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1. Einleitung

Ein zentrdes Anliegen biophyskdischer Arbeiten i die Erforschung von
Trangportvorgdngen  in - biologischen Membranen. Diesar  Transport  baset  auf
membranUberspannenden  Proteinen. Die bisher am intendgvsen untersuchte Klasse von
Transportproteinen it die der lonenkande. Die Transportaktivitét der lonenkande und damit
auch ihre Funktion im Organismus wird durch zwe GrolRen eingesdlt: Einzekanastrom und
Schdten zwischen aktiven und inaktiven Zustdnden. Wenn die Kandle im aktiven Zustand
snd, vermitteln de den Durchtritt von lonen durch die Membran und ermdglichen so einen
sehr kleinen Strom, der sich im Pico- Ampere-Bereich bewegt.

Bis heute das Hauptsandbein bei der Erforschung der biophyskaischen Mechanismen
der lonenkandle ist die im Jahre 1976 von Sakman und Neher (1983) engefihrte und im
Jahre 1991 mit dem Nobepreis fur Physologie und Medizin ausgezeichnete Patch-Clamp-
Technik. Mit diessr Technik kann der Strom durch einzelne Kande gemessen und damit das
Schaten zwischen verschiedenen Leitfahigkeitsstufen direkt beobachtet werden.

Ein waterer Durchbruch gdang Ende der neunziger Jahre mit der Dargtdlung der
Krigdlsruktur eines K*-Kands mittds der Rontgenkristallstrukturandyse (Doyle e 4.,
1998). Diese emdglichte ene Erklarung des Sdektionsmechanismus des Kands. Bis dahin
war es unklar gewesen, wie der Kand es anstellte, trotz Transportraten von 107 bis 10°
lonen/s nur ganz bestimmiten Arten von lonen den Durchtritt zu gewahren.

Die Kenntnis der krigalinen Struktur des Kands konnte es nahe legen, sch dem
Schdtverhdten mit  molekular-dynamischen  Berechnungen anzunéhern. Dem  gtehen  jedoch
noch erhebliche praktische Probleme im Wege. Allein um Aussagen Uber den Weg der Ionen
machen zu kénnen, missten mindestens zehn Durchgange durch den Kana berechnet werden.
Be einem Strom von 45 pA efordern diese zehn Durchgange einen Zeitraum von 0,3 s
Beam Porin  begpidswese miste man dan 1020 Aminosiurereste, 300
Phosphatidylmolekile, 12992 Wassermolekile und 27 Natriumionen betrachten. Die fir 1 ps
Redzeit bendtigte Rechenzeit betrégt zwei Stunden, die Hochrechnung auf 0,3 us fihrt zu
einer Rechenzeit von etwa 70 Jahren (Levitt, 1999).

Es ig mithin waterhin efordelich, das Schdtverhdten von Kanden mit Hilfe von
Moddlen zu betrachten. Stand der Forschung it es, dass sch die Verhdtensweise der
lonenkande mit Hilfe von diskreten Markov-Modellen beschreiben 18sst (Neher und Stevens,
1977; Bdl und Rice, 1992, Colquhoun und Hawkes, 1995). Da be diessn Moddlen nur
relativ. wenige Voraussstzungen gemecht werden, lassen se sch gut mathematisch behandeln
(Colguhoun und Hawkes, 1977). Insbesondere héngt die Wahrscheinlichkeit, dass sch das
Sysem in enem bestimmten Zustand befindet, nur vom unmittelbar vorhergehenden Wert ab,
wéahrend die weitere Vorgeschichte keine Rolle spidt. Diese Eigenschaft ist der Grund dafr,
dass be den meden Fitdgorithmen der Rechenaufwand nur linear mit der Anzahl der
Messpunkte angteigt. Es hat Versuche gegeben, die Kandle anders zu beschreiben, z.B. durch
fraktde Moddle (Liebovitch et d., 1987). Bisher snd aber keine experimentellen Ergebnisse
bekannt, die den htheren mathematischen Aufwand rechtfertigen (Korn und Horn, 1988).

Gelt man dso davon aus, dass die Markov-Modele der richtige Ansatz sind, die
Funktion der Kande zu beschreiben, ist es ein wesentliches Problem, die Ubergangsraten
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zwischen den verschiedenen Zustdanden des Modédlls aus der gemessenen Zeitreihe des Stroms
Zu ermitteln.

Das klassische Vefahren zur Besimmung der Ubergangsraten ist die Auswertung der
Veweildauerhisogramme  (Sakman  und  Neher, 1983). Durch die Anpassung von
Exponentidfunktionen an die Verweldauerhigogranme lassen dch die Zetkonganten und
daraus die Ubergangsraten bestimmen (Blunck e d., 1998). Entscheidender Nachteil dieser
Methode it es, dass erst der rauschirede Stromverlauf rekonstruiert werden muss, bevor die
Verwelldauerhistogramme erzeugt werden konnen. Es gibt verschiedene
Deektionsdgorithmen, die aus dea verauschten Zetrehe fedsdlen, in wechem
Stromzustand das System ist und wie lange es darin verweilt (Schultze und Draber, 1993,
Hansen et d., 1995). Das Problem aler dieser Algorithmen ist es, dass de schndle
Schdtereignisse, die Uber dem Auflsungsvermogen des Detektors liegen, nicht erkennen.

Die Nachtelle des Sprungdetektors vermeidet der Direkte Zetreihenfit (Fredkin und
Rice, 1992, Klein e d. 1997). Diesxr vergleicht mit ener Ein-Schritt-Pradiktion die
Wahrschanlichketen der  im  nachfolgenden  Schritt  mdglichen  Zudtdnde mit  der
Wahrscheinlichkelt, dass der gemessene Stromwert zum jeweiligen Zustand gehtrt. Albertsen
(1994, Albertsen und Hansen, 1994) erweiterte diese Methode auf Systeme mit mehreren
Zugtdnden und Kanden. Farokhi et d. (2000) stellten dar, dass bei schnellem Schaten, das an
der Grenze des zdtlichen Auflésungsvermdgen liegt, der Direkte Zetrehenfit dem Dwel-
Time-Fit Uberlegen ist. So konnte mit dem Dwadl-Time-Fit das schnelle Schalten des K-
Kanals von Chara, das bem anomaen Molfraktionseffekt (AMFE) in der Mischung aus K*
und TI" scheinbar eine Reduktion des Einzelkandstroms erzeugt, nicht entdeckt werden. Mit
Hilfe des Direkten Zetrethenfits konnte diese scheinbare Stromreduzierung auf die Mittelung
Uber schnelle Schaltprozesse zuriickgeftihrt werden.

Auch der Direkte Zeitreihenfit findet aber Ubergangsraten in der GroRenordnung von
100 kHz nicht zuverldssg. Er gibt zu niedrige Werte an, die mit Korrekturfaktoren aus
Smulatioren berichtigt werden missen. Die Untersuchungen am AMFE (Farokhi e d.,
2000), aber auch das Auftreten von Sublevels in der Zeitrethe (Schroder et d., 2003; diese
Arbeit Kapitd 10) deuten darauf hin, dass verschiedene Prozesse in den Transportproteinen
an da Grenze des dezeatigen Auflésungsvermigens ablaufen. Die Erforschung dieser
Prozesse konnte weichengellend fir weitere Hypothesen Uber die Trangportmechanismen im
Kandproten sen. Es ig deswegen edrebenswert, die zdtliche Auflosung der
Auswerteverfahren zu verbessern.

Ein Vefaren, das spezidl zum Erkennen schndler Schdtereignisse gedgnet ig, ha
FitzHugh (1983) engefihrt. Er wendete die engmds fir Teegrafensgnde entwickete
Theorie der Betavertelungen af die Amplitudenvertellungen von Kandstromen an. Das
Verfahren nutzt die Tatsache, dass des Tiefpassfilter auf Anderungen des Stromwerts immer
mit ener gewissen Tréghet reagiert und so Informationen Uber das schndle Schdten in die
Vertelung der Stromwerte Ubertragt. Rielner (1998) hat die Theorie der Betaverteilungen auf
Mehrkanal- und Mehrzusandsmodelle erweitert. Sein Verfahren des Betdfits it bisher jedoch
nur von theoretischem Interesse, well es auf Filter erster Ordnung beschrankt it (Harlfinger,
2000), wahrend in Aufzeichnungsanlagen Filter htherer Ordnung eingesetzt werden.

In enem ergen Schritt wird in diessr Arbet versucht, das Zetauflosungsvermdgen des
Direkten Zetraehenfits direkt zu verbessarn, indem der Schézagorithmus von ener
Einschritt- auf eine Mehrschritt-Prédiktion umgestelt wird. Es zeigt sich jedoch, dass man
nur ba Zdtrehen mit e@nem sér guten Sgnd-Rausch-Verhdtnis ene  Verbesserung
gegenlber dem bisherigen Vefahren ezidt. Da ehdhte Anforderungen an das Signal-
Rausch-Verhdtnis eine nicht hinnehmbare Einschrénkung dargtdlen, wird diessr Ansaiz
verworfen.

Der néchse Ansaz knlpft an den Betafit von Rieher an. Das Zid ig es den
Anwendungsbereich des Vefarens auf Filter hoherer Ordnung zu erweitern. Dazu werden
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de Amplitudenhigogramme nicht mehr wie im bisherigen Vefdren aus den
Differentidgleichungen fUr Betaverteilungen berechnet, sondern smuliert.

Mit dem Erweterten Betafit und dem Direkten Zatrehenfit sehen nunmehr zwel
Vefaren mit sehr unterschiedlichen Stérken und Schwéchen zur Verflgung. Der Direkte
Zeitreihenfit erkennt mit groRer Sicherheit langsame Ubergangsraten, wahrend der Betefit
konstruktionsbedingt bei schnellen Ubergangsraten tberlegen ist.

Mittds ener Joint-Ht-Strategie werden der Erweiterte Betafit und der Direkte
Zdtrehenfit im dritten Schritt zu e@nem Vefaren veschmolzen. Vortelhaft i die im
Veglech zu den Einzdvefdiren vebrdtete Informaionsgrundiage fir die Auswertung,
wel nun in @nem Vefaren sowohl die Zetreahe ds auch das Amplitudenhisogranm
beriicksichtigt werden.

An umfangreche Untersuchungen der Ladungsfahigket dler Vefahren ba smulieten
Zeitreihen schlief3en sich einige Beispide der praktischen Anwendung an.



2. Biologische Grundlagen

2.1. Membranen

Membranen snd Bedandtell jeder biologischen Zdle. Se grenzen die Zdlen und die in
ihnen enthatenen Funktionsainheiten gegen die Umgebung a und schitzen sSe vor dem
Eindringen sché&dlicher Substanzen.

Membranen eflllen vidfdtige Kommunikationsaufgaben. Se bedtzen  spezifische
Rezeptoren fir aulRere Reize, snd aber auch in der Lage, sdbst eektrische oder chemische
Sgnde auszusenden. Ferner laufen die beiden wichtigsten Energieumwandlungsprozesse, die
Photosynthese und die Atmung (oxidative Phosphorylierung), am Membransysem ab. Nicht
zuletizt is¢ die Membran auch fir die in diessr Arbet im Vordergrund stehenden
Trangportprozesse zustandig. Sie sorgt daflr, dass Reaktionspartnern der Eintritt in die Zdle
ermoglicht wird und dass Reektionsprodukte wieder entlassen werden (Larsson et d., 1990;
Nultsch, 1982).

Eine schematische Daddlung des Aufbaus ene hiologischen Membran zegt die
folgende Abbildung.

Glykolipic w-Helix, |
\x\ %ﬁ oligosaccharide o Protein extrazelluldre
p Mebenkette ) Obarflache
N “\I " q‘&\}/::@::ﬁ/) © |
) 4 & =
! ) ) Bt ey
; ] 2oy -_ Y — = - -_'_‘-\ =3 . - -39 oy I __,LipidkBl"'l

intrazellulire
Oberiliche

\\\\\\\

hydrophobes /
Segment
der o-Helix

integriertes
Protsin

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung einer biologischen Membran (Singer und Nicolson,
1972).

Das Grundgerist der Membran ist eine Lipiddoppelschicht. Die Lipide bestehen aus
ene hydrophilen Kopfgruppe mit enem lipophilen Schwanztell aus zwe  langen
Kohlenwasserstoffketten. Die Lipidketten ddlen sch zueinander pardld und bilden ene
Lipidschicht. Zwei dieser Lipidschichten setzen sch zur 4-5 nm dicken Lipiddoppelschicht
der Membran zusammen.

Eingebettet in diese Lipiddoppelschicht snd die verschiedenen Proteine, mittels derer die
Membran ihre vidfétigen Aufgaben eflillt.
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2.2. Membrantransport

Eine Aufgabe der in der Membran enthdtenen Proteine it es, den fur die Zdle
|ebensnotwendigen Stoffaustausch sicherzugtelen.

Nach der Art der Energiezufuhr wird unterschieden zwischen aktiven und passven
Trangportprozessen. Der Transport gegen einen eektrochemischen Gradienten heild  aktiver
Transport. Als Energidieferant fir den aktiven Transport kommt durch die Spdtung von ATP
entsehende chemische Energie in Betracht (Alberts et d., 1990), es kann aber auch en
bestehender eektrochemischer Gradient (z.B. fur H® oder Na’) an den Transport gekoppelt
werden (Kotransport, Sanders et al., 1984).

Da hier interesseende passve Transport verlauft dagegen entlang  enes
elektrochemischen Gradienten, eine Zufuhr zusitzlicher Energie efolgt nicht. Es gibt zwe
verschiedene Mechanismen des passven Transports Kand und Carier (Sehe Abbildung
2.2).

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung eines (A) Kanal- und eines (B) Carrier-
Transportproteins (Stryer, 1996).

Als Kande werden Trangportproteine bezeichnet, die eine die gesamte Membran
Uberbriickende Pore ausbilden und die sdlektiv das Passeren der Membran ermdglichen. Am
bekanntesten und besten untersucht sind lonenkandle (Lauger, 1980; Pongs, 1992). Die
Kande werden aber auch von anderen Stoffen durchquert, wie beispilsweise Wasser (Murata
et d., 2000) oder Peptiden (Bezanilla, 2000; Lehmann-Horn und Jurkat-Rott, 1999; Lankat-
Buttgereit und Tampé, 2002). Kandle haben sehr hohe Transportraten von bis zu 10° lonen/s
(beim Wasserkand), weisen aber dennoch eine hohe Spezifité fur das zu trangportierende
Subdtrat auf.

Carier gnd lipidédiche Molekiile, die dch innerhdb der Membran fre bewegen
konnen. Ein Carrier nimmt das zu transportierende Substrat auf der einen Sate der Membran
auf, durchquert die Membran zusammen mit ihm und setzt es auf der anderen Sete wieder
frei. Auf diese Weise werden Transportraten von 107 bis 10* lonen/s erreicht (L&uger, 1980).

