.4: A: Abhingigkeit der Stromantwort von der Natriumkanalverteilung, B:
zugehoriger Verlauf des Anteils offener Natriumkanile. Die Kaliumkanalverteilung ist Rand
und wird nicht verdndert.
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Abbildung 4.5: A: Abhingigkeit der Stromantwort von der Kaliumkanalverteilung, B:
zugehorige zeitliche Entwicklung des Anteils offener Kaliumkanéle. Die Natriumkanalver-
teilung ist Rand und bleibt unveréndert.

Abbildung 4.5 A zeigt die Stromantwort eines Systems mit Natriumkanalvertei-
lung Rand und Kaliumkanalverteilung Rand bzw. zentriert. In Abbildung 4.5 B ist
die entspechende zeitliche Entwicklung des Anteils der offenen Kaliumkanéle darge-
stellt. Eine Anderung in der Kaliumkanalverteilung beeinflufit nur den Schwanz der
Stromkurve, da die Kaliumkanile vergleichsweise langsam aktivieren und somit so
gut wie keinen Einfluf} auf die Aktivierung der Natriumkanile ausiiben. Der maxi-
male Anteil offener Kanéle des zentrierten Systems ist ungefihr halb so grof§ wie der
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4 Computersimulationen von lonenkanélen in einer Membran

des Systems Rand, weil das resultierende positive Potential im Spalt die Offenwahr-
scheinlichkeit der Kaliumkanéle verringert und ihr Einflufl im Zentrum der Membran
maximal ist (Abb. 4.3 D).

Folglich haben beide, Natrium- und Kaliumkanalverteilung, einen deutlichen Ein-
flufl auf die Stromantwort des Systems. Die Kanalverteilungen legen vor allem die
Form der Stromantwort auf einen Spannungspuls fest.

500 nm
350 nm
- 75nm -

Abbildung 4.6: Zweikomponentige Verteilung: Die Natriumkanile befinden sich teilweise
auf der Fliche eines zentrierten Qadrats von 75 nm Seitenlédnge in der Mitte der Membran,
teilweise auf dem Rand eines zentrierten Quadrates mit Seitenldnge 350 nm.

Die Verdnderung der Stromantwort durch die Natriumkanalverteilung soll im Fol-
genden {iiber die Inaktivierung der Natriumkanéle, also iiber die typische Abfallszeit
der Natriumstromkurve quantitativ beschrieben werden. Dazu werden die Natrium-
kandle in variierenden Verhéltnissen auf zwei Verteilungen aufgesplittet (Abb. 4.6):
1. gleichverteilt auf der Flache eines zentrierten Quadrates der Seitenldnge 75 nm
und 2. gleichverteilt auf der Kante eines zentrierten Quadrates der Seitenldnge 350
nm. Zusatzlich kann eine zentrierte Kaliumkanalverteilung iiberlagert werden.

Abbildung 4.7 A zeigt den Abfall einer simulierten Stromkurve mit ihrer entspre-
chenden einfach exponentiell gefitteten Kurve. In Abbildung 4.7 B ist die typische
Abfallszeit der Stromkurve in Abhéngigkeit von der Besetzung der inneren Natrium-
kanalverteilung mit und ohne zusétzliche zentrierte Kaliumverteilung angegeben. Fiir
stark gekoppelte Natriumkanile ergeben sich kleine Abfallszeiten, mit zunehmendem
Anteil der Kanile im &ufleren Bereich wird die Kopplung geringer und damit die
Abfallszeit langer. Eine zusétzlich iiberlagerte zentrierte Kaliumkanalverteilung ver-
schiebt die Kurve zu kiirzeren Abfallszeiten hin. Dies ist nicht verwunderlich, da der
Strom durch die Kaliumkanéle dem der Natriumkanéle entgegengerichtet ist und so
zu einem schnelleren Abfall der Stromkurve beitragt. In Abbildung 4.7 B wurde fiir
jede Verteilung iiber 5 Stromkurven gemittelt und dann die Zeitkonstante bestimmt.

Verantwortlich fiir die beschriebenen Effekte ist der kleine Abstand zwischen

Membran und Oberflache: Die Offenwahrscheinlichkeit der Ionenkanéle ist iiber das
Potential im Spalt gekoppelt, das seinerseits durch den Strom durch offene Kaniile
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Abbildung 4.7: A: simulierte Stromkurve als Antwort auf einen Spannungspuls und ein-
fach exponentiell gefitteter Abfall, B: typische Abfallszeit der Stromkurve in Abhéngigkeit
von der Verteilung der Natriumkanéle mit und ohne iiberlagerte zentrierte Kaliumkanal-
verteilung, jeweils iiber fiinf Simulationen gemittelt.

geformt wird. Folglich erhht das Offnen eines Natriumkanals mittels des Stromflus-
ses die Offenwahrscheinlichkeit benachbarter Natriumkanéle, indem das Potential im
Spalt lokal abgesenkt wird. In der kurzen Zeitspanne bevor die Inaktivierung der
Natriumkanéle einsetzt ist dies ein Selbstverstirkungsmechanismus.
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Abbildung 4.8: A: Abhéngigkeit der Stromantwort vom Abstand d fiir zentrierte Ionen-
verteilungen bei einer Spaltgréfie von 10 bzw 100 nm, B: entsprechende Zeitentwicklung
des Spaltpotentials in der Mitte der Membran.

Ist der Spalt relativ gro (100 nm oder mehr) kénnen durch Anderungen in der

Kanalverteilung gar keine oder nur noch kleine Anderungen in der Form des Signals
erzeugt werden. Abbildung 4.8 zeigt ein System mit zentrierten Ionenkanalverteilun-
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4 Computersimulationen von lonenkanélen in einer Membran

gen bei unterschiedlichen Abstdnden d zwischen Membran und Oberfliache. Ist der
Abstand klein (10 nm) ist die fiir zentrierte Verteilungen typische scharfe Signalform
zu erkennen, ist der Abstand grofl (100 nm), sind die Kanéle nur noch schwach iiber
das Potential im Spalt gekoppelt, da dieses iiber den gesamten Puls rdumlich und
zeitlich anndhrend konstant ist (Abb. 4.8 B). An der Potentialgleichung (Kapitel 2)
148t sich das Verschwinden desselben nachvollziehen: Wéhlt man den Abstand d sehr
grof3, so verschwindet die Kriimmung des Potentials und die Randbedingung erfor-
dert 0 mV im gesamten Spalt.

4.2 Liganden-aktivierte Kandle, synaptische
Kontakte

=lonenkan

Prasynapse

‘Vesikel

Postsynapse

Abbildung 4.9: Aufbau der Modellsynapse mit postsynaptischer Dichte

Es wird eine Synapse im zentralen Nervensystem modelliert, indem die Présyn-
apse als elektrisch inaktive Oberfliche betrachtet wird und die Postsynapse als nicht
fluide Membran, in der sich 100 AMPA-Kanéle in zentraler Verteilung zur Simula-
tion einer postsynaptische Dichten (PSD) befinden (System B, Tab. 2.1). Pré- und
Postsynapse sind durch einen 10 nm breiten synaptischen Spalt getrennt, den ein
Elektrolyt mit einer spezifischen Leitfahigkeit von 400 Qcm ausfiillt (Abb. 4.9). Die
Postsynapse wird intrazelluldr auf -60 mV gehalten. Der Beginn jeder Simulation
geht mit der Ausschiittung des Neurotransmitters in der Mitte des Spaltes einher,
der mit der Zeit durch den Spalt diffundiert. Erreichen Transmittermolekiile den
Rand des Spaltes, werden sie absorbiert (vgl. Kapitel 2 und 3). Abbildung 4.10 zeigt
einen Schnitt durch das simulierte Konzentrationsprofil des Transmitters mit der Zeit
als Parameter.
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Abbildung 4.10: A: Schnitt durch das Ligandenprofil im synaptischen Spalt jeweils 20,
60, 100, 260 und 420 psec nach Ausschiittung des Neurotransmitters in der Mitte der
Membran.