Es wird zunehmend davon ausgegangen, dass es sich bel den meisten Transportproteinen
um Kandle handdt. Viele Transporter, die man friher fir Carrier gehdten hat, werden heute
ds Kande angesehen (Gdli et d., 1995; Congero, 1997). Tasachlich ds Carrier identifiziert
werden konnten bisher nur wenige Transportproteine. Dabel handdt es sich um einige
Kampfgtoffe von Bakterien (z.B. Vdinomycin; Benz und Lauger, 1976; Benz et d., 1980). In
Pflazen gbt es H'-Carier in da Thylakoidmembran (Plastoquinon) und in  den
Mitochondrien. Keine Carrier snd bisher in der &uleren Zelmembran nachgewiesen worden
(Kleinig und Maier, 1999).
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2.3. lonenkanéle

Sollen  Aufbau  und Funktion der lonenkande eforscht  werden, exidieren
unterschiedliche Herangehenswelsen. So i es madglich, mit Hilfe biochemischer Methoden
die Sequenz von Makromolekilen wie beispiedsveise Transportproteinen zu besimmen. Die
Kenntnis der Sequenz igt jedoch nur ein erster Schritt, wenn es um die réaumliche Anordnung
der Kette oder die Funktion enzelner Aminosauren geht. Das Zidl, eines Tages berets aus der
Sequenz das komplette Verhdten berechnen zu konnen (Berneche und Roux, 2001; Durdll
and Guy, 1998), ist derzeit noch in einiger Ferne.

Zur Funktionsbestimmung bedient man sch der Mutagenese. Durch den Audtausch
einzelner Aminosauren der Kette wird ene funktionelle Zuordnung ermaglicht.

Den  dredimensonden  Aufbau  des  Kands  untersucht man mittels
Rontgenkrigtalstrukturanalyse. Dies setzt jedoch ein Vorliegen des Kands in Krigdlstruktur
voraus. Die ergmdige Krigdliserung eines K*-Kanas stdlte einen grolRen Durchbruch dar.
Se gdang der Arbetsgruppe McKinnon von der Rockefdler Universitét in New York bem
KcsA-Kand des Bakteriums Streptomyces lividans (Doyle e d, 1998). Inzwischen sind von
dersdben Gruppe zwel wetere Kande krigdlisert worden, namlich der KirBac (Kuo et 4d.,
2003) und ein bakterieller 6-Hdix-Kand (Jiang et d., 2003).

2.3.1. Aufbau des KcsA-Kanals

Die Aufneghmen ereichten zundchst ein Auflésungsvermdgen von 32 A (Doyle & 4.,
1998) und spéter von 2 A (Zhou et d., 2001). Damit wurden sogar einzelne lonen im Kand
und das Wasser dchtbar. Abbildung 2.3 zegt den aus der Rontgenandyse gewonnenen
Aufbau des KcsA-Kanals.

A) B)

Abbildung 2.3: Dreidimensionaler Aufbau des KcsA-Kanals aus Streptomyces lividans, A)
Seitenansicht, B) Aufsicht, (Doyle et al., 1998).

Der Kand besteht aus drei funktionellen Bereichen. An der Aul¥ensdte liegt der 1,2 nm
lange Sdektivitaidfilter. Dieser betimmt die in den Kand entreenden lonen bel
Transportraten von 10° bis 10° lonen/s hochsdlektiv. In der Mitte liegt ein Hohlraum von 1
nm Durchmesser. Die Verbindung zur Innensaite vermittet die innere Pore. Der Hohlraum
und die innere Pore snd mit hydrophoben Molekillen ausgekleidet, um Wechsewirkungen
der lonen mit dr Wand zu vermeiden. Die beiden schragstehenden Helizes diitzen die
Struktur ab.
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Der KcsA-Kands szt dch aus vier Untereinheiten zusammen (Abbildung 2.3.B).
Anders ds bei den meisen K*-Kanden besteht jede dieser Untereinheiten nicht aus sechs,
sondern nur aus zwel Segmenten. Dies erleichterte die Krigdlisation sowie die Interpretation
der RoOntgendrahlbeugungshilder. Diese Segmente  durchziehen die Membran as dpha-
Helizes. Lineare Aminosauresequenzen (loops), die in der wasserigen Umgebung des Kanals
oder in der Pore selbst liegen, verbinden die Helizes.

2.3.2. Selektionsmechanismus

Die Strukturuntersuchungen am KcsA-Kand  ermoglichten das  Verstdndnis  des
Sdektionsmechanismus. Von entscheidender Bedeutung snd die in das Kandinnere
hineinragenden  Poren(P)-loops  (Heginbotham e d., 1994). Diese enthdten ene
hochkonservierte Aminosaurensequenz GY-G (Glydn-Tyrosan-Glycin). Die
Carbonylgruppen diessr Aminosauren sind samtlich zum Kandinneren gerichtet, so dass die
Wand des Kanals mit doppet gebundenen O-Gruppen ausgekleidet ist. Dies smuliert fir das
entretende lon die gleiche Umgebung, die im Wasser die Hydrathille bildet. Mit dem Eintritt
in den Kana tauscht das lon seine Hydrathille gegen die Carbonylgruppenumgebung aus.
De energetische Unterschied ist so gering, dass das lon nahezu ungehindert in den Kand
gdangt. Durch die hydrophobe Auskleidung des weteren Kands werden Wechsdwirkungen
des lons mit dem Kana vermieden. Das lon kann den Kand zligig durchqueren.

Da der Kand wegen der schrégstehenden Helizes starr i, funktioniert der Austausch der
Hydrathiille gegen Carbonylgruppen nur dann, wenn der lonenradius mit dem Radius des
Kands Ubereingtimmt. Andere lonen werden mit grol3er Sicherheit abgewiesen. Dies erklart
die hohe Sdlektivité.

2.3.3. Maxi-K-Kanal

Die Messungen diesr Arbeit werden an Vesken der Grindge Chara corallina
durchgefihrt. Da diese bisher noch nicht kloniet wurden, fehlt es an gedcherten
Erkenntnissen der molekularen Struktur des Kanas. Aufgrund des dhnlichen Schatverhdtens
und vergleichbarer Einzelkanalsrome geht man jedoch davon aus, dass es sich be den K-
Kanden von Chara Corallina um Maxi-K-Kande handelt (Tester, 1988; Moss und Magleby,
2001).

Da der P-loop fur dle Kdiumkande nahezu identisch ist (Durdl et d., 1998), l&sst
sch die Erklarung des Sdektionsmechnansmus vom KcsA-Kand auf den Maxi-K-Kand
Ubertragen. In anderer Hindcht unterscheiden sch KcsA- und Maxi-K-Kand  hingegen
deutlich. Dies zeigt Sch berats darin, dass der Maxi-K-Kand sechs andatt nur zwe apha-
Helizes (Helizes S1-S6) je Untereinheit aufwes.

Im Gegensatz zum KcsA zeigt der Maxi-K-Kana eine Spannungsabhangigkeit. Die $4-
Hdix enthdt podtiv gdadene Arginine und Lysinrete und wirkt ds Spannungssensor.
Wédhrend dtere Moddle davon ausgingen, dass sch die $4-Hdix im dektrischen Feld
innerhab der Membran verschieben kann (Miller, 1991; Jan und Jan, 1992; Durdl und Guy,
1992; Larsson et d., 1996; Yang et d., 1996), zeigen neuere Untersuchungen, dass auf diese
Weise die Membranspannung energetisch  nicht  ausreichend genutzt  wird.  Durch
Punktmutationen der vier Ladungen auf den $SA-Hdizes, durch die se pH-empfindich
gemacht oder mit Farbstoff markiert wurden, konnte der Nachweis erbracht werden, dass eine
Drehbewegung zwischen zwe in das Protein reichenden Wassarspdten vorliegt (Bezanillg,
2000). Glauner et a. (1999) vefenerten das Bild, indem de auch eine axide Komponente
nachwiesen. Durch die spirdartige Bewegung der SA4-Hdix werden postive Ladungen auf die
extrazdlulére Sdte verlagert, wo de mit fixen negativen Ladungen in anderen Segmenten
wechsadwirken. Dies fiihrt zu Konformationsanderungen, die en Offnen und SchlieRen des
Kanal's bewirken.
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Dieses hidang dlgemein akzeptierte Bild wurde jingst dadurch erschitttert, dass Jang et
d. (2003) aufgrund von ROntgenkristdlsrukturandysen zu dem Schluss kamen, die $4-
Helizes bildeten ,Paddd”, die sch auen am Kandprotein drehen. Das ,Paddd”-Moddl
S0} jedoch noch auf Skepsis.

Neben der Membranspannung (vgl. Catteral, 1992; Durrel und Guy, 1998; Hedrich et
a. 1995, Keler et d., 1989; Pongs, 1992) beeinflussen auch Kooperativitd (Offnung
benachbarter Kande, Draber e d, 1993), Aktivierung durch Botenstoffe (Assmann und
Romano, 1998; Esser e d., 1997), lonenkonzentration eines aktivierenden lons (Blatt und
Gradmann, 1997) oder stimulierende aul}ere Reize (z.B. Licht, Vansdow und Hansen, 1989)
das Schaltverhalten der Kande.



3. Patch-Clamp-Messungen

Die Patch-Clamp-Technik i ein Messverfahren, mit dem der lonenstrom durch einzelne
Kande direkt gemessen werden kann (Neher und Sakman, 1976; Numberger und Draguhn,
1996).

3.1. Vefahren

Ba Pach-Clanp-Messungen befindet sch die zu untersuchende Zele in ener mit
SHz6sung geflillten Messkammer. Eine ebenfdls mit Sdzidsung  gefiillte  Glaspipette mit
gnem Spitzendurchmesser von 1-5 pm wird unter dem Mikroskop an die Membran
herangefihrt. Ein leichter Unterdruck bewirkt, dass die Membran etwas in die Pipette
hineingezogen wird (Abbildung 3.1).

Glaspipette
lonenkandle _ Gigaseal
. : Zellimeimbran
"\'th-':ﬁlf.. .HLET' T
AU U=

Zelle

Abbildung 3.1: Prinzip der Patch-Clamp-Messungen.

De von der Pipetenspitze eingeschlossene Tell der Membran wird Patch genannt.
Entscheidend fUr die Qudité der Messung ist es, dass der Patch durch die Pipette dektrisch
von de redlichen Membran isoliet wird. Durch enen bisher nicht in dlen Einzdheten
geklarten Prozess, an dem jedoch Wasserstoffbriicken, Salzbriicken, Ca'-Briicken und Van
der-Wads-Kréfte betelligt snd (Corey und Stevens, 1983; Ophas und Webb, 1994), sdlt
sch zwischen Membran und Pipette eine sehr feste Verbindung ein. Der Abstand zwischen
beiden betrégt weniger as 1 nm (Corey und Stevens, 1983) und der eektrische Widerstand
mehrere Gigaohm. Kriechstrome werden dadurch wetgehend verhindert. Man spricht von
einem Gigasedl zwischen Pipette und Membran.

Die Vebindung zwischen Membran und Pipette is so dabil, dass verschiedene
Manipulationen des Patches moglich snd, ohne dass sich die Verbindung 16st. Je nachdem,
ob der Patch aus der Ubrigen Membran herausgerissen wird und ob der Patch innerhab der
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Pipettenspitze zerstdrt wird, ergeben sch vier verschiedene Konfigurationen von Patch
Clamp-Messungen (Abbildung 3.2).

Cell-attached Whole-cell

Inside-out Outside-out

Abbildung 3.2: Vier Konfigurationen bei Patch-Clamp-Messungen (Hamill et al., 1981; Hille,
1992).

Nach der Bildung enes Gigaseds befindet man sch in der Cel-attached-Konfiguration
(Abbildung 3.2.A). Der Vortell bestent darin, dass innerhab der Zele physiologische
Bedingungen herschen. Allerdings ha man keine Mdoglichkeit, auf die Paameter der
cytosolischen Membransaite Einfluss zu nehmen. So g die Zusammensstzung der Losung im
Zdlinneren genauso wie das Membranpotentid unbekannt. Zudem kann die Eintauchtiefe
nicht nachtréglich verringert werden, wodurch es zu enem rdativ hohen Rauschen kommt
(Keunecke, 1995).

Durch Zergdren der Membran innerhab des Patches gdlangt man von der Cell-attached-
Konfiguration in die Whole-Cdl-Konfiguration (Abbildung 3.2.C). Dazu wird entweder ein
sarker Unterdruck in der Pipette erzeugt, oder es wird eine hochfrequente Wechsdlspannung
an die Membran angelegt. Durch den entsandenen Membrandurchgang breitet sch die
Fipettenlésung in die Zdle aus und schefft dort einen definieten Zudand. In dieser
Konfiguration misst man den Strom Uber die gesamte Zdlmembran aul3erhab des Patches.

Zieht man im Cdl-attached-Zustand die Pipette ruckartig von der Zele weg, reild die
Membran rund um die Pipettenspitze, und es bleibt nur noch der Paich dort haften. Da die
ehemdige Innensaite der Membran nun die Aullensdte der Messanordnung bildet, spricht
man von ener Indde-Out-Konfiguration (Abbildung 3.2.B). Vortellhaft snd das Vorliegen
fed definieter Losungen auf beiden Seten und die direkte Bestimmbarkeit des Potentids.
Die Indde-Out-Konfiguration dient der Untersuchung des Einzdkanadverhdtens. Alle in
dieser Arbeit durchgefihrten Messungen sind Inside-Out- Messungen.

Zuletzt i es auch noch maglich, in der Whole-Cdl-Konfiguration enen kréftigen
Unterdruck anzulegen, um die Membran um die Pipettenspitze herum zu zerreilen (Outside-
Out-Konfiguration, Abbildung 3.2.D). Dies emdglicht es, unmittdbar im Anschluss an ene
Whole-Cdl-Messung Einzedkanduntersuchungen  vorzunehmen, ohne  Bad und
Fipettenmedium zu andern.
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3.2. Vesuchsaufbau

Die Schwierigkeit be Patch-Clamp-Messungen besteht darin, die sehr kleinen, im pA-
Berach lieggenden Srrome moglichs  unvefdscht  aufzunehmen. Dies efordet  enen
erheblichen experimentdlen Aufwand. Um zunéchgt die grundsiizliche Funktionsvese zu
verdeutlichen, zeigt Abbildung 3.3 die vereinfachte Darstellung eines Patch- Clamp- Aufbaus.

E: Uaus Strom-
. messung

Kommando-
spannung

Abbildung 3.3: Vereinfachte Darstellung eines Patch-Clamp-Aufbaus.

Der Operationsverstérker (OPA) regelt Uber den Gegenkopplungswiderstand R; den
Spannungsunterschied zwischen Upip und Usy auf Null. Dazu wird die Abweichung von Upip
und Uy extrem verstérkt, bis die Spannung Y Uber R zu einem Strom von I=Uy/Rs durch R
fuhrt. Da der Operaionsverstérker enen sehr hochohmigen Eingang hat, ist dieser Strom |
gleich dem Strom durch die Pipette. Damit liegt Uber der Membran die gewlinschte Spannung
Usoi @. Um die Spannung Uber R gegen Masse zu messen, wird Uy mit Hilfe des zweiten
Differenzverstérkers abgezogen.

Der fur die Messungen dieser Arbeat verwendete Messaufbau (Abbildung 3.4) geht auf
die Anlage von Albertsen (1992) zuriick. Er wurde welterentwickelt von Draber (1994),
Blunck (1996), Sutter (1996) und Farokhi (2000).