Abbildung 4.11 A zeigt die Offenwahrscheinlichkeit der AMPA-Kanéle als Funk-
tion der Zeit nach Ausschiittung des Neurotransmitters bei t = 0 msec. Nach steilem
Anstieg erreicht die Offenwahrscheinlichkeit nach etwas iiber einer halben Millise-
kunde ein Maximum und fallt dann innerhalb von 8 msec wieder auf 0 ab.
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Abbildung 4.11: A: Offenwahrscheinlichkeit von AMPA-Kané#len nach Ausschiittung des
Neurotransmitters bei t = 0 msec, B: Gesamtstrom durch AMPA-Kanéle mit und ohne
Beriicksichtigung des Spaltpotentials.

In Abbildung 4.11 B ist der Gesamtstrom durch die AMPA-Kanéle mit und ohne
Beriicksichtigung des lokalen Potentials im Spalt als Funktion der Zeit dargestellt.
Unter Beriicksichtigung des lokalen Spaltpotentials fallt die Stromantwort kleiner
aus, da die den Strom antreibende Spannung iiber der Membran reduziert ist. Dieser
Effekt wird nicht, wie bei den spannungsabhéngigen Natriumkanélen im vorherge-
henden Abschnitt, durch eine Anderung in der Kanaloffenwahrscheinlichkeit kom-
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pensiert.
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Abbildung 4.12: A: zeitliche Entwicklung des Spaltpotentials auf einer Achse durch den
Membranmittelpunkt nach Ausschiittung des Neurotransmitters bei t = 0 msec, B: Schnitt
durch das Spannnungsprofil im Spalt fiir ausgewéhlte Zeiten.

Abbildung 4.12 A zeigt einen Schnitt durch das Potential auf einer Linie in x-
Richtung durch den Mittelpunkt des Spaltes iiber einen Zeitraum von 12 msec, wobei
alle 0,2 msec ein linescan durchgefiihrt wurde. Einhergehend mit der zeitlichen Ent-
wicklung der Offenwahrscheinlichkeit der AMPA-Kanile (Abb. 4.11 A) bildet sich
nach etwas iiber einer halben Millisekunde ein Potentialmaximum in der Mitte des
Spaltes aus. Das Potential verliert innerhalb von 8 msec wieder seine raumliche Struk-
tur und geht auf 0 mV zuriick. Abb. 4.12 B zeigt die rdumliche Potentialverteilung
ldngs einer Linie durch den Spaltmittelpunkt fiir einige aus Abbildung A ausgewihl-
te Zeiten. Das Potentialmaximum in der Mitte des Spaltes wird nach ca. 0,6 msec
erreicht.

Zusatzlich zu den zentral verteilten AMPA-Kanélen werden 10 NMDA-Kanile
gleichverteilt auf der Fliche eines zentrierten Quadrates mit 75 nm Seitenldnge ein-
gebracht (System C, siche Abb. 4.13 A). Abbildung 4.13 B zeigt die zeitliche Ent-
wicklung des Stromes durch die NMDA-Kanéle mit und ohne Beriicksichtigung des
Spaltpotentials nach Auslosung eines Neurotransmitterpulses bei t = 0 msec. Der
Stromflufl durch offene AMPA-Kanile fiithrt zu einer Ausbildung eines raum-zeitlich
verdnderlichen Spaltpotentials (Abb. 4.12). Die daraus folgende lokale Depolarisation
im Zentrum der postsynaptischen Membran bewirkt eine weitgehende Aufhebung des
Magnesiumblocks der dort anséssigen NMDA-Kanéle (vgl. Abb. 2.5 B). Demzufolge
ist der Stromflufl durch die NMDA-Kanile unter Beriicksichtigung des Spaltpoten-
tials deutlich groBer als ohne dessen Berticksichtigung (Abb. 4.13 B). Dieser Befund
wird in Zusammenhang mit LTP-Hypothesen in Kapitel 8 diskutiert.
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4.3 Musterbildung in Systemen mit zeitlich konstantem Antrieb
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Abbildung 4.13: A: Verteilung von AMPA- und NMDA-Kanélen in der postsynaptischen
Modellmembran, B: Strom durch NMDA-Kanéile in Anwesenheit von AMPA-Kanélen mit
und ohne Beriicksichtigung des Spaltpotentials.

4.3 Musterbildung in Systemen mit zeitlich
konstantem Antrieb

In diesem Abschnitt werden Simulationsergebnisse von Systemen mit fluiden Mem-
branen vorgestellt. Die Tonenkanéle sind nun nicht mehr wie zuvor durch ein Zy-
toskelett an bestimmten Plédtzen fixiert, sondern kénnen sich ausgehend von einer
Anfangsverteilung lateral mit einem Diffusionskoeffizienten D = 0,1 ym?/s in der
fluiden Membran bewegen. Dabei unterliegen sie der Diffusionsbewegung und auf-
grund ihrer elektrophoretischen Ladung einer Drift (siehe Kapitel 2). Sie werden als
Kreisscheiben mit einem Radius von 1 mm modelliert und kénnen sich nicht durch-
dringen.

= lonenkanal

Abbildung 4.14: Die einander gegeniiberliegenden Membranen zweier benachbarter Zellen
bilden einen schmalen Spalt. Fiir die Simulation werden nur diese Zellsegmente betrachtet.
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4 Computersimulationen von lonenkanélen in einer Membran

In zwei quadratischen Membranflecken von 1 pm Kantenldnge, die einen Ab-
stand von 10 nm zueinander haben (Abb. 4.14), befinden sich jeweils 20 Ionenkanéle
mit einer Einzelkanalleitfdhigkeit von 20 pS und einem Umkehrpotential von 0 mV
(Kationen-Kanéle oder Gramicidin-Poren, Hille 1992). Die Kanéle sind wéhrend der
Simulation permanent gedffnet (System D, Tab. 2.1). Auf den Innenseiten der Mem-
branen wird die Spannung ortsunabhéngig jeweils auf -100 mV" konstant gehalten, das
Potential am Rande des Spaltes betrdgt 0 mV'. Die lonenkanile tragen eine elektro-
phoretische Punktladung von e* = 2,5 e, der elektrische Widerstand des Elektrolyts
betriagt 100 Qem.

Die Abbildungen 4.15 A, C und E zeigen das raum-zeitliche Selbstorganisations-
verhalten der Tonenkanéle fiir einen Zeitraum von 4 sec. Die lonenkanéle starten zu
Beginn der Simulation in beiden Membranen homogen verteilt und streben innerhalb
weniger Sekunden zur Mitte der Membran. Es bilden sich dort einander gegeniiber-
liegende Bereiche hoher Ionenkanaldichte. Zur besseren Ansicht sind die Kanéle viel
grofer dargestellt, als ihre Ausdehnung in der Simulation ist. Hierauf sind die in den
Abbildungen scheinbaren Uberlappungen von Kanélen zuriickzufithren. Das Poten-
tial im Spalt zwischen den Membranen ist am Anfang recht schwach ausgeprigt (<
2 mV). Es bilden sich an Stellen hoherer Kanaldichte Spannungspeaks aus (Abb.
4.15 B und D), die sich dann, einhergehend mit der Konzentration der Kanéle in der
Mitte der Membran, unter der Mitte der Membran zu einem Potentialpeak von 13
mV vereinen (Abb. 4.15 F).

Wie Abbildung 4.16 zeigt, ist die Ursache fiir das Selbstorganisationsverhalten
der Kanile der schmale Spalt zwischen den Membranen, in dem sich aufgrund des
lokalen Ionenstromes ein elektrisches Feld ausbildet, an welches die Ionenkanéle mit
ihrer elektrophoretischen Ladung koppeln und somit eine Drift auf das Zentrum der
Membran hin erfahren. Ist der Spalt grofi (100 nm oder mehr), gewinnt die Diffusion,
die die Tonenkanile in einen gleichverteilten Zustand treibt, gegeniiber der vergleichs-
weise kleinen, gerichteten Drift an Bedeutung, sodafl es auch auf langeren Zeitskalen
nicht mehr zu einer Konzentration der Kanéle in der Mitte kommt (Abb. 4.16 A und
C). Das sonst den Selbstorganisationsprozel antreibende Spaltpotential ist auf der
hier angegebenen Spannungsskala im gesamten Spalt anndhernd 0 mV (Abb. 4.16 D).

Abbildung 4.17 stellt den zeitlichen Verlauf des mittleren Abstandes

1
r= N ZZ: |'rz' - rZentrum|

von Kanilen verschiedener Kanalsorten der oberen Membran zum Zentrum der Mem-
bran dar. Dabei werden Kationenkanéle (Umkehrpotenial 0 mV', System D), Chlo-
ridkanéle (Umkehrpotenial +70 mV', System E) und Kaliumkanéle (Umkehrpotenial
+70 mV, System F) miteinander verglichen. Das Potential auf den Innenseiten der
Membran betrigt jeweils -70 mV, das Potential am Rand des Spaltes 0 mV. Die
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Abbildung 4.15: Raum-zeitliches Selbstorganisationsverhalten zweier Membranen im Ab-
stand von 10 nm, ausgehend von einer homogenen Anfangskanalverteilung. Die linken Ab-
bildungen zeigen jeweils die Kanalverteilungen, die rechten das jeweilige Potential im Spalt:
A, B: nach 1 sec, C, D: nach 2 sec, E, F: nach 4 sec. Die Ionenkanéle sind tibertrieben grof3
dargestellt, wodurch es zu scheinbaren Kanaliiberlappungen kommt.
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4 Computersimulationen von lonenkanélen in einer Membran
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Abbildung 4.16: Das raum-zeitliche Selbstorganisationsverhalten verliert mit Vergrofle-
rung des Abstandes zwischen den Membranen an Bedeutung, bis letztlich bei grofien
Absténden keine Musterbildung mehr beobachtet wird (Jeweils die linken Abbildungen

zeigen die Kanalverteilungen, die rechten das jeweilige Potential im Spalt bei A, B: d= 20
nm nach 4 sec, C, D bei 100 nm nach 8 sec.).
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Abbildung 4.17: Mittlerer Abstand der Ionenkanile vom Mittelpunkt fiir verschiedene
Kanaltypen. A: Kationenkanal, B: Kaliumkanal, C: Chloridkanal (andere Zeitskala). Die
Kanaltypen unterscheiden sich nur durch ihr Umkehrpotential.

41



4 Computersimulationen von lonenkanélen in einer Membran

Kanéle haben eine Einzelkanalleitfahigkeit von 8 pS, tragen eine elektrophoretische
Punktladung von 5 Elementarladungen und sind permanent geoffnet. Es befinden
sich 15 Ionenkanile einer Sorte jeweils in einer Membran.

Die Kationenkanéle ndhern sich in dem betrachteten Zeitintervall von 300 msec
annidhernd linear an die Mitte der Membran an (Abb. 4.17 A). Die Chloridkanéle
sammeln sich wie die Kationenkanéle in der Mitte der Membran, jedoch aufgrund
der grofleren treibenden Kraft, die das positive Umkehrpotential verursacht, deutlich
schneller und mit einer anderen, nichtlinearen Kinetik (Abb. 4.17 C). Die Chlorid-
kanile sind bereits nach ca. 10 ms in der Mitte der Membran versammelt. Sie bewegen
sich die ersten 8 msec immer schneller auf das Zentrum zu, um sich dann vermutlich
aufgrund der gegenseitigen Behinderung langsamer anzunihern. Die Kaliumkanéle
bewegen sich von der Mitte der Membran weg (Abb. 4.17 B). Der mittlere Abstand
der Kanéle zum Zentrum der Membran saturiert, da die Kanéle die Membran nicht
verlassen konnen, sondern an den Réndern des Membranfleckens reflektiert werden.
Aufgrund des stark negativen Umkehrpotentials der Kaliumkanile bildet sich ein po-
sitives Potential im Spalt aus, das die positiv geladenen Kanile auseinander treibt.

4.4 Musterbildung in Systemen mit zeitlich
periodischem Antrieb im Patch

-30 mv

Uret? 100my NG

Abbildung 4.18: Das System wird durch eine Spannungspulsfolge mit einer Amplitude
von 70 mV angetrieben, die Stromantwort wird gemessen.

Ein quadratischer Membranflecken der Seitenlénge 0,5 pm enthélt 500 Natrium-
und 333 Kaliumkanéle (wie in Kapitel 2) beschrieben und befindet sich im Abstand
von 10 nm an einer Oberfliche (Abb. 2.1, System G). Die Ionenkanile tragen eine
elektrophoretische Punktladung von 5 Elementarladungen und haben einen Radius
von 10 nm. Der spezifische Elekrolytwiderstand betragt 100 {2cm. Das System star-
tet mit gleichverteilten Natrium- und Kaliumkanilen. Das System wird intrazellulér
durch eine Spannungspulssequenz angetrieben. Die Spannungspulse sind so gewéhlt,
daf} im zeitlichen Mittel moglichst viele Ionenkanile gedffnet sind, um ein moglichst
ausgepragtes Spannungsprofil im Spalt zu erhalten, das wiederum eine starke Drift
der Ionenkanile bewirkt. Dabei ist zu beachten, dafl bei langem Verweilen auf ei-
nem hoheren Spannungsniveau die Natriumkanéle bereits inaktiviert sind und bei
kurzem Verweilen auf niedrigem Spannungsniveau in den Pulspausen viele Natrium-
kanéle noch nicht aus dem inaktivierten in den deaktivierten Zustand iibergegan-
gen sind, also fiir eine erneute Aktivierung noch nicht wieder zur Verfiigung stehen
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4.4 Musterbildung in Systemen mit zeitlich periodischem Antrieb im Patch

(Refraktérzeit). In Abschnitt 4.1 wurde bereits festgestellt, da ein intrazellulédrer
Spannungsprung von -100 mV auf -30 mV einen guten Kompromifl aus schneller
Aktivierung der Natriumkanéle bei noch nicht zu rascher Inaktivierung darstellt. Als
Pulslénge und Pulspause stellt sich ein Zeitraum von 10 msec als giinstig heraus.