Da Messaufbau it so konzeptioniert, dass stdrende &ul3ere Einflisse so weit wie
madglich diminiert werden. Ein wesentlicher Storfaktor i das Offentliche  Spannungsnetz.
Sein Einfluss wird dadurch reduziert, dass sch der gesamte mechanische Versuchsaufbau
sowie Vergérker und Oszlloskop in einem Faradaykdfig befinden. Alle Gerdte innerhab des
K&figs werden mit Glechsrom (15 V) betriben. Die zugehdrigen Netzgerdte dehen
auerhdb des Ké&figs Alle Medltele des Versuchsaufbaus snd sorgfaltig geerdet. Alle
gromfihrenden Letungen, die von der Innen zur Aulensete des Ké&figs fuhren, sind
abgeschirmt.

Waterhin  minimiet  werden <oll der Einfluss mechanischer  Schwingungen in - der
Umgebung. Diese konnen bespielsweise durch Schritte oder durch Tirenschlagen entstehen.
Dazu ig die gesamte Messanrichtung mit Messkammer und Pipette auf enem luftgelagerten
Tisch montiert. Niederfrequente Schwingungen werden zusdizlich dadurch gedampft, dass
eine sehr schwere Tischplatte aus Beton verwendet wird.

Die Meskammer mit den zu untersuchenden Zdlen i in den Objekitisch enes
Mikroskops eingeassen. So kann von oben die Pipette herangefiihrt werden und glechzeitig
von unten mit dem Mikroskop die Pogtion von Zelle und Pipette beobachtet werden. Der
Objekttisch kann in der waagerechten Ebene bewegt werden, um die zu untersuchende Zelle
genau Uber das fest ingdlierte Mikroskop zu bringen. Mittels eines groben 3-D-Manipulators
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und enes hydraulischen Mikromanipulators fir die am Ende efordeliche Fenengelung
wird die Pipette an die Membran herangefthrt.

Uber enen Schlauchanschiuss in der Pipettenhaterung wird der firr die Sedbildung
erforderliche Unterdruck angelegt.

Funktions- Vorverstarker mit

generator Signal Patchpipette
Differenz-
verstarker Erdelektrode 7 ]

Lampe

mech. Manipolatoren

a I; ol
/f fo} hydr. Manipulator
M

ikroskop

Faraday-Kafig

Abbildung 3.4: Aufbau des Messplatzes.

3.3.  Aufnahmedektronik

Um das Originddgnd moglichs unvefdscht zu ehdten, ig es efordelich,
Kontaktspannungen beim Ubergang vom einen in das andere Medium zu verhindern. Als
Erddektrode wird deswegen ene nicht polaiserbare Ag/AgCHElektrode in Form enes
chlorierten Silberdrahtes mit ener Agar-KNOg3-Bricke (250 mM KNOs3) verwendet. Die in
die Pipettenlosung eingetauchte Messdlektrode ist ebenfdls en nicht polaigerbarer
chlorierter Silberdraht.

Die Vorverstéarkerstufe it direkt auf den Pipettenhdter montiert. Dadurch wird der Weg
des Origindggnas bis zur erden Versé&rkungsstufe kurz gehdten. Das Herz der Anlage is
an integrierter Patch-Clamp-Verstérker (Dagan 3900A, Dagan Corporation, Minnegpolis). Es
handdt sch um enen ads Strommesser gechdteten Operationsversgarker mit  einer
Bandbreite von 250 kHz. Anders ds im in Abbildung 3.3 dargestdlten Aufbau — dieser gilt
fur die EPC 7 (Ligt, Darmstadt) — legt der Dagan die Sollspannung an die Badelektrode und
hdt die Ppettenspitze auf Null. Als Anti-Aliaang-Filter dient en in den Vedaker
integriertes Bessdfilter vierter Ordnung.

Eine Besonderhat des DaganVedsékes is die Moglichket, andele des
Rickkopplungswiderstandes einen Kondensator zu wahlen. Der Kondensator verringert das
Rauschen im Vergleich zum Widerstand. Nachtellhaft ist es, dass der Kondensator von Zeit
zu Zeit entladen werden muss und dadurch Stérsgnae erzeugt.

Uber einen Differenzverstérker, der Erdschleifen verhindert (Albertsen, 1992), gelangt
das Signd in den A/D-Wandler. Dort wird es mit einer maximaen Abtastfrequenz von 250
kHz digitdigert und anschlief3end gespeichert.



4. Auswertung von Patch-Clamp-
Messungen

4.1. Markov-Moddl

Die gesamte Arbet baset auf der dlgeman anerkannten Annahme, dass sch das
Schaltverhalten der lonenkande as diskreter Markov-Prozess beschreben |&sst (Colquhoun
und Hawkes, 1977, 1981, 1982, 1987, 1990; Korn und Horn, 1988; Bal und Sansom, 1988;
Bdl und Rice, 1992). Im diskreten Markov-Model geht man davon aus, dass der Kand sich
in ener endlichen Zahl diskreter Offent und Geschlossen Zusténde aufhdten kann.

Eine wedtee Eigenschaft des Markov-Prozesses besteht  darin, dass die
Ubergangswahrscheinlichkeiten kj; zwischen den unterschiedlichen Zustdnden i und j kongtant
dnd. So ig die Ubergangswahrscheinlichkeit zum Zeitpunkt t, unabhéngig davon, in welchem
Zudand dch  dar Kand zum  Zetpunkt t,.; befand. Ebenso i die
Ubergangswahrscheinlichkeit  nicht  abhdngig von der  Besstzungswahrscheinlichkeit  der
verschiedenen Zugténde.

Diese anschrankenden Voraussstzungen fuhren zu ener enfachen mathematischen
Behandlung von Makov-Moddlen. Das Zetverhdten des Markov-Prozesses  wird
vollgtdndig durch ein System von Differentid gleichungen erster Ordnung beschrieben:

90 _ e+ q(t) (4.2)

dt

Der Vektor qt) enthdt die Besetzungswahrscheinlichkeiten ¢(t) der verschiedenen
Zudande i, die Matrix K setzt sch zusammen aus den Ubergangsraten ki; vom Zudand i in
den Zugtand j. Diese Differentidgleichung wird gel 6t durch:

q(t) =q(0)* exp(K *t) 4.2)

Die Vetelung der Aufenthdtswahrscheinlichkeiten des Sysems auf dem Offen bzw.
Geschlossen-Niveau kann durch eine Summe von Exponentidfunktionen beschrieben werden
(Colquhoun und Hawkes, 1977; Blunck et d., 1998). Wird fur die Beschrelbung eines
einzelnen Niveaus mehr ds ene Zetkondante bendtigt, existieren dort mehrere vonenander
unabhangige Zugande. Man guricht dann von enem Hidden-Markov-Model (oder auch
Aggregated Markov-Moddl; Chung et d., 1990, 1991, 1998; Klein et d., 1997; Yeo €t 4.,
1988; Fredkin und Rice, 1992).

Zid dea Auswertung von Petch-Clamp-Messungen ig es, moglichs vide Informationen
Uber das der Zetrehe zu Grunde liegende Markov-Moddl zu erhdten. Interessant sind z.B.
Anzahl der Kande, Anzahl der Zugdnde pro Kand, Stromniveaus der verschiedenen
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Zugénde, Art des Rauschens und Signd-Rausch-Verhdtnis. Dieses Kapitd bietet enen
Uberblick Uber die bisher benutzten Auswerteverfahren. Insbesondere werden die
Funktionsveisen des Direkten Zeitreihenfits und des Betéfits fur Filter erster Ordnung von
Riel3ner (1998) erklart, die die Basisfir die vorliegende Arbeit darstellen.

4.2. Diegemessene Zeitreihe

Abbildung 4.1 zeigt den Ausschnitt einer Patch-Clamp-Messung am K*-Kanal des
Plasmatropfensvon Chara.

0 tf 1

Abbildung 4.1: Ausschnitt aus der Zeitreihe des K'-Kanals von Chara, Abtastrate 100 kHz,
Abknickfrequenz des Tiefpassfilters 20 kHz, Membranspannung -40 mV. Die Badldsung enthalt

115 mM KNO3, 20 mM TINO3, 5 mM Ca(NO3),, die Pipettenldsung 10 mM KNOg3, 115 mM TINog, 5
mM Ca(NO3),.

Der Daddlung der Zetrehe konnen die folgenden fir die Andyse wichtigen
Aussagen sofort entnommen werden:

1. Der Strom springt zwischen diskreten Niveaus hin und her.
2. Die Daen snd mit sarkem Rauschen Uberlagert.
3. Die Schdtvorgange snd zum Tell sehr schndll.

Nicht ohne weiteres kann hingegen festgestellt werden, ob zu jedem Stromniveau genau
en Zugand des Kands gehtrt oder ob mehrere Zustdande einem Niveau zuzuordnen sind
(Hidden/ Aggregated Markov-Moddll). Insbesondere ist auch nicht zu erkennen, mit welchen
Ubergangsraten zwischen den Zustanden gewechselt wird.
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4.3. DasAmplitudenhistogramm

Die erge Informeation, die aus ener Messreihe wie in Abbildung 4.1 gewonnen wird, ist
das Amplitudenhigogranm. Das Amplitudenhigsogramm enthdt die Information, welche
Sromwerte wie oft auftreten. Dazu zéhlt ein Programm, wie vide Messwerte im Zatinterval
Dt im Bereich | bis 1+Dl liegen, und trégt diese Zahl N Uber | auf. Be nicht dlzu sark
verauschten Daten ergibt sch ene mehrgipflige Vertalung. Die Abszissenwerte der Maxima
dieser Verteillungen werden as die Niveaus der unverrauschten Zeitreihe angesehen.

SN/
IVARVER
|
A/ )
4R
: ;‘F |

i

e
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Abbildung 4.2. Amplitudenhistogramm der Zeitreihe aus Abbildung 4.1 durch
GauBverteilungen angenéahert; Nominalniveaus: 1.:=0 pA, l51=-2,5 pA, 152=-5,0 pA, Srausch=1,8 pA.

Die nomindlen Strome der Zustande des Markov-Prozesses sind durch die senkrechten
Linien gekennzeichnet. Is die Messehe mit gauldvertelltem Rauschen Uberlagert, kann das

Amplitudenhistogranm  fge(I) durch ene Summe von Gau¥unktionen angendhert werden,
deren Maxima gleich den Nominaniveaus Snd.

fo(l)= a N @(p%g 4.3
Kk @

Die Ix snd die nomindlen Srome, die sy die zugehtrigen Standardabweichungen des
Rauschens, die Nx Normierungsfaktoren.
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4.4, Rekonstruktion der originalen unverrauschten Zeitreihe

Bevor man versucht, die unverrauschte Zetrethe wiederzugewinnen, aso das Rauschen
der Messgpparaur zu eiminieren, muss man sch dartiber im Klaren sain, wie vid Rauschen
im Kand sdbst erzeugt wird.

Als enzige Rauschqudle des Stroms durch das Transportmolekil wird  Poisson
Rauschen angenommen (Schottky, 1918, 1922; Lauger, 1980). Ein Kand von 32 pA
Leitfahigkeit last bei 10 ps Offnungszeit 200 lonen hindurch. Der Effektivwert des
Rauschens bei Annahme einer Poisson-Vertellung berechnet sch dann as Quadraiwurzel der
durchgdlassenen lonen zu 14 lonen und it damit gegentiber dem Rauschen der Messgpparatur
vernachléssgbar. Der Strom durch das Trangportprotein wird deswegen ab jetzt ds
unverrauscht vorausgeseizt.

Um aus de verauschten Zeitreihe die Origindrehe zu gewinnen, muss ein Detektor
engextzt werden, der erkennt, wann das Transportmolekil schaltet, dso zu welchen
Zetpunkten Springe in der Zetrehe vorkommen. Ein Ausschnitt der mit solch enem
Sprungdetektor rekondruierten Origindzeitreiheist in Abbildung 4.3 dargestelIt.

Iiph
2.5

-5,0

0 tfs 0,01

Abbildung 4.3: Ausschnitt des mit einem Hinkley-Detektor rekonstruierten Originalverlaufs der
Zeitreihe aus Abbildung 4.1.
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Deratige  Sprungdetektoren haben immer einen eingebauten Integrator. Das kann en
Tiefpassfilter sein, das fir den nachfolgenden Schwelenwertschdter das Rauschen gléitet,
oder en Summationgprozess, wie in dem von Schultze und Draber (1993) eingefihrten
Hinkley- Detektor.

Dieser Integrator verhindet aber die Detektion schndler Prozesse. Er fihrt zu so
genannten missed events, aso zu Schdtereignissen, die nicht erkannt werden. Hierfir gibt es
retrospektive Missed-Events-Korrekturen (Crouzy und Sigworth, 1990; Draber und Schultze,
1994) und auch solche, die direkt in den Ftdgorithmus eingebaut werden (Survivor-
Funktionen: Bdl und Sansom, 1989; Hawkes et d., 1990; Colquhoun et d., 1996).

Untersuchungen von Farokhi et d. (2000) ergeben alerdings geringe Erfolgsausschten fir
diese mathematisch sehr aufwandigen Vefahren. Be de unten beschricbenen Dwell-Time-
Andyse, deen Zeatauflosung vom benutzten Detektor abhéngt, ha dch némlich ene
horizontale Abhéngigket der Fitegebnisse von den in der Smulation  benutzten
Ubergangsraten  ergeben. Aus ener  horizontaen Linie lassen sch jedoch sdbst mit
kompliziertesten Korrekturverfahren keine Riickschllisse auf die Abszissenwerte ziehen.

4.5. DieDwdl-Time-Analyse

In @nem Dwdl-Time-Higogranm (Veweldauerhigsogramm) ig die Information
enthdten, wie oft das Sysem fir bestimmte Zdtintervale in enem Zudand bleibt, ohne dass
en Sprung datfindet. Das Higogramm entgeht, indem in ener rekondruierten Zeitrehe wie
in Abbildung 4.3 abgezéhlt wird, wie héufig der Strom fir ene Verwelldauer zwischen t und
t+Dt auf dem Stromniveau n verwellt. Diese Zahl N wird Uber t aufgetragen.
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Abbildung 4.4: Dwell-Time-Histogramm des Offen-Niveaus der Zeitreihe aus Abbildung 4.1.

Das Higogranm kamn mit ener Summe von Exponentidfunktionen angendhert werden.
Ha begpidsvese en Kand L OffenrZugande, ist das zugehdrige Dwell-Time-Higogramm
der OffenZusténde gegeben durch:
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o) .
yoffen = a a| e-llt (44)

Es gibt zwa Mdoglichkaten, aus den Dwdl-Time-Hisogrammen Rickschlisse auf die
Ubergangsraten des Markov-Modells zu ziehen. Der Zetkongtantenfit nach Gleichung 4.4
ndhert durch Vaiation der Zetkondanten der Exponentidfunktionen das theoretische Dwell-
Time-Higogranm an das gemessene an. Nachdem der Fit die beste Ubereingimmung
zwichen gemessenem  und  theoretiscchem  Hisogramm  gefunden hat, werden die
Ubergangsraten des Markov-Modells aus den Zeitkonstanten berechnet. Der Zusammenhang
zwischen Zeitkonstanten und Ubergangsraten it aber teilweise sehr kompliziert (Jackson,
1997).

Da  Tagd-Fit hingegen vaiiet direkt die Ubegangsaten. Indem aus den
Ubergangsraten die Zeitkonstanten berechnet werden, kann auch hier die Abweichung
zwischen gemessenem und theoretischem  Dwdl-Time-Higogramm  minimiert werden. Im
dlgemeinen dnd die Ergebnisse des Target-Fits (Blunck et d., 1998) besser als die des
Zetkongtantenfits (Albertsen, 1992).