A B
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Abbildung 4.19: Als Antwort auf eine Pulsfolge zeigt das mobile System ein raum-
zeitliches Ordnungsverhalten.Das System startet zur Zeit t=0 sec mit 333 gleichverteilten
Kaliumkanélen und 500 gleichverteilten Natriumkanélen. A: 0,8 sec, B: 1,6 sec, C: 3,2 sec,
D: 6,4 sec nach Simulationsbeginn (rot: Natriumkanile, griin: Kaliumkanéle).

Abbildung 4.19 zeigt ein System, das mit einer Sequenz aus Pulsen von 10 msec
Dauer und Pausen von 10 msec angetrieben wird. Die Ionenkanéle zeigen ein raum-
zeitliches Ordnungsverhalten auf einer mit den Kationenkanilen (Abb. 4.15) ver-
gleichbaren Zeitskala von wenigen Sekunden: Natrium- und Kaliumkanéle streben zur
Mitte der Membran. Nach etwas mehr als 6 sec bilden die Kanéle einen elliptischen
Flecken, dessen grofie Achse sich im Laufe der Zeit in Richtung der Membrandiago-
nalen ausrichtet, um den Randbedingungen auszuweichen (Abb. 4.19 C und D). Die
Fliche des Fleckens betriigt ungefihr 3 -10~2um?, was einer quadratischen Fliche
von ca. 175 x 175 nm entspricht, und scheint nicht weiter zu kollabieren. Wéren die
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4 Computersimulationen von lonenkanélen in einer Membran

Kanéle dicht gepackt, so wiirden sie ein Quadrat von der Seitenlédnge 50 nm austfiillen.

A B

Uu/mv

Abbildung 4.20: Potential im Spalt bei hoher Natrium- (A) bzw. Kaliumkanalaktivitét
(B) bei einer Kanalverteilung, wie sie Abbildung 4.19 D zeigt.

Die Kanile néhern sich aus folgenden Griinden einander nicht weiter an: Zum
einen treibt die Diffusionsbewegung die Kanéle in den Pulspausen auseinander, zum
anderen ist das Potential im Spalt am Ende des Spannungspulses positiv, da der
Transmembranstrom aufgrund der nicht vorhandenen Inaktivierung der Kalium-
kandle dann fast ausschlieflich von Kaliumionen getragen wird. Abbildung 4.20 zeigt
das Spannungsprofil im Spalt widhrend maximaler Natrium- bzw. Kaliumkanalak-
tivitdt bei einer Kanalverteilung, wie sie Abbildung 4.19 D darstellt. Das fiir die
Kanéle in der Anfangsphase des Pulses zur Mitte hin attraktive Spaltpotential treibt
die Kanile gegen Ende des Pulses von der Mitte weg (Abb. 4.20). Je stérker die
Kanile konzentriert sind, desto stirker ist die riicktreibende Kraft (Abb. 4.22 B).
Weiterhin behindern sich die Kanéle aufgrund ihrer rdumlichen Ausdehnung gera-
de in der attraktiven Phase, da sie aus verschiedenen Richtungen auf dasselbe Ziel
zustreben.

Aufgrund der unterschiedlich gerichteten Kanalbewegung innerhalb des zeitlichen
Verlaufes eines Pulses sowie der Diffusionsbewegung in der Pulspause bilden die
Kanéle kein statisches Endmuster. Dennoch ist der Fleck grofler Kanaldichte nicht
strukturlos. Um dies darzustellen ist in Abbildung 4.21 der Abstand eines Kanals vom
Mittelpunkt des Fleckes gegen die Anzahl von Nachbarkanélen derselben Kanalsorte,
die nicht weiter als 10 nm von ihm entfernt sind, aufgetragen. Kalium- und Natri-
umkanalverteilung weisen ein unterschiedliches Muster auf: Kaliumkanéle mit vielen
Nachbarn befinden sich nur sehr dicht am Zentrum des Fleckens, Natriumkanéle mit
7 Nachbarn hingegen kommen auch bei einem Abstand von 5 Gittereinheiten vor
(eine Gittereinheit entspricht 1/40 um), wobei beide Kanalsorten die gleiche elek-
trophoretische Ladung tragen, sich mit dem gleichen Diffusionskoeffizienten bewegen
und sich auch in den Anfangsbedinungen nicht unterscheiden.

Die Ergebnisse des Abschnitts 4.1 deuten bereits daraufhin, da mit den Ande-
rungen in den Kanaldichten eine Anderung in der Stromantwort des Systems auf

44



4.4 Musterbildung in Systemen mit zeitlich periodischem Antrieb im Patch

A B
Of oo o Natrium l ore Kalium

c ' 000000 o o 1 c L o eo i

g 7 0B WO O B0 0O O ] 7 ® 000 o

£ o

8 5- OOHMIDO OO VD O 7 = 5fo<><><3®s>oeeoe ° 4 ]

> 0 W  @EeC®OO0m ©O § ®E0DO & O O

3 e e a e [ e |
1- @ V00 BAOO A B O WOBEO O 4 1 1— O BAWO VAW VOB OO0 O ° 1
0O 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14

Radius Radius

Abbildung 4.21: Anzahl benachbarter Kanéle derselben Sorte in Abhéngigkeit vom Ab-
stand des Kanals zum Mittelpunkt des Gebietes erhohter Kanaldichte. A: Natriumkanile,
B: Kaliumkanéle.
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Abbildung 4.22: Die Stromantwort des Systems (A) und das Potential im Spalt (B) auf
einen Spannungspuls &ndern sich im fluiden System mit der Zeit.
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4 Computersimulationen von lonenkanélen in einer Membran

einen Spannungspuls einhergeht. So ist die Stromantwort am Anfang der Simula-
tion relativ breit (ca. 4 msec Halbwertsbreite) und wird im Laufe der Zeit immer
schmaler, bis sie gegen Ende der Simulation die fiir zentrale Kanalverteilungen ty-
pische pragnante Form (ca. 2 msec Halbwertsbreite) erreicht (Abb. 4.22 A). Dabei
geht die Maximalamplitude leicht zuriick, wiederum ein Effekt, der aus Abschnitt
4.1 bereits bekannt ist. Folglich sollte es méglich sein, in einem Patch-Clamp Experi-
ment unter diesen Bedingungen an einer Membran, die spannungsabhéngige Kanéle
enthélt, durch fortwdahrende Reizung durch Spannungspulse die Fluiditat der Mem-
bran durch die Anderung der Stromantwort nachzuweisen. Der Effekt ist reversibel,
d. h. in lingeren Pulspausen in der GréBenorndung der typischen Diffusionszeit (D!
(Membranfléiche)? = 10 sec) strebt das System in den gleichverteilten Zustand zuriick.
Damit verbreitert sich die Stromantwort auf einen nachfolgenden Spannungspuls.

4.5 Musterbildung im Réhrensegment

4.5.1 System mit periodischem Antrieb

Abbildung 4.23: Ein Rohrensegment wird unter Vernachléssigung von Kriimmungseffek-
ten als Fliache mit periodischen Randbedingungen modelliert. Es beschreibt ein Zylinder-
formiges Zellsegment dicht an einer konzentrischen, zylindrischen Oberfliche.

Bei den folgenden Simulationen wird ein System mit reflektierenden Randbe-
dingungen in eine Raumrichtung und periodischen Randbedingungen in die andere
Raumrichtung fiir die lonenkanalbewegung betrachtet, um ein Rohrensegment unter
Vernachldssigung von Kriimmungseigenschaften zu simulieren (System H, Abb. 4.23).
Fiir das Potential bedingen entsprechende Dirichlet Randbedingung in eine Raum-
richtung und periodische Randbedingung in die andere Raumrichtung die elektrische
Spannung im Spalt. Das Rohrensegment 148t sich als zylindrisches Zellsegment, bei-
spielsweise als ein Axonstiick, interpretieren, das in eine Umgebung aus im Abstand
d konzentrisch angeordneter Membran - z.B. eine Myelinschicht - eingebettet ist. Die
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4.5 Mausterbildung im Rdohrensegment

Spannung an der Innenseite des Rohrensegments wird als ortsunabhéngig konstant
angenommen, die Spannung im Spalt weist ein Spannungsprofil auf. Das System star-
tet zur Zeit t=0 sec mit 333 gleichverteilten Kaliumkanélen und 500 gleichverteilten
Natriumkanélen mit den in Kapitel 2 angegebenen Eigenschaften. Das Rohrenseg-
ment hat eine Lénge von 0,5 pm und einen Umfang von 0,5 pm.
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Abbildung 4.24: Als Antwort auf eine Pulsfolge zeigt das mobile System ein raum-
zeitliches Ordnungsverhalten. Das System startet zur Zeit t=0 sec mit 333 gleichverteilten
Kaliumkanélen und 500 gleichverteilten Natriumkanélen. A: 0,4 sec, B: 0,8 sec, C: 1,6 sec,
D: 12,8 sec.(rot: Natriumkanéle, griin: Kaliumkanéle).

Abbildung 4.24 zeigt die zeitliche Entwicklung eines solchen Systems, das mit
einer im vorigen Abschnitt beschriebenen Pulsfolge getrieben wird. Geméfi der Sym-
metrie des Systems bilden die Kanéle zunéchst innerhalb von 1 bis 2 Sekunden ein
schmales Band um die Mitte der Rohre (Abb. 4.24 B und C). Dieses bricht jedoch
innerhalb von 12 sec zusammen und die Kanile bilden ein ellipsenférmiges Feld auf
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4 Computersimulationen von lonenkanélen in einer Membran

einer Seite in der Mitte der Rohre (Abb. 4.24 D). Die periodischen Randbedingun-
gen gelten an der rechten und linken Kante, sodafl die beiden Dichtemaxima iiber die
Kante verbunden sind. Der Zusammenbruch des Bandes ist vermutlich auf raumliche
Kanaldichtefluktuationen innerhalb des Bandes zuriickzufiihren, die einen Symme-
triebruch herbeifithren und somit ein globales Potentialminimum im Spalt bewirken,
auf das die Kanile zustreben.

A B
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Abbildung 4.25: Verglichen werden gepulste Systeme mit Spannungspulsen von -100 mV
auf -30 mV und 10 msec Lange nach 8 Sekunden mit A: Pulspause=5 ms, B: Pulspause=10
ms, C: Pulspause= 20 ms, (rot: Natriumkanéle, griin: Kaliumkaniile).

Abbildung 4.25 zeigt den Einflufl eines gepulsten Systems auf die Pausenldnge
zwischen 10 msec langen Pulsen von -100 mV auf -30 mV im Vergleich nach jeweils
8 sec Simulationszeit bei gleichen Anfangsbedingungen. Je ldnger die Pausen zwi-
schen den Pulsen, desto ineffektiver reagiert das System. Wird die Pulspause zu klein
(< b msec) fallt der zweite Puls in die Refraktérzeit des ersten, d. h. die Natrium-
kanéle sind noch nicht vom inaktivierten in den deaktivierten Zustand iibergegangen
und konnen somit bei erneuter Depolarisation der Membran nicht aktivieren. Das
verringert wiederum den Spannungsgradienten im Spalt.
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4.5 Mausterbildung im Rdohrensegment

4.5.2 EinfluB einer Leckleitfahigkeit

In einer Biomembran gibt es neben den spannungsabhéngigen Kanélen eine Vielzahl
von Proteinen in Form von Ionenkanélen oder Ionenpumpen, die Ionen ein Durchque-
ren der Membran erméglichen. Ein Grofiteil dieser Leitfdhigkeiten 148t sich im Labor
auf chemischem Wege blockieren (Hille 1992), im allgemeinen ist aber ein Reststrom
nicht auszuschlieen. Der Einfluf dieses Reststromes auf den Selbstorganisationspro-
zefl wird im folgenden betrachtet. Dazu werden alle méglichen Restleitfdhigkeiten als
immobile, kontinuierliche und rdumlich homogen verteilte Leckleitfahigkeit (Umkehr-
potential bei 0 mV') in das Modell eingebracht. Die Leckleitfahigkeit wird innerhalb
von 6 Groflenordnungen variiert.

A B

Abbildung 4.26: Spannungs-gepulstes System mit verschieden grofien Leckleitfahigkeiten
nach 8 sec Simulationszeit, A: 10! pS, B: 10* pS, C: 10° pS, D: 10° pSs.

Abb. 4.26 zeigt jeweils die Kanalverteilungen des Systems nach 8 sec andau-
ernder Reizung mit der iiblichen Spannungspulssequenz (Pulslinge und -pause 10
msec) fiir verschiedene Leckleitfihigkeiten in einem Membranflecken bei homogener
Anfangsverteilung von Natrium- und Kaliumkanélen. Der angegebene Wert fiir die
Leckleitfahigkeit bezieht sich auf die gesamte Membran. Leckleitfihigkeiten bis 10°
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4 Computersimulationen von lonenkanélen in einer Membran

pS zeigen wenig Einflufl auf den Selbstorganisationsprozefl (Abb. 4.26 A-C). Eine
Leckleitfahigkeit von 10° pS verhindert einen Selbstorganisationsprozei auf dieser
Léngenskala, indem die Ionenstrome durch die spannungsabhingigen Kanéle von
der Leckleitfdhigkeit lokal kurzgeschlossen werden. Somit kommt es nicht mehr zu
einer signifikanten Ausbildung des Spaltpotentials. ”Nicht signifikant” bedeutet in
diesem Zusammenhang, dafl die Drift aufgrund des Potentialgradienten im Spalt
bzgl. der Diffusionsbewegung der Kanéile nicht mehr ins Gewicht fallt. Vergleicht
man diesen Wert der Leckleitfahigkeit von 10° pS mit der maximal auftretenden
Gesamtleitfihigkeit der spannungsabhingigen Kanéle, so betrigt der Unterschied 2
Groflenordnungen. Es sind maximal ca. 250 der spannungsabhéngigen Kanéle gleich-
zeitig offen (Abb. 4.3), folglich ist die maximal auftretende Gesamtleitfahigkeit span-
nungsabhiingiger Kaniile 250 - 20 = 5 - 10® pS. Eine um 2 GroBenordnungen grofiere
Membranleckleitfahigkeit ist nicht zu erwarten, der Selbstorganisationsprozef ist also
stabil gegeniiber homogenen Leckleitfahigkeiten.
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5 Fluiditat und Zytoskelett

Fiir die im Rahmen dieser Arbeit vorgenommenen Computersimulationen wurde die
Beweglichkeit der Tonenkanile in zwei Grenzfillen betrachtet. In Abschnitt 4.1 wur-
den Systeme untersucht, in denen sich die Kanéle nicht bewegen kénnen und in Ab-
schnitt 4.2 Systeme, in denen sich die Kanéle ohne Einschriankung - bis auf die Rand-
bedingungen - mit einem Diffusionskoeffizienten von 0,1 um?/sec bewegen kénnen.
Es soll hier betrachtet werden, unter welchen Voraussetzungen diese Annahmen sinn-
voll sind. Die Fluiditat einer Membran héangt von der Komposition der Membran und
der Temperatur (Chapman und Benga 1984) ab. Insbesondere reduziert Cholesterol,
das in groflen Mengen in der Membran enthalten sein kann, die Fluiditat der Mem-
bran (Yeagle 1985). Ein Diffusionskoeffizient von 0,1 pum?/sec ist ein typischer Wert
fiir Biomembranen (Kusumi und Sako 1996).