Die Minimierung der Abwechung kann in beiden Félen entweder nach der Methode der
kleinsgen Quadrate oder durch einen Maximum:-Likdihood-Fit durchgefihrt werden, waobe
keine generdlle Aussage moglich ist, welches Gutekriterium besser ist (Kukulenz, 1997).

4.6. De Direkte Zdatrehenfit

Dieses Verfahren wurde zuerst von Fredkin und Rice (1992) in die Patch-Clamp-Andyse
eingefuihrt. Albertsen und Hansen (1994) erwelterten es fir die Mehrkandandyse.

Bevor der unten zu besprechende Direkte Zetreihenfit angewendet werden kann, werden
eénige Eingangsinformationen bendtigt, die mit den oben dargestdlten Verfahren gewonnen
werden missen. Diese sind in der folgenden Abbildung links dargestelt.

[ Anzehider | [ Zeitreihe ]
Zustande pro Kanal \ i )
h < ! Ubergangsraten
Anzahl der Kande | ———» { Direkter zZwischen den
Zditrethenfit Zustanden des
( Sgna-Rausch- ) / Einzdkands
Verhdtnis /
g )
([ Stromniveaus

Abbildung 4.5: Fir den Direkten Zeitreihenfit erforderliche A-priori-Informationen.

Anzahl der Kande, Stromniveaus und Signd-Rausch-Verhditnis konnen dem in Kapite
4.3 engefihrten Amplitudenhigogramm  entnommen  werden. Die Anzahl der  Zugéande
gewinnt man mit Hilfe enes Dwdl-Time-Fits aus dem in Kapitd 4.5 vorgesdlten Dwel-
Time-Histogramm.

Die grundsiizliche Idee, die hinter dem Algorithmus steckt, wird durch die folgende Ein-
Schritt- Schétzgleichung (forward- probability; Huang et d., 1990) beschrieben.
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e
a0)=Aq 8.()pfi (%) (4.5)

=

Die a.1(j)) geben die (rekursv berechnete) Wahrscheinlichkeit an, das Moddl zum
Zeitpunkt (k-1)Dt im Zustand j zu finden. Durch die Ubergangswahrscheinlichkeiten pji wird
die Wahrscheinlichkeit angegeben, dass das System im Zetinterval zwischen (k-1)Dt und kDt
vom Zugand j in den Zudand i wechsdt. Die Wahrschanlichkat a(i), das Sysem zum
Zatpunkt k im Zudand i zu finden, i gleich der Summe der Wahrscheinlichkeiten, dass von
einem Zustand j in den Zustand i gewechsdlt wurde.

Dea Veglach zwischen gemesssnem und vorhergesagtem Datenwert wird durch die
Multipliketion mit fi(yx) rediget. Die fi(yx) sehen fir die Wahrschenlichkeit, dass der
gemessene Strom Yk zum Zudand i gehdrt. Um die Vertelungen fi(y) zu erhdten, wird das
Amplitudenhigtogramm f(y) (Abbildung 4.2) in Einzdhigogramme aufgespaltet:

f()=g f(y @6

Fir die Bestimmung der Wahrschenlichkeit muss jede der Vertellungen f; auf 1 normiert
werden. fi(yk) ist dann die Ordinate des Stromwerts yi im i-ten Histogramm.

Enthdt das Markov-Moddl merere Zudéande gleicher Letfahigket (Hidden oder
Aggregated-Markov-Moddl), muss nicht jede enzedne Vertelung auf 1 normiet werden,
sondern die Summe der Einzelverteilungen, die auf diesem Niveau liegen. Formd heil¥ das:

deax
m,a fi(y)=1 G = 1.N) 4.7)
y=0
wobel die my jewels die Anzahl der Zugtdnde gleicher Leitfahigkeit und N die Anzehl
der verschiedenen Niveaus angeben.

Das Produkt aci()pi fi(k) nimmt maximde Werte an, wenn der vorhergesagte
Zugtand der ig, der zu dem Einzehigogramm fi(y) gehort, das fir das gemessene yx den
grofden Wert annimmt. Das tritt ein, wenn der Strom des vorhergesagten Zustandes am besten
mit dem gemessenen Strom Ubereingtimmt.

Diee Schdtzung nach Gleichung 4.5 wird fir jeden Zetpunkt k der Zetrehe
durchgeftihrt. Aus dlen Schéaizungen wird die Likdihood L berechnet.

'-:Oé. a (i) 4.8)

Beim Fit enes neuen Datensaizes Snd die Anfangsvertellung der Zustande, dso die a(i),
sowie die Ubergangswahrscheinlichkeiten p; unbekannt.

Die beste Schdtzung fir die a(i) dnd die Steady-State-Werte, die sich ds Intergrd Uber
die aus dem Amplitudenhigogranm gewonnen Einzdvertelungen fi(yk) ergeben. Auf die
Wahl der a(i) wird hier kein besonderes Augenmerk gelegt, da ihr Einfluss auf die
Likelihood bel langen Zeitreihen gering it (Chung et ., 1991).

Die p; werden mit Hilfe enes Ftagorithmus variiert, bis die Likeihood L in Gleichung
48 enen Maximdwert animmt (Maximum-Likeihood-Verfahren). Diese Maximierung ist
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sehr zeitaufwendig und fuhrte bei den Andysen von Farokhi e d. (2000) zu Rechenzeiten
von drel Tagen fir eine Messrethevon 20 s.

Das Ziel der Kandsrom-Andyse sind aber nicht die in Gleichung 4.5 angegebenen g, die
dch af endiche Abtastraten beziehen, sonden die k;, die die Ubergangsraten in
infinitesmal  kurzer Zeit beschreiben. Nur die k; haben namlich eine vom Messverfahren
unabhéngige Bedeutung und erlauben die Einflihrung physikalischer Nebenbedingungen.

Die Matrix P der p; erhdt man aus der Matrix K der k;j durch Lésen der Kolmogorov-
Gleichung:

d
EP(K,Dt):K*P(K,Dt) 4.9)

Die Lésung dieser Differentidgleichung ist gegeben durch (Albertsen, 1994):
P(K,Dt) = exp( KDt) (4.10)

Durchgefihrt  wird diese mehrdimendgonde Maximierungsaufgabe mit  Hilfe  des
Downhill-Smplex-Algorithmus  (Press et d., 1987). Da auch mit modernen PCs die
Rechenzet, die die Ftagorithmen benétigen, nicht zu vernachléssgen i, ist es en wichtiger
Vortell des Direkten Zetreihenfits, dass die Zahl der bendtigten Rechenschritte nur linear mit
der Anzahl der Daenpunkte deigt. Diese Eigenschaft wird dadurch erreicht, dass im
Prédiktionsschritt (Gleichung 4.5) jewells nur auf den unmittelbar vorhergehenden Zeitpunkt
Bezug genommen wird.

Damit ig die Behandlung des Kandschdtens as Markov-Prozess ene wesentliche
Voraussetzung.

4.7. Betafit fur Filter erster Ordnung

Fir Zetrehen, die mit Fltern eger Ordnung gefiltert wurden, exidiert in  der
Arbetgruppe  datber hinaus en  Bedfit Diessr efordet die glechen
Eingangsanformationen wie der Direkte Zeitrehenfit, andett der Zeitrehe wird jedoch das
Amplitudenhistogramm angefittet.

Anzahl der ) { Amplitudenhistogramm
Zusténde pro Kanal )

L Ubergangsraten
Anzahl der Kandle zwischen den

( Betafit
' Zustanden des
e Signa-Rausch- ) 7 Einze kands

N

Verhdtnis

~

Stromniveaus

Abbildung 4.6: Fir den Betafit erforderliche A-priori-Informationen.
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Durch Vaiaion der Ubergangsaten wird die mittds eines c%Tests bestimmte
Abweichung zwischen gemessenem und berechnetem  Amplitudenhigogramm minimiert. Fir
die Minimierung wird auch hier der mehrdimensonde Downhill-Simplex-Algorithmus (Press
et a., 1987) verwendet.

Zur Berechnung der Amplitudenhisogramme dient die Theorie der Betaverteilungen. Mit
dieser urspringlich fir die Behandlung von Telegrafensgnden (Pawula, 1970) entwickelten
Theorie berechnete FitzHugh (1983) die Auswirkungen schnelen Schdtens auf  das
Amplitudenhigogramm enes Ein-Kana-C/O-Moddls. Riefiner (1994, 1998) entwickelte die
Theorie der erweterten Betavertellungen, die die Berechnung des Amplitudenhistogramms
dlgemena Mehrzusandss und Mehrkandmoddle ermdglicht. Die Rielinersche Theorie der
Betavertelungen ig dlerdings beschrénkt auf Signde, die mit enem Flter erder Ordnung
gefiltert Snd.

Zur Berechnung der Betaverteilung werden sowohl der Kand ds auch das Filter ds
Markov-Prozess betrachtet. Fiir jeden Ubergang vom Zustand i in den Zustand j, der im Kand
moglich igt, wird dann eine eigene Dichtefunktion f;(I) fir den Stromwert | am Ausgang des
Filters berechnet. Die Dichtefunktion des Zudands | ergibt sch ds Summe der
Dichtefunktionen der einzelnen Ubergénge nach j Uber dle vorherigen Zustande.

fj(l):é (1) (4.12)

Um die absolute Wahrschenlichket zu finden, enen bestimmten Sromwert | am
Filterausgang zu messen, muss die Dichtefunktion f; mit der Besetzungswahrscheinlichket g
des Zudandes | multipliziet werden. Berechnet wird die Dichtefunktion gfi(l) des Zustandes
J nach folgender Differentidgleichung:

U, -D*q,f,()- g u*af)

J

q,f/(1)= (4.12)

l; ist das Stromniveau des Zustandes j. Die u; sind das Produkt der Ubergangsraten k;
vom Zustand i in den Zustand j mit der Zeitkonstantet des Filters.

u, = kij *t (4.13)

Das L6sn de Diffeentidglechung 412 fir dle Zuddnde | lifat dle
Einzdvertalungen des Amplitudenhisogranms. Eine Erweterung dieser Theorie auf FRlter
héherer Ordnung ist nicht ohne welteres moglich, well sch nur Filter erster Ordnung enfach
as Markov-Prozess darstellen lassen.

In der vorliegenden Arbet wird aus diesem Grund davon Abstand genommen, die
Amplitudenhigogranme  zu  berechnen und daitdessen zu  ener Besimmung durch
Simulation Ubergegangen.



5. Testmethoden

BEn Grof¥el der weteren Arbet bechéftigt gch damit, die Lestungsfahigkeit
vorhandener und neu engefihrter Fitverfahren zu untersuchen. Um ene mdglichs gute
Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu erreichen, wird die Leisungsféhigkeit der verschiedenen
Verfahren in ene enhatlichen Prozedur untersucht. Im folgenden werden die verschiedenen
Tests vorgestellt, denen die Verfahren unterzogen werden.

Von beonderem Interesse dnd die Fragen nach dem  Zetauflésungsvermdgen
(Reichweite) der Verfahren sowie nach der Abhangigkeit von der Stérke des Rauschens. Um
mit enem vertretbaren Zetaufwand zu Ergebnissen zu gelangen, werden die ersen Tedts
enes neuen Vefdrens an Ein-Kand-C/O-Moddl durchgefihrt. Liefert das Verfahren be
diesem enfachen Moddl zufriedengdlende Ergebnisse, wird in enem néchsten Schritt die
Leigungstahigkeit bam Finf-Zustands-Model  Uberpriift. Diese it fur die Arbetsgruppe von
besonderem Interesse, weil dem K*-Kand von Chara, einem zentraen Objekt der hier
vorgenommenen  Patch-Clamp-Messungen, en  Finf-Zustands-Moddl zu  Grunde liegt
(Farokhi et d., 2000).

5.1. Simulation von Patch-Clamp-Zeitrethen

Um Zedtrehen fitten zu konnen, ig¢ zunéchs en Programm eforderlich, das die
Zeitreihen ergdlt. In der Arbetsgruppe i ein Smulationsprogramm vorhanden, das auch
Zeitrehen enes Kands mit schndlen Ubergangsraten  zeitkontinuierlich  erzeugen  kann
(Rief3ner, 1994; Blunck et d., 1998). Es erlaubt nicht nur Spriinge zu den Abtastzeitpunkten,
sondern auch beiebig haufige Zustandswechsel zwischen zwei Messpunkten. Es wird dso en
abgetagteter, aber kontinuierlicher Markov-Prozess smuliert.

Die smulieten Zetrehen werden folgendermaien erzeugt. Per Zufdlsgenerator wird
en Zusand besimmt, in dem das Sysem dartet. Dann werden zwel weitere zwischen 0 und
1 gedchvetdlte Zufdlszahlen i und np benttigt. Aus der esten wird die Lange des
Aufenthdts t in dem Anfangszusand bestimmt. Die Vertelung v (t) der Aufenthatddngen
(adwell-time distribution) eines Zustandes R, ist gegeben durch:

_ kit _R
=€ mt -k, = ks (5.1)

str

Die k;s stehen fiir die Ubergangsraten vom Zustand R: in dle méglichen Zustande Re.

Fir die Bestimmung der Aufenthdtddnge t wird in Glechung 5.1 y,(t) glech der
Zufdlszahl n; gesetzt und die Gleichung nach t aufgd 6.

Aus dea zweten Zufdlszahl wird der Zidzugtand des néchsten Sprungs bestimmt. Dazu
wird das Intervdl [0;1] in Abschnitte der Lénge kiJk untertelt. Als Zidzusand Rs wird
derjenige ausgewdhlt, in dessen Abschnitt die Zufdlszahl np fdlt. Nach dem Sprung dartet
der Algorithmus von neuem mit der Erzeugung zweer Zufdlszahlen.
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Die Antwort des Filters, die separat gespeichert i, folgt auf jeden Sprung. Die Abfolge
von Springen, die mit dem Zufdlsgenerator erzeugt wurde, fuhrt dso zu ener Summe von
zaitlich verzogerten Sprungantworten des Filters: Die Antworten der enzelnen Spriinge
werden 0 lange in der Summe berlicksichtigt, bis se auf einen Wert abgeklungen sind, der
kleiner ist ds 1 Bit des D/A-Wandlers.

Gegentiber einem dternativen Algorithmus, der zu jedem Zeitpunkt entscheidet, ob und
wohin en Sprung daitfindet, wird so eine deutliche Verminderung der bendtigten Rechenzeit
erreicht.

Im Progranm besteht die Modichket, das Sgna-Rausch-Verhditnis (SNR, sgnd-to-
noise-ratio) fra zu wéhlen. Definiet i das SNR ds Quadrat des Verhdltnisses der
Stromstérke eines Kanasim Offen Zustand |, zum Effektivwert des Rauschenss.

2
o, 0
NR=¢—== (5.2)
S g
Das Rauschen wird @nmd von einem zusizlichen Programm, mit dem es auch beliebig
oefiltert werden kann, erzeugt und in einer separaten Datel gespeichert. Es wird dann vom
Smulaiongprogranm eingdesen und der frisch erzeugten Zetrethe mit dem gewdhiten SNR
Uberlagert.
Is die gewinschte Anzahl von Datenpunkten berechnet, wird die gesamte Zeitreihe in
enem bindren File dbgeegt, dessen Forma genau demjenigen entspricht, das in der
Arbaitsgruppe zur Speicherung gemessener Daten verwendet wird.

5.2. Rechweitentest

Im Mittdpunkt sehnt zunéchst die Frage, wie gut das Zeitauflésungsvermogen enes
Fitverfahrens i, wie groR dso die Ubergangsraten zwischen den verschiedenen Zustanden
des Markov-Moddls sain dirfen, damit de vom Ftverfahren noch richtig erkannt werden.
Um das festzugdlen, wird der Reichwetentes durchgefihrt. Bei ihm werden nur die
Ubergangsraten verandert und ale Ubrigen Parameter kongtant gehdten. Gefittet werden die
in Abbildung 5.1 dargestdlten Ein-Kanal-C/O-Modédlle.

n* 1kHz

c o]

n* 2kHz

Abbildung 5.1: Ein-Kanal-C/O-Modelle des Reichweitentests (n=1...250).

Die Ubergangsraten werden in 250 Schritten von 1 kHz/ 2 kHz af 250 kHz/ 500 kHz
erhoht. Bel jedem Durchlauf des Rechwetentests werden dso 250 Zeitrethen augewertet.
Die Zetrehen besehen aus 1 Million Punkten, die Abtadtrate liegt bei 200 kHz, die
Abknickfrequenz des BessHfilters bel 50 kHz.

Um die Rechwete unabhdngig von den telwese ba  schlechtem Sgnd-Rausch
Verhdtnis auftretenden Schwierigkeiten bestimmen zu konnen, wird ba dlen Zetrelhen en
SNR von 10 gewéahit.

5.3. Rauschabhangigkeitstest

Es ist be Patch-Clamp-Messungen ein wesentliches Bestreben, das Hintergrundrauschen
O weit zu reduzieren, dass nicht die kleinen Anderungen im Kandsrom vallig von ihm
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Uberlagert werden (Keunecke, 1995). Dennoch blebt immer en unvermeidbares
Redrauschen. Vor diesem Hintergrund ist es von Interesse, dass die Auswerteprogramme
trotz schlechten Sgna-Rausch-Verhdtnisses die richtigen Ergebnise liefern. Deswegen wird
mit dlen Vefaren der im folgenden beschriebene Rauschabhdngigkeitstest durchgefiihrt, der
Aussagen darlber liefern soll, wie schlecht das Signal-Rausch-Verhdtnis werden darf, bevor
die Konvergenz des Fitagorithmus sich verschlechtert.

Fir diesen Test werden die beiden in der folgenden Abbildung dargestellten Ein-Kanal-
C/O-Modele verwendet, die eine Besstzungswahrscheinlichkeit der beiden Zugtdnde von 1:2
haben.

Modell 1: Modell 2:
5 kHz 200 kHz
o
10 kHz 400 kHz

Abbildung 5.2: Ein-Kanal-C/O-Modelle des Rauschabhé&ngigkeitstests.

Von jedem der Modele werden 170 Zeitrethen gefittet, wobel jede dieser Zeitreihen mit
egnem andeen Sgnd-Rausch-Verhdtnis ezeugt wird. Dazu wird be enem konganten
Abgtand zwischen den beilden Nominaniveaus von 100 Bins der Effektivwert des Rauschens
in 170 Schritten von 30 auf 200 Bins erhtht. Das SNR wird damit Uber einen Bereich von
0,25 bis 11 vaiiert.

Zu Scheren Aussagen Uber die Abhdngigkeit vom Signd-Rausch-Verhdtnis konnte man
schon mit weniger ads 170 Zeitreihen kommen. Dennoch ist diese grofie Zahl von Vortell,
wel S0 en daidisches Ensamble erzeugt wird, das ene Abschdzung der Ftstreuung
ermoglicht.

Auch hier werden Zetrehen von jewels 1 Million Daenpunkten erzeugt. Bei ener
Abtastrate von 200 kHz liegt die Abknickfrequenz des Filters bei 50 kHz.

5.4. Lestungsfahigket beim Finf-Zustands-Modell

Farokhi et a. (2000) haben dargestdlt, dass der K*-Kand von Chara mit dem in der
folgenden Abbildung dargestellten Funf-Zustands-Model | beschrieben werden kann.

1400 Hz 46700 Hz 3400 Hz 340 Hz

(o C el ?)
600 Hz 63200 Hz 3800 Hz 160 Hz

Abbildung 5.3: Markov-Modell des K*-Kanals von Chara (Farokhi et al., 2000).

Dabae sand A und O Offen-Zusténde, G, C und Z GeschlossenZugténde. Untersuchungen
an diessm Markov-Moddl haben ergeben, dass vide interessante Prozesse an der Grenze des
Zeitaufl 6sungsvermdgens der bisherigen Fitverfahren gattfinden.

Die Legungséhigket der Ftvefahren ba komplizieteren Markov-Moddlen  wird
deswvegen anhand der in Abbildung 5.4 dargestellten Moddle Uberprift. Ein Ubergang
zwischen verschiedenen Stromniveaus findet nur zwischen den Zugténden O und G dait. Alle
anderen Ubergénge sind sol che zwischen verschiedenen Zustanden der gleichen Leitfahigkeit.

Zu ener Sprungantwort des Filters und damit zu einem Einfluss der Ubergangsraten auf
das Amplitudenhisogramm kommt es nur, wenn bem Wechsd von enem Zugand in enen
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anderen auch en anderes Stromniveau angenommen wird. Besonderes Augenmerk wird
deswegen bei den folgenden Untersuchungen auf die Ubergangsrate koq gelegt, die in 250
Schritten von 2 kHz auf 500 kHz erhéht wird. Alle anderen Raten werden be den in
Abbildung 5.4 angegebenen Werten kongant gehdten. Im einzelnen werden aso Zeitreihen
der folgenden 250 Markov-Moddlle gefittet.

- 15 kHz n*2 kHz 3,5 kHz 05 kHz

A o L e 2]
0,5 kHz OkHz 4 kHz 0,2 kHz
Abbildung 5.4: Funf-Zustands-Modelle fir die Uberpriifung der Fitverfahren, (n=1...250).

Der Uberschtlichkeit halber wird die grafische Dargtdlung der Ergebnisse teilweise auf
zwel der acht Ubergangsraten beschrankt. Andtait aler acht Ubergangsraten sind in diesen
Félen jewells nur die Ergebnisse fir die varidble Rate kg sowie fir die Rate kg as Beispid
der kongtanten Raten dargestdlt. Dies it ausreichend fur die wesentlichen Erkenntnisse, den
Ubrigen Raten kdnnen keine weitergehenden Informationen entnommen werden.

5.5. Startwertebe den Testsder Fitverfahren

Ba dlen in diesr Arbet durchgefUhrten Auswertungen smulieter Zetrethen werden
den Fitvefaren ads Satwerte die tasichlichen Ubergangsraten  vorgegeben.  Die
Fitverfahren haben ihre Aufgabe mithin berdts dann eflilt, wenn se ads Endergebnis die
Werte wieder ausgeben, die man ihnen ds Startwerte vorgegeben hat. Es wird damit von
Voraussetzungen ausgegangen, die nicht denen be der Auswetung echter Messehen
entsprechen. Die Aussagekraft der Ergebnisse wird dadurch nicht so stark vermindert, wie es
auf den ersten Blick scheinen mag. Dies zeigen die folgenden Ausfihrungen.

Die Funktionsveise des in  den Ftvefaren vewendeten Downhill-Smplex-
Algorithmus (Press e d., 1987) fur die n-dimendonde Minimierung kann man dch gut
geomerisch  veranschaulichen.  Ein Smplex i ene geometrische Fgur, die im n
dimensonden Raum aus n+l (Eck-) Punkten besteht, die untereinander verbunden sind. Fr
jeden dieser n+l Punkte wird der Funktionswert der zu minimierenden Funktion bestimmt.
De Punkt mit dem hochgen Funktionswvert wird an der gegeniber liegenden Héche
gespiegdt. Ist der Funktionswert des gespiegelten Punktes kleiner, wird dieser ds Eckpunkt
enes neuen Simplex verwendet. Ist der Funktionswert des gespiegelten Punktes grof3er as der
des originden Punktes, bleibt dieser Punkt erhdten und der Punkt mit dem zweithtchsten
Funktionsvert wird an der gegenlberliegenden Fléche gespiegdt. Auf diese Welse bewegt
sch der Smplex durch den Raum und ndhert sich dem Minimum an.

Is auf diese Weise keine weitere Minimierung mehr zu erreichen, zieht sch der Smplex
zusammen, indem die Abstdnde zwischen den Eckpunkten hdbiert werden. Am Ende dieser
Prozedur befinden dch alle Eckpunkte des Smplex an der Stdle im n-dimensgonden Raum,
an der die Funktion minima wird.

Weden be diesem Vefaren die tasichlichen Ubergangsraten ds Startwerte
vewendet, liegt damit et ene der n+l Eckpunkte des Simplex fest. Die Ubrigen n
Eckpunkte des Start-Smplex werden so ezeugt, dass die Ubergangsraten dieses
vorgegebenen nrdimensonden Vektors mit Zufdlszahlen n mit 05 < n < 2 multipliziert
werden.

Konvergiet nun der Simplex bel dem vorgegebenen Eckpunkt, der den wahren
Ubergangsraten  entspricht, so ist damit zumindest Sichergestellt, dass in dem Bereich, den
man abdecken kann, indem die Ubergangsraten um einen Faktor 2 verdndert werden, kein
weiteres Minimum exidtiert.
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Be En-Kana-C/O-Moddlen konnte dartiber hinaus nachgewiesen werden (Harlfinger,
2000), dass auch en Vaiieren der Startwerte Uber einen weltaus groleren Bereich nicht zu
ene Vednderung der Fitergebnisse fihrt. Die dort fir das Ein-Kana-C/O-Moddl
getroffenen  Aussagen konnen jedoch nicht unbesehen auf kompliziertere Markov-Modelle
Ubertragen  werden. In  hoherdimensonden Losungsgéumen i es namlich  wesentlich
wahrscheinlicher, dass der Algorithmus in enem lokden Minimum decken blebt. Be der
Auswertung echter Messehen i€ es deswegen imme  gnnvoll, sich  durch
Raughilitétserwagungen um dem tatschlichen Moddl moglichs nahekommende Startwerte
zu bemihen.



6. Leistungsfahigkeit bisheriger
Verfahren

Das Zid dieser Arbeit ig die Einfihrung verbesserter Ftverfahren fir die
Ubergangsraten zwischen den Zustanden des Markov-Moddls. Um einen Vergleichsmalistab
zu haben, wird zundchgt die Lesungsféhigkeit der schon bestehenden Vefahren getedtet.
Bedeutsam snd in diessm Zusammenhang der Betafit fir Filter erser Ordnung und der
Direkte Zetreihenfit, well nur diese auf Informationen beruhen, die sch direkt und ohne
informationsmindernde  Vorbehandiung (wie z.B. Sprungdetektion) aus der Zetrehe
gewinnen lassen. Im einzelnen it die Funktionsweise der Verfahren in Kapitd 4 erlautert.

Die Ubrigen Vefaren efordern ene vorherige Rekondruktion der unverrauschten
Zeitreihe. Berdts diese Rekongruktion ist jedoch mit zahlreichen Fehlerquellen behaftet. So
werden schnelle Schdtereignisse nur ungeniigend detektiet und damit einhergehend wird die
Zahl langsamer Schdtvorgdnge Uberschétzt (Bal und Sansom, 1989). Die daraus
resultierenden Fehler lassen dch auch mit den mahematisch aufwéndigen Missed-Events-
Korrekturen (Crouzy und Sigworth, 1990; Draber und Schultze, 1994) nur in geringem
Umfang korrigieren (Farokhi et d., 2000). Folglich ist die rekondruierte Zeitreihe
grundsiizlich ein ungeeigneter  Ausgangspunkt, wenn das Zetauflosungsvermigen  welter
verbessat werden soll. Die Fitverfahren, die auf der rekongdruierten Zatrehe aufbauen, snd
deswegen hier nicht von weiterem Interesse.

Getestet wird die Lesungdéhigkeit von Direktem Zetrahenfit und Betafit fir Hiter
eser Ordnung auf die im vorangegangenen Kapite beschriebene Welse zundchst bel Ein-
Kand-Zeitreihen. Das Zatauflésungsvermdgen bem C-O-Moddl wird mit  Hilfe des
Rechwetentests fedtgedtdlt. Ebenfdls auf das C-O-Moddl beschrdnkt dch  der
Rauschabhangigkeitstest, der Aussagen dariber liefert, wie schlecht das Signd-Rausch
Verhdtnis werden daf, bevor sch die Ergebnisse der Vefahren verschlechtern. Anhand
eniger Finf-Zustands-Moddle wird Uberprift, ob die Aussagen auch be  komplizierteren
Modellen Bestand haben.

Schliellich werden die glechen Tedts eneut durchgefiihrt, nun aber mit Zetreihen von
zZwel Kanden.

De bidang exidierende Betefit ist darauf beschrankt, Zetrehen zu fitten, die mit Fltern
ese Ordnung odfiltert wurden. Folglich missen die Tests des Vefarens mit dem
Besdfilter erster Ordnung durchgeftihrt werden.

Der Direkte Zetrehenfit unterliegt in dieser Hingcht keiner Einschrankung, er kann mit
Filtern dler Art umgehen. Man konnte daran denken, auch den Direkten Zetrehenfit hier an
Zeitreihen zu tedten, die mit Filtern erster Ordnung gefiltert wurden. Dies wirde dazu fihren,
dass die Legungdahigkeit von Bedfit fur Flter erser Ordnung und Direktem Zeitreihenfit
unmittelbar verglichen werden konnte.
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Dennoch wird der Direkte Zeitrehenfit hier mit Bessdfiltern vierter Ordnung getestet,
well nur diese von praktischem Interesse Snd. Letztlich ig es ndmlich nicht das Zid, die
Leisungsfahigkeit verschiedener Vefahren zu vergleichen, sondern Vefahren zu entwicken,
die echte Messehen auswerten konnen. Echte Messehen snd aber immer mit Fltern
héherer Ordnung gefiltert.

Es wird dch zeigen, dass Betefit fur Filter erster Ordnung und Direkter Zetrethenfit sehr
unterschiedliche  St&rken und Schwéchen haben, dass en Beafit mithin ene snnvolle
Ergdnzung zum Direkten Zetrehenfit dargedlt. Dies wird in enem spaeren Schritt dieser
Arbet zum Anlass genommen, den Betdfit auf Filter hoherer Ordnung zu erwetern. Dort
zeigt dch, dass der FErwetete Bedfit ba Flten vieter Ordnung die gleiche
Leisungsfahigkeit aufweist wie der bisherige Betefit bel Filtern erster Ordnung.

Uber diessn Umweg ergibt sich eine gewisse Vergleichbarkeit der Ergebnisse von
Direktem Zatrehenfit und bisherigem Betafit, obwohl die Teds hier zundchst mit Fltern
vierter Ordnung auf der einen Seate und mit Filtern erser Ordnung auf der anderen Sdte
durchgefiihrt werden. Trotz der unterschiedlichen Filterung werden die Ergebnisse von
Direktem Zatrehenfit und Amplitudenhigsogramm fir Filter erger Ordnung deswegen in
gemeinsamen Diagrammen dargestd|t.