Die Fluiditdatsannahme trifft generell nicht auf alle Biomembranen zu: Dicht un-
terhalb der Plasmamembran befindet sich in der Regel ein Zytoskelett, welches als
Polymernetzwerk ausgebildet wird (Bennett und Lambert 1991, Bennett und Gil-
ligan 1993). Proteine wie Filamin sind dafiir verantwortlich, dafl sich wirklich ein
Netzwerk und keine andere Struktur ausbildet (Bretscher 1991). Dieses Netzwerk
trégt zur mechanischen Stabilitét der Zelle bei. Mittels sogenannter Ankyrine kénnen
Membranproteine an das Netzwerk binden, wodurch die Diffusion der Proteine re-
duziert wird (Pumplin und Bloch 1993). Durch die Kopplungsméglichkeiten an das
Aktinnetzwerk wird die Membran in einzelne Bereiche einer Grofie zwischen 0,1 und
1 pm? unterteilt, innerhalb derer die Membran fluide ist. (Kusumi et al. 1993, Ku-
sumi und Sako 1996). In diesen Doménen kénnen Membranproteine lateral mit dem
oben angegebenen Diffusionskoeffizienten diffundieren und unter Umsténden Cluster
bilden (Gumbiner und Louvard 1985, Jacobson und Vaz 1992, Edidin 1992, Kusumi
und Sako 1996). Typischerweise halten sich Membranproteine 25 sec in einer solchen
Doméne auf (abhéngig von der Doménengrofe) und ”hiipfen” dann in eine benach-
barte Doméne (Kusumi und Sako 1996). Auf diese Weise ergibt sich auf Langenskalen
gréfer der einer Doméne ein effektiver Diffusionskoeffizient von 0,024 pm?/sec (Ku-
sumi und Sako 1996, fiir ein Modell siehe Leitner et al. 2000, Brown et al. 2000).
Die Doménengrenzen innerhalb der Membran konnen verdndert werden, indem das
Aktinnetzwerk umgebaut wird. Bei Anwesenheit des Proteins Gelsolin wird bei einer
intrazelluliren Kalziumkonzentration gréfier als 1076 M, die in Zellen nur lokal und
transient erreicht wird, das Aktinnetzwerk, welches Gel-Eigenschaften besitzt, aufge-
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5 Fluiditdt und Zytoskelett

brochen, sodaf es lokal in die Sol-Phase iibergeht und neu wieder aufgebaut werden
kann (McLaughlin et al. 1993, Matsudaira und Janmey 1988). Durch Umorganisation
des Netzwerkes kann iiber groiere Entfernungen hinweg die laterale Proteinbewegung
unterstiitzt werden (Kusumi und Sako 1996).

In den im vorigen Kapitel vorgestellten Computersimulationen wurden Membran-
groBen zwischen 0,25 und 1 pm? betrachtet. Membranstiicke dieser Grofle lassen
sich als Doménen interpretieren. Damit ist die Fluiditdtsannahme plausibel. Fiir
Modelle auf groBeren Lingenskalen wie z. B. bei Fromherz 1995 (314 um?) konnte
die Fluiditdtsannahme fiir das gesamte Membranstiick problematisch sein.

Auf kurzen Zeitskalen (20 msec) im Vergleich zur lateralen Kanalbewegung (Se-
kunden) wie sie in Abschnitt 4.1 betrachtet werden, kénnen die Kanéle als fixiert an-
genommen werden. Zudem gibt es in Biomembranen - zumindest unter bestimmten
Vorraussetzungen (z.B. geeignete intrazelluldre Kalziumkonzentration) - Bereiche, in
denen die Proteine an das Zytoskelett gebunden sind (Alberts et al. 1994, Benke et
al. 1993).
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6 Biomembranen in naturlichem
Gewebe

In Kapitel 4 konnte gezeigt werden, dafl in einem System mit schmalem Spalt zwi-
schen Biomembran und einer Oberfliche die elektrischen Eigenschaften der Membran
von der Ionenkanalverteilung abhdngen. Das sich im Spalt zwischen Membran und
Oberflache ausbildende elektrische Potential ist dafiir verantwortlich, indem zum
einen die treibende Spannung fiir den Kanalstrom abhéingig von Ort und Anzahl
der offenen Kanéle ist, zum anderen bei spannungsabhéngigen Kanélen die a priori
voneinander unabhéngigen Kanaloffenwahrscheinlichkeiten gekoppelt sind: Geht ein
Ionenkanal auf, so éndert der durch ihn flielende Strom das Potential im Spalt lo-
kal und demzufolge die Offenwahrscheinlichkeit fiir benachbarte Kanéle. Besonders
gut zu erkennen ist dieser Effekt in der qualitativ anderen Offenwahrscheinlichkeit
von Kaliumkanélen im zentrierten System (Abb. 4.3): Die Kaliumkanile weisen eine
scheinbare Inaktivierung auf.

Ein kollektives Schaltverhalten einer Ionenkanaldichte findet sich auch in einem
Modell bei Fromherz (Fromherz 1997), das eine homogene Kanaldichte einer span-
nungsabhéngigen Leitfdhigkeit dicht an einer Oberfliche beschreibt. Das Potenti-
al im schmalen Spalt bewirkt auch dort die Kopplung von zunéchst unabhéngigen
Leitfahigkeitseinheiten.

Das zeitliche Integral iiber den Strom eines Systems mit zentrierten Kanalvertei-
lungen (Abb. 4.2 A) im Abstand von 10 nm zu einer Oberflache ist deutlich geringer
als die eines Systems im Abstand von 100 nm. Die maximale Stromamplitude unter-
scheidet sich nur wenig. Folglich ist es bei einem Abstand von 10 nm moglich, mit
relativ wenig lonenstrom iiber die Membran einen vergleichbaren Maximalstrom zu
bewirken. Dies ist fiir die Zelle energetisch giinstig, weil entsprechend wenig Energie
fiir lTonenpumpen aufgewandt werden mufl; um die Ionengradienten iiber der Mem-
bran aufrecht zu erhalten.

In Abschnitt 4.3 wurde gezeigt, dafl ein durch eine Sequenz von Spannungspulsen
angetriebenes Membranstiick, das spannungsabhéngige Natrium- und Kaliumkanéle
enthélt, ein Selbstorganisationsverhalten bzgl. der Kanaldichte innerhalb weniger Se-
kunden aufweist.

Toth und Crunelli haben in Simulationen eines &hnlichen Systems beobachtet,
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6 Biomembranen in natiirlichem Gewebe

dal die Verteilungen von Natrium- und Kaliumkanilen auf dem Dendriten spike-
Rate und -Form nachhaltig beeinflussen (Toth und Crunelli 1998).

Falls sich reizabhéngig die Kanaldichte auf einem Dendriten dndert, wie es in
Kapitel 4 beschrieben wurde (Abb. 4.14), und damit auch das elektrische Verhalten,
schlédgt sich das im wvoltage clamp in der verédnderten Stromantwort (Abb. 4.15) und
im current clamp in der verdnderten spike-Rate (Toth und Crunelli 1998) nieder.

Nach Experimenten von Young und Poo ist es moglich, mittels eines von aufien
lateral an die Membran angelegten vergleichsweise schwachen elektrischen Feldes,
ACh-Rezeptoren zu clustern (Young und Poo 1983). Der Clusterungsprozefl spielt
sich auf einer Zeitskala von Stunden ab. Das angelegte elektrische Feld betriagt nur
2-3 V/em d.h. 0,2-0,3 mV /um. Wie gezeigt wurde, dndert sich bei den hier vorge-
stellten Simulationsergebnissen das laterale elektrische Feld um bis zu 35 mV auf 1/4
pum (Abb. 4.8), was den Clusterungsprozefl beschleunigt. Zusétzlich kann der effektive
Diffusionskoeffizient der ACh-Rezeptoren durch das Uberwinden von Doménengren-
zen verlangsamt sein (Leitner et al. 2000).

Damit ist gezeigt, dafl die gerichtete laterale Bewegung von Proteinen in einer Bio-
membran aufgrund eines elektrischen Feldgradienten iiber groflere Distanzen moglich
ist. Allerdings sind die ACh-Rezeptorcluster nach Abschalten des elektrischen Fel-
des iiber mehrere Stunden stabil, was darauf hinweist, daf eine zusétzliche bindende
Kraft die Diffusionsbewegung der Kanile verzogert. So eine Kraft konnte als Bindung
an das Zytoskelett oder als Bindung der Rezeptoren untereinander interpretiert wer-
den.

Bei der Simulation eines Spannungs-stimulierten Rohrensegments (Abschnitt 4.5),
welches sich z. B. als myelinisiertes Axon interpretieren 1af3t, bilden die Ionenkanéle
zunachst einen Ring um die Mitte des Axonsegments, der nach ca. 12 sek in einen
elliptischen Fleck kollabiert (Abb. 4.17). Dieser Kollaps wird vermutlich durch rdum-
liche Dichtefluktuationen innerhalb des Ringes ausgelost, da von der Symmetrie des
Systems her das Ringmuster stabil sein sollte. Ein Modell, das keine einzelnen Kanéle,
sondern Kanaldichten beschreibt und mit einer homogenen Anfangskanalverteilung
startet (wie z. B. Fromherz 1997), wiirde bei gleicher Geometrie vermutlich die
Bandstruktur als Endmuster besitzen, da diese raumlichen Dichtefluktuationen nicht
beriicksichtigt werden.

In der Nédhe von gap junctions ndhern sich die Membranen benachbarter Zellen
auf 2 bis 4 nm an (Zigmond et @.1999). Die in Abschnitt 4.3 beschriebene Bewegung
von lonenkanélen fithrt zu einer einander gegeniiber liegenden Sammlung der Kanéle
in den beiden Membranen. Dies konnte ein Hinweis auf einen Mechanismus sein, der
bei der Ausbildung von gap junctions eine Rolle spielt.

Selbstorganisationsphdnomene wie sie in Abschnitt 4.3 und 4.4 beschrieben sind
kosten die Zelle keine zusétzliche freie Energie fiir den Transport der Kanéle zu ihren
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Zielorten. Weiterhin ist es nicht notwendig, Speicherplatz in der Erbinformation mit
Zielkoordinaten zu belegen. Somit wére ein solches Verfahren fiir eine Zelle relativ
"wirtschaftlich”.
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7 Biomembranen an kunstlichen
Oberflachen

Es besteht wachsendes Interesse daran, funktionelle Beziehungen zwischen Nerven-
zellen und kiinstlichen Oberflichen herzustellen. Zu diesem Zweck la83t man Zellen
z. B. auf einer Siliziumoxid-Schicht aufwachsen, um sie dann kapazitiv iiber den
Spalt zwischen Halbleiter und Zelle zu stimulieren (Fromherz und Stett 1995, Ul-
brich und Fromherz 2000). Der Abstand zwischen Zelle und Oberfléche kann durch
eine zusétzliche Beschichtung variiert werden. Ohne zusétzliche Beschichtung betragt
der Abstand zwischen Zellmembran und Siliziumchip 1 nm, bei einer Beschichtung
mit Albumin 50 nm (Rédler et al. 1995) und bei einer Beschichtung mit Laminin 110
nm (Zeck und Fromherz 2000). Selbst bei einem Abstand von nur 1 nm ist die der
Oberflache zugewandte Zellmembran fluide, wenngleich der Diffusionskoeffizient fiir
Proteine um den Faktor 2-3 kleiner ist als in der ”freien” Membran, bzw. anomale
Diffusion vorliegt (Kottig und Fromherz 2000).

Fiir die Interpretation von Messungen an derartigen Systemen ist, wie in Kapi-
tel 4 gezeigt werden konnte, eine Beriicksichtigung der Ionenkanalverteilung in der
Zellmembran moglicherweise notwendig. Da die Zellmembran fluide ist, miissen auch
zeitlich verdnderliche lTonenkanaldichten, wie sie als Selbstorganisationsprozesse in
Abschnitt 4.3 und 4.4 beschrieben wurden, in Betracht gezogen werden. Einen Hin-
weis darauf geben Experimente von Straub und Fromherz (Straub und Fromherz
2000): Spannungsabhéngige Kaliumkanile, die Spannungspulsen ausgesetzt sind, las-
sen sich als Cluster in der der Oberflache zugewandten Zellmembran auffinden. Die
Dynamik der Clusterbildung konnte dabei nicht beobachtet werden.

In kiinftig moglicherweise erstellbaren Netzwerken aus Nervenzellen und Halblei-
tern bestiinde nach den Ergebnissen der hier vorgestellten Computersimulationen die
Moglichkeit, durch Stimulation getriebene Verdnderungen in Ionenkanaldichten und
damit Veranderungen im Ubertragungsverhalten auszunutzen, um die Haufigkeit in
der Benutzung eines Ubertragungsweges, die in der Form des iibertragenen Signals
codiert ist, im System zu speichern.
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8 CA3-Synapsen

Wie in Kapitel 1 bereits erlautert, gibt es zwei LTP-Hypothesen: Die homosynap-
tische LTP zeigt sich in der verstirkten Antwort einer zuvor tetanisch gereizten
Synapse, die heterosynaptische LTP in der Verstarkung einer Synapse, deren Post-
synapse durch Aktivitdt des Dendriten bereits depolarisiert ist, wiahrend gleichzeitig
die Priasynapse erregt wird.