6.1. Lestungsfahigket be Ein-Kanal-Zeitreihen

6.1.1. Reichweitentest

Abbildung 6.1 zeigt die Ergebnisse von Direktem Zeitrehenfit und Betafit fur Filter
gger Ordnung bem Rechweatentet. Der Rechwetentest ist audfihrlich in Kapitd 5.2
erlautert. Als Startwerte fir den Fit werden hier wie auch be dlen folgenden Untersuchungen
die tasichlichen Ubergangsraten vewendet. Der Einfluss dieser Tatsache auf  die
Aussagekraft der Ergebnisseist in Kapitel 5.5 diskutiert.
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Abbildung 6.1: Ergebnisse von Betafit fir Filter erster Ordnung und Direktem Zeitreihenfit beim
Reichweitentest, Abtastrate 200 kHz, Abknickfrequenz des Besselfilters erster bzw. vierter
Ordnung 50 kHz, SNR 10, A) Sollergebnis Rate k,c=n*1 kHz, B) Sollergebnis Rate k.,,=n*2 kHz,
(n=1...250). Es wurden jeweils 250 simulierte Zeitreihen ausgewertet. Startwerte waren die
tatsachlichen Ubergangsraten.
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De Betdfit ligfert fir beide Raten sehr gute Ergebnisse. Uber den gesamten Bereich
exigieren nur marginde Abweichungen von den Sollergebnissen. Die Ergebnisse des
Direkten Zeitreihenfits hingegen sind nur fir kleine Ubergangsraten  korrekt, schnelle
Ubergangsraten werden zu niedrig geschétzt.

Zu berlickdchtigen is bel der Bewertung dieser Ergebnisse, dass das Signd-Rausch
Verhdtnis dler gefitteten Zetrehen mit einem Wet von 10 sehr gut war. Dass be
schlechterem  Signd-Rausch-Verhdtnis auch der Betafit fdsche Ergebnisse liefert, zeigt der
folgende Rauschabhangigkeitstest.

6.1.2. Rauschabhangigkeitstest
Anhand des in Kapitd 5.3 beschriebenen Rauschabhangigkeitstests wird nun geprift, wie

dak die Quditd der Ftergebnisse vom Signd-Rausch-Verhdtnis abhangt. In der folgenden
Abbildung snd die von Direktem Zeitreihenfit und Betafit gefundenen Ergebnisse dargestdllt.
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Abbildung 6.2: Ergebnisse von Betafit flr Filter erster Ordnung und Direktem Zeitreihenfit beim
Rauschabhéangigkeitstest, Abtastrate 200 kHz, Abknickfrequenz des Besselfilters vierter bzw.
erster Ordnung 50 kHz, A) Sollergebnis Rate k=5 kHz, B) Sollergebnis Rate k,=10 kHz. Es
wurden jeweils 170 simulierte Zeitreihen ausgewertet. Startwerte waren die tatsachlichen
Ubergangsraten.
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Abbildung 6.3: Ergebnisse von Betafit fir Filter erster Ordnung und Direktem Zeitreihenfit beim
Rauschabhangigkeitstest, Abtastrate 200 kHz, Abknickfrequenz des Besselfilters vierter kzw.
erster Ordnung 50 kHz, A) Sollergebnis Rate k,.=200 kHz, B) Sollergebnis Rate k;,=400 kHz. Es
wurden jeweils 170 simulierte Zeitreihen ausgewertet. Startwerte waren die tatsachlichen
Ubergangsraten.

Der Direkte Zetrehenfit zeigt nur ene geringe Abhangigket vom Sgnd-Rausch
Verhdtnis. Bel beiden Moddlen erhdt man von eénem SNR von tber 10 bis deutlich unter 1
praktisch kongante Ergebnisse. Diese Eigenschaft it die grole Stdrke des Direkten
Zatrehenfits.

Ubereingimmend mit den Beobachtungen aus Abbildung 6.1 findet der Direkte
Zeitrehenfit die kleinen Ubergangsaten von k=5 kHz und Kc,=10 kHz (Abbildung 6.2)
exakt heraus, wahrend die schnellen Ubergangsraten von 200 kHz und 400 kHz (Abbildung
6.3) erheblich unterschétzt werden.

Der Betafit indessen erkennt die Ubergangsraten von k=200 kHz und k,,=400 kHz sehr
gut, solange das Signd-Rausch-Verhdtnis nicht unter 4 absnkt. Darunter entfernen dch die
Resultate von den Sollergebnissen. Bel den langsamen Raten von 5 kHz und 10 kHz liegt
diee Grenze b enem SNR von 6. Darunter liegen die Ergebnisse villig fasch, aber auch
dartiber weichen se noch um mehr ds 10% von den tatséchlichen Raten ab.
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Dass der Betdfit be schlechtem Signd-Rausch-Verhdtnis Schwachen zeigt, wird durch
die folgende Abbildung plausbd, die den Einfluss des Rauschens auf die Form des
Amplitudenhistogramms dargelt.
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Abbildung 6.4: Amplitudenhistogramme des rechts dargestellten Markov-Modells bei
unterschiedlichen Signal-Rausch-Verhéltnissen.

Die langsamen Ubergangsraten von 5 kHz und 10 kHz erkennt der Betafit nur bei gutem
Sgnd-RauschVerhdtnis, well das Amplitudenhisogramm dann eine spezifische Form  hat.
Mit schlechterem Signd-Rausch-Verhdtnis verschwinden die Pesks im Rauschen und die
charakteristische Form 16t sich auf.

Dieser  Informationsverlus  durch das Rauschen macht dch  be langsamen
Ubergangsraten besonders deutlich bemerkbar. Ein Einfluss des Tiefpasdilters auf das
Amplitudenhigogramm zeigt dch ndmlich nur dann, wenn dch die Latféhigket des
lonenkanals dndert und damit eine Anderung des Kanalstroms eintritt. Wenn sich aber bei
kleinen Ubergangsraten der Kanastrom nur sdten dndert, weicht schon das unverrauschte
Amplitudenhistogramm nur unwesentlich von der Idedform, be der dle Messwerte auf den
Nominaniveaus liegen, ab.

Die Kombinaion aus langsamen Ubergangsraten und schlechtem  Signal-Rausch
Verhdltnis fihrt den Betafit deswegen an die Grenzen seiner Leistungsfahigkeit.
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6.1.3. Funf-Zustands-Modelle

Fur die Praxis von groferer Bedeutung as einfache C-O-Moddle snd Markov-Modelle
mit mehr Zugténden. Um zu Uberprifen, ob die fir das Zwe-Zustands-Moddl gefundenen
Aussagen auf Moddle mit einer grofieren Zahl von Parametern Ubertragbar Snd, werden die
Funf-Zusands-Moddle aus Kapited 5.4 gefittet. Startwerte der Fits snd wiederum die

tatsachlichen Ubergangsraten.

Zunachs snd in der folgenden Abbildung die Ergebnisse dargestellt, die der Direkte
Zatrethenfit beasm Funf- Zustands-Modd| ligfert.
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Abbildung 6.5: Ergebnisse des Direkten Zeitreihenfits beim Funf-Zustands-Modell, Abtastrate
200 kHz, Abknickfrequenz des Besselfilters vierter Ordnung 50 kHz, SNR 4, A) Sollergebnis
Rate ky0=1,5 kHz, B) Sollergebnis Rate k,,=0,5 kHz, C) Sollergebnis Rate kog=n*2 kHz, n=1...250,
D) Sollergebnis Rate k;,=70 kHz, E) Sollergebnis Rate k;c=3,5 kHz, F) Sollergebnis Rate k=4
kHz, H) Sollergebnis Rate k¢,=0,5 kHz, 1) Sollergebnis Rate k,.=0,2 kHz. Es wurden 250
simulierte Zeitreihen ausgewertet. Startwerte waren die tatséchlichen Ubergangsraten. Die
Ergebnisse fir alle Ubergangsraten sind aufgetragen gegen die variable Rate Kog.

Solange Rate kog 200 kHz nicht Uberschreitet, liegen die Ergebnisse des Direkten
Zeatrehenfits fur dle Raten nur unerheblich neben den Sollergebnissen. Im Bereich dartiber
wird kog deutlich Uberschétzt. Auch die Ergebnisse fur die Ubrigen Raten entfernen sich dann
von der Sollergebnissen, vor dlem streuen Se stérker.

Abbildung 6.6 zeigt die Ergebnisse, die der Betafit bei FUnf-Zustands-Modd len erzidlt.
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Abbildung 6.6: Ergebnisse des Betafits fir Filter erster Ordnung beim Finf-Zustands-Modell,
Abtastrate 200 kHz, Abknickfrequenz des Besselfilters erster Ordnung 50 kHz, SNR 4, A)
Sollergebnis Rate ko=1,5 kHz, B) Sollergebnis Rate k,5=0,5 kHz, C) Sollergebnis Rate k,q=n*2
kHz, n=1..250, D) Sollergebnis Rate ky,=70 kHz, E) Sollergebnis Rate ky,:=3,5 kHz, F)
Sollergebnis Rate k.4g=4 kHz, H) Sollergebnis Rate k.,=0,5 kHz, I) Sollergebnis Rate k,.=0,2 kHz.
Es wurden 250 simulierte Zeitreihen ausgewertet. Startwerte waren die tatsachlichen
Ubergangsraten. Die Ergebnisse fur alle Ubergangsraten sind aufgetragen gegen die variable
Rate Kog.

Fur dle Raten liegen die Ergebnisse im Mittd ndher be den Sollergebnissen ds die
Ergebnisse des Direkten Zeitreihenfits. Die Streuung der Ergebnisse um diesen Mittewert ist
aber jewels erheblich.

Hier wie auch in dlen Ubrigen grafischen Dargelungen der Ftergebnise delt die
Streuung der Ergebnisse ein Mad fur die Sicherheit der Ergebnisse dar. Auf Fehlerbaken
kann aus diessm Grund verzichtet werden. Wenn die Ergebnisse stark streuen, empfiehlt es
sch, die Streuung durch Auswertung mehrerer verschiedener Zeitrethen zu minimieren.

Die starke Strewung der Ergebnisse deutet darauf hin, dass der Betefit im Verglech zum
Direkten Zetrehenfit ene verminderte Eindeutigkeit bedtzt. So gibt es offenbar fir das
Funf-Zustands-Modell jeweils verschiedene Sdize von Ubergangsraten, die zu fast gleichen
Amplitudenhisogrammen  fihren. Zu wedchem diesr Sdtize hin der Betdfit konvergiert, ist
eine Frage des Zufdls. Besonders be niedrigen Ubergangsraten macht sich auch das Fehlen
der Informationen aus dem Zeitverhalten bemerkbar.

Zusammenfassend ldsst dch feshdten: Der  Direkte Zetrehenfit erkennt langsame
Ubergangsraten, die deutlich unter der Abknickfrequenz des Tiefpasfilters liegen mit groRer
Sicherheit. Daran andet sich auch nichts, wenn das Signd-Rausch-Verhditnis schlecht it
oder wenn das Markov-Moddl ene grolere Anzahl von Parametern hat. Schwierigkeiten
bereiten ihm hingegen schnelle Ubergangsraten.

Die Staken des Bedfits liegen be  schndlen Ubergangsraten. Die Tragheit des
Tiefpassfilters bewirkt dann eine charakterisische Form des Amplitudenhisogramms, die gut
angefittet werden kann. Wesentlich weniger aussagekréftig i das Amplitudenhistogramm  bel
langsamen Ubergangsraten, diese werden folglich weniger gut erkannt. Ebenfals negativ auf
die Leigungdéhigkaet des Betdfits wirken dch ein schlechtes Signd-Rausch-Verhdtnis und
ene hohere Zahl von Parametern im Markov-Moddl aus. Be ener wachsenden Zahl von
Parametern gdeigt die Dimenson des Losunggaums und damit auch die Schwierigkeit, en
endeutiges Minimum zu finden.
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6.2. Lestungdahigkeit bel Zwei-K anal-Zeitreihen

Von Bedeutung ig es in der Praxis, dass die Ftvefahren in der Lage snd, auch
Messungen mit mehreren Kandlen auszuwerten. Die lonenkande snd auf der Zelmembran
0 unregemddg vertelt, dass man beim Heranflihren der Pipette an die Membran unter dem
Mikroskop keinen Einfluss darauf hat, wie vide Kande sch im Bereich der Pipettenspitze
befinden. Die Zahl schwankt von Messung zu Messung, jedoch Snd Einzelkanamessungen in
geringerer Zahl vertreten s solche von zwel oder drel Kanden.

Vorausgesetzt, es handdt sch um glechatige Kande, snd sowohl Direkter Zeitreihenfit
ds auch Bedfit in der Lage Zetrahen mit mehreren Kanden auszuwerten. Obwohl die
Verfahren grundsizlich nicht darauf beschrankt sind, wird hier nur eine Uberprifung der
Leisungstéhigket be Zeatrehen mit zwel Kanden durchgeflihrt. Fir Zetrelhen mit einer
groferen Anzahl von Kandlen konnen mit der zur Verfligung dehenden Rechenzeit keine
fundierten Aussagen getroffen werden.

6.2.1. Reichweitentest

Erneut seht am Beginn das enfache C-O-Moddl. Mit Hilfe des Reichwetentests aus
Kapitd 5.2 wird das Zetauflsungsvermdgen bel Zeitrehen von zwe gleichatigen Kanden
Uberpriift.
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Abbildung 6.7: Ergebnisse von Betafit flr Filter erster Ordnung und Direktem Zeitreihenfit beim
Reichweitentest mit zwei gleichartigen Kanéalen, Abtastrate 200 kHz, Abknickfrequenz des
Besselfilters vierter bzw. erster Ordnung 50 kHz, SNR 10, A) Sollergebnis Rate k,.=n*1 kHz, B)
Sollergebnis Rate k,=n*2 kHz (n=1...250). Es wurden 250 simulierte Zeitreihen ausgewertet.
Startwerte waren die tatsachlichen Ubergangsraten.

Genau wie be Ein-Kana-Zeitreihen findet der Betefit die Ubergangsraten exakt. Der
Direkte Zetrehenfit hingegen hat be Zwe-Kana-Zetrehen groRere Schwierigkeiten. Die
schnellen Ubergangsraten werden noch deutlich stérker unterschétzt as bei den Ein-Kanal-
Modellen. Schon ab Raten von k=50 kHz bzw. k=100 kHz verléuft de Kurve waagerecht,
schnellere Ubergangsraten erkennt der Direkte Zeitreihenfit dso nicht einma ansatzweise. Es
it unmaglich zu unterscheiden, ob die Raten bei 100 kHz oder 400 kHz liegen.



Kapitel 6: Leistungsfahigkeit bisheriger Verfahren 37

6.2.2. Rauschabhangigkeitstest

Anhand des Rauschabhdngigkeitstest (sehe Kapitd 5.3) wird geprift, welchen Einfluss
das Signal- Rausch- Verhdtnis auf die Ergebnisse bel Zwei-Kanal- Zetreihen hat.
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Abbildung 6.8: Ergebnisse von Betafit fir Filter erster Ordnung und Direktem Zeitreihenfit beim
Rauschabhéangigkeitstest mit zwei gleichartigen Kanalen, Abtastrate 200 kHz, Abknickfrequenz
des Besselfilters vierter bzw. erster Ordnung 50 kHz, A) Sollergebnis Rate k,.=5 kHz, B)
Sollergebnis Rate kcg=10 kHz. Es wurden jeweils 170 simulierte Zeitreihen ausgewertet.
Startwerte waren die tatséchlichen Ubergangsraten.
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Abbildung 6.9: Ergebnisse von Betafit fir Filter erster Ordnung und Direktem Zeitreihenfit beim
Rauschabhéangigkeitstest mit zwei gleichartigen Kanalen, Abtastrate 200 kHz, Abknickfrequenz
des Besselfilters vierter bzw. erster Ordnung 50 kHz, A) Sollergebnis Rate k=200 kHz, B)
Sollergebnis Rate k¢ =400 kHz. Es wurden jeweils 170 simulierte Zeitreihen ausgewertet.
Startwerte waren die tatsachlichen Ubergangsraten.
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Auch der Rauschabhéngigkeitdest zeigt, dass sch mit dem Wechsd von Ein-Kana- zu
Zwe-Kand-Zdtrehen die Lestungstéhigkaeit des Betefits verbessat, wédhrend sch die des
Direkten Zatrehenfits verschlechtert. So benttigt der Betafit beispidsweise fir die Detektion
der schnelen Ubergangsraten von 200 kHz und 400 kHz nur noch ein Signa-Rausch
Verhdtnis von 2, angtait von 4 wie beim Ein-Kanal-Moddll.

Der Direkte Zeitrehenfit entdeckte beim Ein-Kanal-Moddl die Ubergangsraten noch
unabhdngig vom Signd-Rausch-Verhdtnis, bem Zwe-Kana-Moddl bendtigt er ein SNR
von 4. Zusizlich zu der Tasache, dass die absoluten Werte der Ubergangsraten erheblich
schlechter herausgefunden werden ds bem Ein-Kanal-Moddl, i dso en besseres Sgnd-
Rausch-Verhdtnis erforderlich.

6.2.3. Funf-Zustands-Modelle

Um die Ledungséhigkat be zwe Kanden mit je funf Zusénden zu testen, werden
Zeitreihen mit zwel gleichatigen Kanden des bekannten Finf-Zustands-Modells aus Kapitel
5.4 ausgewertet.

Die Betrachtung von Abbildung 6.5 und Abbildung 6.6, in denen jeweils die Ergebnisse
fur ale acht Ubergangsraten grafisch dargestelt sind, zeigt, dass die Aussagen der einzelnen
Grefiken in ihren wesentlichen Zigen Ubereingimmen. Folglich i es ohne grof3eren
Informationsverlust moglich, sch in der Zahl der Grafiken zu beschranken. Hier und auch bel
den folgenden Auswertungen von Finf-Zustands-Moddlen is die grafische Dargelung der
Ubersichtlichkeit halber auf zwei Ubergangsraten beschrénkt.

Dargestellt sind in der folgenden Abbildung die Ergebnisse fiir die Raten kog und Keg.
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Abbildung 6.10: Ergebnisse des Direkten Zeitreihenfits bei zwei gleichartigen Kanalen mit je
funf Zustanden, Abtastrate 200 kHz, Abknickfrequenz des Besselfilters vierter Ordnung 50 kHz,
SNR 4, A) Sollergebnis Rate k,q=n*2 kHz, n=1...250, B) Sollergebnis Rate k.4=4 kHz. Es wurden
250 simulierte Zeitreihen ausgewertet. Startwerte waren die tatsachlichen Ubergangsraten. Die
Ergebnisse fur beide Ubergangsraten sind aufgetragen gegen die variable Rate Kqgq.

Ebenso wie es schon der Reichweltentest ergeben hat, zeigt Sch auch be den Finf-
Zugands-Moddlen, dass der Direkte Zedtrahenfit schnele Ubergangsraten  erheblich
unterschétzt. Zusétzliche Schwierigkeiten ergeben sich, wenn die Rate Kog sehr klein ist, wenn
dso die Bestzungswahrschenlichkeit der beiden Zusténde sch dak  voneinander
unterscheidet.

Eine St&rke des Direkten Zdtrehenfits bleibt aber unverandert: Die Streuung der
Ergebnisse it gering.
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Abbildung 6.11: Ergebnisse des Betafits fir Filter erster Ordnung bei zwei gleichartigen
Kanalen mit je funf Zustanden, Abtastrate 200 kHz, Abknickfrequenz des Besselfilters erster
Ordnung 50 kHz, SNR 4, A) Sollergebnis Rate kog=n*2 kHz, n=1...250, B) Sollergebnis Rate k.g=4
kHz. Es wurden 250 simulierte Zeitreihen ausgewertet. Startwerte waren die tatsachlichen
Ubergangsraten. Die Ergebnisse fiir beide Ubergangsraten sind aufgetragen gegen die variable
Rate kog.

Die Reaultate des Bedfits ba Zdtrehen mit zwe Kandlen und je funf Zugtéanden
entgprechen denen, die der Betafit auch bel Ein-Kana-Zeitreihen des Finf-Zustands-Moddls
geliefert hat. (dehe Abbildung 6.6). Im Mittd liegen die Ergebnisse in der Néhe der
Sollergebnisse, dlerdings streuen Se stark.

Insgesamt gelt man fedt, dass sch die Leisungdahigkeit des Betefits ba zwel Kanden
eher ehoht, wahrend die des Direkten Zetrahenfits absnkt. Es fragt dch, wie diese
Beobachtung zu erklaren i<

Zunéchgt ig festzuhdten, dass wegen der Gleichartigkeit der beiden Kande die Zahl der
zu fittenden Parameter die gleiche ig wie bam Ein-Kana-Moddl. In diessr Hingcht bieten
Zeitreihen von zwel Kanden dso keine groferen Schwierigkeiten ads solche von enem
Kand.

Der Unterschied zwischen Direktem Zetrehenfit und Betafit liegt in der Art der
Informationsgewinnung. Der entscheidende Schritt beim  Direkten Zeitrehenfit ist  die
Zuordnung der einzelnen Messwerte zu den verschiedenen Zusténden des Markov-Moddls.
Die Zahl moglicher Zugténde dseigt exponentidl mit der Zahl der Kandle an. Damit erhthen
sch die Schwierigkeiten einer korrekten Zuordnung besonders bel schlechtem Signal- Rausch
Verhdtnis betr&chtlich.

De Bedfit hingegen vezichtet auff ene Betrachtung des enzenen Zetpunktes und
bezieht dch dattdessen nur auf die Vertellung der Stromwerte Uber die gesamte Lange der
Zeitreihe. Diese Vetelung hat jedoch enen groferen Informationsgehdt, wenn nicht
zwischen nur zwel Niveaus gewechsdt werden kann, sondern zusétzlich noch Spriinge auf en
drittes Stromniveau maglich snd. Diee zusizlichen Informationen snd es vermutlich, die
dazu fihren, dass der Betefit Zetrethen mit zwei Kandlen besser fittet ds solche mit einem
Kand.



7. Direkter Zeitrethenfit mit
Mehrschrittpradiktion

7.1. Ansatzpunkt

In enem esten Ansatz soll versucht werden, im Direkten Zetrehenfit das Verfahren der
Zuordnung der einzenen Messwerte zu den Zugtdnden des Markov-Moddls zu verbessern.
Dazu s0ll in der Pradiktionsgleichung 4.5 die Tatsache berlcksichtigt werden, dass das in
digitden Daenaufzeichnungsanlagen unvermeidoare  Tiefpassfilter  ener  Anderung  des
Kandgroms immer mit ener gewissen Tréghet folgt. Auf enen Sprung des Kandstroms

reegiet das in der Arbetsgruppe vewendete BesHfilter vierter Ordnung bel  ener
Abknickfrequenz von 50 kHz mit der in Abbildung 7.1 dargestellten Sprungantwort.

1.2
1 A

0.8 /

/

0.4 /
0.2

// A Bessel 4
0 -

t/10e-05s

Abbildung 7.1: Sprungantwort des Besselfilters vierter Ordnung mit einer Abknickfrequenz von
50 kHz.

Den Strom, der taisichlich durch den Kand fligd, miss man am Filterausgang e,
wenn die Sprungantwort abgeklungen ist, dso mit dner Verspdung von ungefshr 2¢10°s.
Be ener Abtadtirate von 200 kHz werden in dieser Zeit 4 Werte abgespeichert. Be jedem
Sprung des Kandstroms hat man dso einige Messwerte am Filterausgang, die zwischen den
Nomina niveaus liegen.
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In Glechung 7.1 ig die Pradiktionsgleichung 4.5 in der Form angegeben, die de fir die
Wahrschenlichkat a(O) des Ein-Kanal-Models mit dem Geschlossen-Zustand C und dem
Offen-Zugtand O annimmt.

a,(0) =a,,(1)Poo fo (Vi) + 8.,(C) Pes T (Vi) (7.1)

In dieser Gleichung wird die Filterantwort Uberhaupt nicht berlickschtigt. Vielmehr wird
von einer durchgehenden Uberéingimmung von tatsichlichem Kanasrom und Stromwert am
Filterausgang ausgegangen. Tasichlich simmen die beden nach einem Zustandswechsd
aber erst dann wieder Uberein, wenn die Flterantwort vollstandig abgeklungen ist.

Soll die Filterantwort in der Prédiktionsgleichung bertickschtigt werden, snd einige
vereinfachende Annahmen unumganglich, wenn der Rechenaufwand nicht zu sehr andeigen
ll. Als erse Néherung erschent es snnvoll, zwe Annahmen zu treffen: 1) Der Kand
wechsdt nur zu den Abtastzetpunkten 2zwischen verschiedenen Zudténden. 2) Die
Filterantwort i en Abtadintervdl nach dem Zudandswechsd zur Hdfte und zwe
Abtadtintervalle spédter vollstandig abgeklungen. Damit  zeichnet man zwar en  dak
vereinfachtes Bild, man i jedoch néher an der Wahrhet, ds wenn man die Filterantwort gar
nicht beriicksichtigt.

Unter diesen Annghmen gibt es im Zwe-Zustands-Modell zwischen den Zeitpunkte k-2
und k nur vier verschiedene Wege, die tatsachlicher Kanasrom und Stromwert am

Filterausgang genommen haben kénnen, wenn der Kand zum Zeitpunkt k im Zugand O igt.
Die folgende Abbildung zeigt diese Wege.

[} (=3
E k] o E b-] o [ ]
4] 4]
k-2 k-1 L L2 L1 i
Zeit Zeit
o o
E ] = E b1 ] n
] 5]
k-2 k-1 L k-2 k-1 k
Zeit Zeit
= Tat<ichlicher Eanaletmom n  Stromearert am Fikeraegine

Abbildung 7.2: Vier verschiedene Méglichkeiten des Verlaufs von tatsachlichem Kanalstrom
und Stromwert am Filterausgang zwischen den Zeitpunkten k2 bis k, wenn der Kanal zum
Zeitpunkt k im O-Zustand ist. Es sind zwei vereinfachende Annahmen getroffen: 1)
Zustandswechsel finden nur zu den Abtastzeitpunkten statt. 2) Die Filterantwort klingt
innerhalb von zwei Abtastzeitpunkten vollstandig ab und befindet sich nach einem Abtastpunkt
genau auf der Mitte Z zwischen altem und neuem Niveau.

Formaler ausgedriickt geht nan aso be einem Sprung von C nach O zwischen (k-1)Dt
und kDt wird zum Zeitpunkt kDt von enem Messwert zwischen dem Nominaniveau Y(C)
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des Zustandes C und dem Nominaniveau Y (O) des Zustandes O aus, und erst zum Zeitpunkt
(k+1)Dt wird der Stromwert Y (O) am Filterausgang angenommen.

Berlickschtigt man dle vier Wege, die der Srom zu den vorangegangen 2zwel
Zeitpunkten genommen haben, kommt man zu folgender Form der Prédiktionsgleichung 7.1

aK (0) = ak-1(0) poo * (fo(Yk-1) folyk) + fz(yk-1) fo(Yk)) + (7.2)
a-1(C)Peo ™ (felYk-1) 2 (Vi) + f2(Yk-1) F2(Yk))

Fur die Wahrscheinlichkelt a(O), dass sich der Kand zum Zeitpunkt KDt im Zustand O
befindet, werden aso die Zetpunkte (k-1)Dt und (k-2)Dt betrachtet, und es wird Uber die vier
verschiedenen Wege aufaddiert, die der Strom saitdem genommen haben kann. Der Zustand
zum Zeitpunkt (k-2)Dt geht in der Form en, dass mit der Vertelung § en Zwischenwert zum
Zeitpunkt  (k-1)Dt  angenommen  wird, wenn zwischen (k-2)Dt und (k-1)Dt en
Zudandswvechsd  dattgefunden hat, bzw. schon vom Nomindniveau des Zudandes zum
Zeitpunkt (k-1)Dt ausgegangen wird, wenn es keinen Wechsd gegeben hat.

Die Vetealung f,, mit der die Zwischenwerte gewichtet werden, i — genau wie die in
Glechung 4.3 angegebenen Vertelungen zur Gewichtung der Messweate — ene
Gaulvertellung. Thr Maximum liegt dlerdings nicht wie dort auf den Nomindniveaus der
Zusgande, sonden genau in  der  Mitte zwischen dem Nomindniveeu Ya des
Ausgangszudandes und dem Nomindniveau Yz des Zidzustandes des Sprungs. Mit einem
Effektivwert des Rauschensvon s; nimmt f, damit die folgende Form an:

1 ay-YA +%(YZ_YA))ZQ
fz(Y)=J— exps

Fir ene Ubeprifung der Ledungsfahigkeit des Direkten Zetreihenfits  mit
Mehrschrittprédiktion  wird e dem Rechwetenr und dem Rauschabhangigkeitstest
unterzogen.

(7.3)

7.2. Rechweitentest

Um das Zetauflosungsvermdgen des Direkten Zetrehenfits mit Mehrschrittprédiktion
beém EinKand-C/O-Moddl festzugdlen, wird der Rechwetentet aus Kapitd 5.2
durchgefiihrt. Die Ergebnisse fir die Ubergangsraten ko und keo zeigt Abbildung 7.3. Zum
Veglech snd auch die Ergebnisse dargestdlt, die der urspringliche Direkte Zetrehenfit fir
die gleichen Moddle liefert.
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Abbildung 7.3: Ergebnisse von Zeitreihenfit mit Mehrschrittpradiktion und urspringlichem
Direkten Zeitreihenfit beim Reichweitentest, Abtastrate 200 kHz, Abknickfrequenz des
Besselfilters vierter Ordnung 50 kHz, SNR 10, A) Sollergebnis Rate k,.=n*1 kHz, B) Sollergebnis
Rate k¢=n*2 kHz. Es wurden 250 simulierte Zeitreihen ausgewertet. Startwerte waren die
tatsachlichen Ubergangsraten.

Solange die schnellere Ubergangsrate ke 200 kHz nicht Uberschreitet, liegen die
Ergebnisse mit Mehrschrittprédiktion  deutlich ndher bel den Sollergebnissen  ds  die
Ergebnisse des urgpriinglichen Vefahrens, mit dem man durchgehend zu niedrige Ergebnisse
ghdt. Be shndleren  Ubergangsraten  entfernen  sich auch  die  Ergebnisse  mit
Mehrschrittprédiktion von den Sollergebnissen und liegen dann wesentlich zu hoch.