Untersuchungen unter Zuhilfenahme optischer Methoden zeigen, daff nach kur-
zem, tetanischen Stimulus AMPA-Kanéle an den Schéften von Dendriten und in
kurzen Fortsdtzen (spines) clustern. Dabei kommt es zur Clusterung in Fortsétzen,
die bereits AMPA-Kanile enthielten, also vermutlich bereits funktionale Synapsen
waren, und in Fortsétzen, die bis dahin keine AMPA-Kanéle enthielten (Shi et al.
1999). Die Clusterung wurde weder in Abwesenheit tetanischer Stimulation gesehen,
noch, wenn die NMDA-Rezeptoren in ihrer Funktion behindert wurden. Die Autoren
interpretieren die zunédchst AMPA-Kanal freien Fortséitze als schweigende Synapsen.
Sie vermuten, dafl der Kalziumeinstrom durch NMDA-Rezeptoren ein Signal ist, in
schweigenden Synapsen AMPA-Kanéle auszubilden oder zu rekrutieren und somit
die schweigende Synapse in eine funktionale Synapse umzuwandeln.

In Abschnitt 4.3 konnte im Modell gezeigt werden, daf sich in einem synaptischen
Spalt durch das Offnen der AMPA-Kanile auf einen Neurotransmitterpuls hin ein
rdaumlich und zeitlich verénderliches Potential ausbildet. Fiir NMDA-Kanéle, die sich
in der Mitte der postsynaptischen Dichte befinden, reicht diese Depolarisation be-
reits aus, um den Magnesiumblock soweit zu entfernen, dafl ein betréchtlicher Anteil
des maximal moglichen NMDA-Stromes flieit (Abb. 2.5 B und 4.12). Das bedeutet,
dal NMDA-Kanéle in funktionalen Synapsen keine Detektoren fiir eine gleichzeiti-
ge pria- und postsynaptische Erregung sein konnen. Falls, wie Shi et al. (Shi et al.
1999) vermuten, der Kalziumeinstrom durch NMDA-Kanéle die Akkumulation von
AMPA-Kanilen triggert, so wiirden die NMDA-Kanéle in funktionalen Synapsen ho-
mosynaptische LTP bewirken, da die postsynaptische Depolarisation aufgrund der
AMPA-Kanalaktivierung bereits ausreicht, den Magnesiumblock der NMDA-Kanéle
zu entfernen.

In schweigenden Synapsen konnten NMDA-Kanéle gleichzeitige pré- und postsyn-
aptische Erregung wahrnehmen, da keine AMPA-Kanéle vorhanden sind, die schon
aufgrund einer prasynaptischen Reizung eine Depolarisation der Postsynapse bewir-
ken konnen. Somit wire hier heterosynaptische LTP gegeben.
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9 Zusammenfassung und Ausblick

9.1 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden Computersimulationen an einer Modellmembran, die ITo-
nenkanéle enthélt, in der Néhe einer Grenzfliache vorgestellt. Es zeigte sich, daf3 die
Ionenkanalverteilung auf der Membran die Stromantwort des Systems auf einen Span-
nungspuls insbesondere in ihrer Form, deutlich beeinflut. Ein durch Spannungspul-
se angetriebenes mobiles System wies in unterschiedlichen Geometrien ein gegeniiber
Leckleitfihigkeiten stabiles Selbstorganisationsverhalten auf. Schliefilich wurde an ei-
nem Synapsenmodell homosynaptische und heterosynaptische LTP diskutiert.

0.2 MeBtechnik

9.2.1 Patch-Clamp-Technik

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse von Simulationen lassen sich durch un-
terschiedliche Mefverfahren iiberpriifen: Die Ionenkanéle konnen mit Hilfe optischer
Methoden, beispielsweise mit Hilfe der Fluoreszenzcorrelationsspektrokopie (FCS),
beobachtet werden (s. u.), oder die elektrischen Membraneigenschaften kénnen in ei-
nem Patch-Clamp-Experiment untersucht werden. Nach den Ergebnissen aus Kapitel
4 sollte ein Membranflecken dicht an einer Oberfliche eine andere Stromantwort auf
einen Spannungspuls hin liefern als einer, der weit davon entfernt ist. Ein fluider Mem-
branpatch, der spannungsabhéngige Kanile enthélt, sich dicht an einer Oberflache
befindet und von einer Spannungspulsfolge angeregt wird, sollte seine Stromantwort
innerhalb weniger Sekunden verédndern. Durch ein solches Experiment liefle sich ein
Riickschlufl auf Vorzeichen und Grofle der elektrophoretischen Ladung der betrach-
teten Ionenkanéile ziehen, insbesondere kénnte das Experiment in Badlosungen mit
unterschiedlichen pH-Werten durchgefiihrt werden, um die elektrophoretischen La-
dungen zu beeinflulen. Ferner konnte man ausgehend von der Grofie des gemessenen
Effektes ein Urteil dariiber fallen, bei welcher Art von Messungen die spezielle Geo-
metrie des Systems bei der Interpretation der Mefdaten herangezogen werden muf.
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9.3 Modellerweiterung

9.2.2 Fluoreszenzcorrelationsspektrokopie

Die Fluoreszenzcorrelationsspektroskopie (FCS) erméglicht es, einzelne Molekiile in
kleinen Volumina zu detektieren (Widengren und Rigler 1998). FCS basiert auf der
Analyse von Intensitédtsschwankungen von fluoreszierenden Partikeln, die von einer
konstanten Lichtquelle angeregt werden. Diese Technik ermdglicht es, einzelne Mo-
lekiile auch in Biomembranen zu beobachten (Widengren und Rigler 1998, Schwille
et al. 1999). Die Experimente konnen bei Raumtemperatur durchgefiihrt werden,
sodal dynamische Phéanomene untersucht werden konnen, anders als bei der Elek-
tronenmikroskopie, bei der zuvor das zu untersuchende Préaparat eingefroren werden
muf3.

So sollte es moglich sein, unter geeigneten experimentellen Bedingungen die in
dieser Arbeit vorhergesagten Selbstorganisationsphdnomene von lonenkanilen mit
Hilfe der FCS-Methode zu beobachten.

9.3 Modellerweiterung

Aufgrund seiner einfachen Struktur ist das Modell gut erweiterbar. Es konnen weite-
re Kanéle mit speziellen Schalteigenschaften eingefiihrt werden, es lassen sich fiir die
Kanalsorten unterschiedliche Diffusionskonstanten und elektrophoretische Ladungen
betrachten. Bei Ladungen mit verschiedenem Vorzeichen wiirden die Ionenkanile in
unterschiedliche Richtungen driften.

Mo6chte man grolere Membranflichen betrachten, so ist es erforderlich ein Zy-
toskelett einzufiihren, das die Membran in Doménen teilt. Dieses 1483t sich realisieren,
indem man in der Modellmembran Regionen definiert, an denen die Kanéle mit einer
bestimmten Wahrscheinlichkeit reflektiert werden, bzw. in denen sie fiir eine mittlere
Zeit ankern konnen, dhnlich wie es bei Leitner et al. 2000 bzw. Brown et al. 2000
beschrieben wird. Beim Ankoppeln an das Zytoskelett konnte zusétzlich der Schalt-
zustand des Ionenkanals beeinflufit werden (Fromherz und Zimmermann 1995), wie
es beispielsweise an spannungsabhéngigen Natriumkanilen gemessen wurde (Shcher-
batko et al. 1999).

Arbeiten von Fromherz weisen darauf hin, dal eine homogen verteilte Leck-
leitfahigkeit bestimmter Grofle, wie sie am Ende von Kapitel 4 eingefithrt wurde,
auf groferen Langenskalen periodische Muster erzeugen kénnte (Fromherz und Zim-
mermann 1999, Fromherz und Kaiser 1991).
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