Eine deutlichere Verbesserung erzidt man mit dem neuen Vefdren, wenn die beiden
Zugénde des Ein-Kand-C/O-Moddls sehr  unterschiedliche Besetzungswahrscheinlichkeiten
haben. Um dieses zu zeigen, werden diein Abbildung 7.4 dargestellten Modedlle gefittet.

n* 2kHz

Kl

1kHz

Abbildung 7.4: Ein-Kanal-C/O-Modelle des Reichweitentests (n=1...250).

Abgesehen davon, dass die Rate koc nun immer den Wert 1 kHz hat, entsprechen die
Bedingungen dem Rechwetentest. Die Ergebnisse, die urspriinglicher Direkter Zetrehenfit
und Direkter Zeitreihenfit mit Mehrschrittpradiktion be den in Abbildung 7.4 dargestelten
Moddlen liefern, zeigt Abbildung 7.5.
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Abbildung 7.5: Ergebnisse von Zeitreihenfit mit Mehrschrittpradiktion und urspringlichem
Direkten Zeitreihenfit beim Reichweitentest, Abtastrate 200 kHz, Abknickfrequenz des
Besselfilters vierter Ordnung 50 kHz, SNR 10, A) Sollergebnis Rate k,,=1 kHz, B) Sollergebnis
Rate k,c=n*2 kHz. Es wurden jeweils 250 simulierte Zeitreihen von den Modellen aus Abbildung
7.4 ausgewertet. Startwerte waren die tatséchlichen Ubergangsraten. Die Ergebnisse fir beide
Ubergangsraten sind aufgetragen gegen die variable Rate Kqc.

Die Ergebnisse mit Mehrschrittpradiktion fir ko decken dch im gesamten Bereich
praktisch mit den Sollergebnissen. Rate ke, it deswegen schwierig fur die Ftverfahren zu
entdecken, weill wegen der geringen Besetzungswahrscheinlichkeit des C-Zustandes nur sehr
wenige Messwerte im Bereich des Nomindniveaus des C-Zugtandes liegen. Trotzdem
weichen die Ergebnisse des Zedtrehenfits mit Mehrschrittprédiktion fir ke, nie um mehr ds
25% von den Sollergebnissen ab.

Der urspringliche Direkte Zeitrehenfit hingegen liefet sowohl fir ke, ds auch fir Koc
durchgehend zu niedrige Ergebnisse. Bisher kann man dso durchaus von ener Verbesserung
sprechen, die man mit der Mehrschrittprédiktion im Vergleich zur Einschrittprédiktion erzielt.

Alle Zetrehen, die in diessm Abschnitt gefittet wurden, hatten aber ein Signd-Rausch
Verhdtnis von 10 und befanden sich damit am oberen Rand dessen, was be tatiséchlichen
Messungen  erecht werden kan.  Schwéchen zegt  de Zdtrehenfit  mit
Mehrschrittpradiktion, wenn e die Ubergangsraten aus Zeitrdhen mit schlechteren SNR
gewinnen soll, wie der folgende Rauschabhéangigketstest zeigt.

7.3. Rauschabhangigkeitstest

Mittels des in Kapitd 5.3 beschriebenen Rauschabhdngigketsests soll herausgefunden
werden, wie sghr dch die Ergebnise eines Fitverfahrens verschlechtern, wenn das Signal-
Rausch-Verhdtnis schlechter wird. Von den beiden in Abbildung 5.2 dargestellten Moddlen
wird hier nur das Moddl mit den langsamen Ubergangsraten von 5 kHz und 10 kHz gefittet.
Ein Fitten des andeen Moddls hdte wenig Snn, wel de Zdatreghenfit mit
Mehrschrittprédiktion bei Ubergangsraten von koc=200 kHz und k=400 kHz schon bei
gutem Sgnd-Rausch-Verhdtnis fenab von den Sollergebnissen liegt, wie Abbildung 7.3
zdagt.

Die Ergebnisse, die mit Einschritt- und Mehrschrittpradiktion erreicht werden, sdlt die
folgende Abbildung dar.
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Abbildung 7.6: Ergebnisse von Zeitreihenfit mit Mehrschrittpradiktion und urspringlichem
Direkten Zeitreihenfit beim Rauschabhéangigkeitstest, Abtastrate 200 kHz, Abknickfrequenz des
Besselfilters vierter Ordnung 50 kHz, A) Sollergebnis Rate k=5 kHz, B) Sollergebnis Rate
keo=10 kHz. Startwerte waren die tatsachlichen Ubergangsraten.

Erwlnscht sind Ergebnisse, wie se der urspringliche Direkte Zetrehenfit liefert. Fr
beide Raen zegen de keine Abhdngigkeit vom Signd-Rausch-Verhdtnis und gimmen
dartiber hinaus sehr exakt mit den Sollergebnissen Uberein.

Die Resultate des Direkten Zeitreihenfits mit Mehrschrittpradiktion liegen dagegen erst
ab enem Sgnd-Rausch-Verhdtnis von 8 in der Nahe der Sollergebnisse. Bel schlechterem
SNR erhélt man zu hohe Ubergangsraten al's Ergebnis.

Eine deat ausyepragte Abhdngigket vom Sgnd-Rausch-Vehdtnis ig  fur die
Auswertung echter Messehen nicht hinnehmbar. Aufnéhmen mit gutem Signd-Rausch
Verhdtnis zu erreichen, gelt eines der Hauptprobleme bel Patch- Clamp-Messungen dar. Eine
Modifiketion des Direkten Zatrehenfits, die dazu fuhrt, dass die Anforderungen an das
Sgna-Rausch-Verhdtnis schon be so kleinen Ubergangsraten  erheblich  angteigen, it
folglich sdbst dann ds Veschlechterung zu bewerten, wenn sch die Ftergebnisse in
Teilbereichen verbessearn. Der Ansatz, den Direkten Zeitreihenfit dadurch zu verbessern, dass
be der Messwertprédiktion mehrere zuriickliegende Messpunkte berticksichtigt werden, wird
deswegen an dieser Stelle verworfen.

Dea Grund fur das Schetern des Zetrehenfits mit Mehrschrittpradiktion bel schiechtem
Sgnd-Rausch-Verhdltnis liegt vermutlich darin, dass die Pradiktionsgleichung 7.2 durch die
Vertelungen f,(y) den Messwerten zwischen den Nominadniveaus der Zustdnde mit erhthter
Wahrschenlichkeit einen Zustandswechsd zuordnet. Wenn aber bel einem schlechten Signd-
Rausch-Verhdtnis schon dlein durch das Rauschen vide Messwete zwischen den
Nominaniveaus liegen, wird fir zu vide Zetpunkte ein Zustandswechsd angenommen und
man erhdt im Ergebnis zu hohe Ubergangsraten. Dies ist genau die Beobachtung, die man in
Abbildung 7.6 macht.

Waterhin liegt man zwar mit der Annahme enes Zwischenwertes am Filterausgang bel
jedem Zusandswechsd ndher an der Wirklichkeit, ds wenn man ausschliefdich von Werten
auf den Nomindniveaus ausgeht, von den tatsichlichen Begebenheten i man aber immer
noch wet entfent. De Kand i ndmlich nicht auf Zudsandswechss zu den
Abtastzeitpunkten beschrankt, sondern er kann auch zwischen den Abtastzeitpunkten beliebig
ot hinr und hewechsdn. Diesss g &de dne Moglichket, die mit ener
Mehrschrittpradiktion nicht nachgebildet werden kann.
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8.1. Ansatzpunkt

Nachdem die Vebessrung des Direkten Zetrehenfits mit Hilfe ener
Mehrschrittprédiktion nicht gelungen i, richtet Sch das Augenmerk nun auf den Betdfit. Der
Betafit id, wie in Kagptd 6 gezeigt, bessyr gedgnet flir die Auswertung schneler
Ubergangsraten ds  der  Direkte  Zdtrahenfit, wedl die  Abwechung  des
Amplitudenhistogramms von der Normavertellung je grofer id, desto mehr Schdtereignisse
dattfinden. Allerdings i das Vefahren von Riener (1998) auf Filter erster Ordnung
beschrankt und damit vorwiegend von akademischem Interesse. In Aufzechnungsanlagen
werden namlich wegen des giinstigeren Frequenzganges (steiler Ubergang vom Durchlass- in
den Dampfungsbereich) Filter htherer Ordnung verwendet.

Zid diesss Kapitds i es, enen Erweterten Betefit fur Flter hoherer Ordnung zu
entwickeln.

Bisher konnen nur Amplitudenhigogramme von Filtern erser Ordnung mit Hilfe der
Theorie der Betavertellungen berechnet werden (Riefdner, 1994, 1998). Eine Erweiterung
dieser Theorie auf Filter héherer Ordnung it nicht ohne welteres moglich, well sch nur Flter
erster Ordnung einfach al's Markov- Prozess darstellen lassen.

Um die Theorie der Betavertellungen von Fltern erser Ordnung dennoch auf Filter
hoherer Ordnung anwenden zu konnen, hat Yelen (1984) enen Skaierungsfaktor fur die
Abknickfrequenz des Filters erster Ordnung eingefihrt. Mit diesem Skalierungsfaktor kann
aber nur unter sehr  eng begrenzten  Voraussetzungen  ene  Anndherung  der
Amplitudenhigogramme eracht werden. Im dlgemenen haben die Amplitudenhisogramme
von Flten hoherer Ordnung eine eigene charakteristische Form, die sch der Anndherung
mittels Korrekturfaktoren entzient (Harlfinger, 2000). Es i deswegen nicht moglich, den
Anwendungsbereich des bisherigen Betafits mit Hilfe von Korrekturfektoren auf  Fiter
hoherer Ordnung zu erweltern.

Der Weg, der hier verfolgt werden soll, besteht darin, die Amplitudenhistogramme durch
Smulation zu besimmen. Oben (in Kapitd 5.1) wurde das in der Arbeitsgruppe vorhandene
Programnm zur Smulation von Zetrahen beschrieben. Aus ene Imulieten Zetrehe kann
das Amplitudenhisogramnm durch Abzdhlen gewonnen werden (Sehe Kapitd 4.3). Eine
deratige Betimmung des Amplitudenhigogramms durch Smulation nimmt im Vergleich zur
andytischen Berechnung einer Betavertellung en Vidfaches an Rechenzat in Anspruch. Der
Fortschritt der Rechnergeschwindigkeit in den letzten Jahren last den Weg inzwischen
dennoch gangbar erscheinen.
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8.2. Simulation des Amplitudenhistogramms

8.2.1. Einzelkanal

Den Auggangspunkt fir die Smulaion der Amplitudenhistogramme bildet das in Kapitel
5.1 beschriebene Programm zur Zetrehenamulation. Dieses wird hier verwendet, um die
unverrauschte Zetrehe enes enzednen Kands zu erzeugen. Durch Abzéhlen gewinnt man
daraus das Amplitudenhistogramm A; -k ana des unverrauschten Einzelkands.

Andes ds be der normden Zetrehenamulation Séren im  Betdfit jedoch die
datigischen Abwechungen, die aus der Vewendung von Zufdlszahlen resultieren. Diese
Zufdlszahlen bewirken, dass man — sdbs be rauschfreden Zetrehen — ba mehrmaigem
Smulieren des glechen Moddls jewels unterschiedliche Zetrehen und damit leicht
vonenander aweichende Amplitudenhisogramme erhdt. Es exidiet kein exaktes Minimum
der Abweichung zwischen gemessenem und smulietem  Amplitudenhigogramm, was dazu
fihrt, dass der Ftagorithmus nicht dcher konvergiet. Zid i es deswegen, diee
datigtischen Abweichungen so weit wie moglich zu diminieren.

In dem Smulationsagorithmus (Sehe Kapitd 5.1) werden zwe Zufdiszahlen mp und np
verwendet. Aus iy wird die Lange des Aufenthdts im aktudlen Zustand bestimmt, aus i der
Zidzusand des néchgen Sprungs gewonnen. Den grolden Einfluss auf die Form des
Amplitudenhisogramms hat m. Die Bestimmung de Aufenthdtdéngen mit Hilfe von
Zufdlszahlen bewirkt es namlich, dass bel ener vorgegebenen Lange der Zetrehe die Zahl
der Springe be ansonden exakt gleichen Voraussetzungen erheblich vaiiert. So kdnnen in
giner sSmulieten Zetrelhe, in der bei  vorgegebener Lange und  Ubergangsraten
durchschnittlich 1000 Springe dattfinden sollten, bel der ersten Simulation nur 950 Spriinge
dattgefunden haben und in der néchsten 1050. Gerade die Anzahl der Springe it aber
maligeblich fir die Form des Amplitudenhisogramms, da nur durch Springe Messwerte
zwischen den Nominaniveaus erzeugt werden.

Das Smuldtionsprogranm i deswegen dahingehend abzuwandeln, dass be
mehrmaigem Erzeugen von Zetrehen enes betimmten Makov-Moddls immer die gleiche
Anzehl von Spriingen smuliert wird. Dazu wird zundchst aus der Matrix der Ubergangsraten
des Markov-Moddls die Zahl der Spriinge zwischen den einzenen Zugténden bestimmt. Die
Zahl der Springe S vom Zudand i in den Zustand j berechnet sich as Produkt aus der
Ubergangsrate kij, der Besetzungswahrscheinlichkeit ri des Zustandes i und der Gesamtlange
T der Zeitreihe:

S =k *r *T GE

1j ij

Die Anzahl der Aufenthdte N; im Zudtand j it gleich der Summe Uber dle Springe mit
dem Zielzugand j:

@)
N =a S (82)

Die Aufenthatdéangen t, dieser N; Aufenthdte im Zugtand j lassen sch aus der Verteilung
der Aufenthdtdangen (sehe Gleichung 5.1) gewinnen. Esgilt:

T=t,  (N=0.N)) 8.3)
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Mit Hilfe diessr Gleichungen konnen aus der Ubergangsmatrix sowohl die Anzahl der
Spriinge ads auch die Aufenthatdangen in den Zustdnden bestimmt werden.

Ganz ohne Zufdlszahlen kommt man dennoch nicht aus Simuldionen haben néamlich
gezeigt, dass die Form des Amplitudenhistogramms auch davon beanflusst wird, in welcher
Abfolge kurze und lange Aufenthdte aufeinanderfolgen. Die Bestimmung der Rehenfolge
der Aufenthdtdangen efolgt deswegen weterhin mit Hilfe ener Zufdlszahl. Die von dieser
Zufdlszahl verursachte Variabilitdt der Amplitudenhisgogramme i aber s0 gering, dass die
Konvergenz des Fitagorithmus nicht mehr beaintréchtigt wird.

8.2.2. Mehrere Kanale

Fir den Erweterten Betafit i es ausreichend, das unverrauschte Amplitudenhistogramm
des Einzekands zu dmulieren. Das Higogranm mehrerer Kande sowie die verrauschte
Vertellung kdrnnen daraus mit Hilfe von Fatungsintegralen gewonnen werden.

Zunéchg ig der Schritt von der unverrauschten Vertalung des Einzdkands auf die
unverrauschte Vertellung mehrerer Kande zu vollzienen. Dies geschient durch Fdtung der
aus der Smulaion bekannten unverauschten Vertelung Aikana des  unverrauschten
Einzdkands mit dch sdbs. Durch die ede Fdtung ehdt man das unverauschte
Amplitudenhisogramm Aok ana €ner Zetreihe von zwe Kandlen:

AZ- Kanal (I ) = G& Kanal (U)* A& Kanal (I - U)dU (8-4)

Durch wetere Fdtungen der s0 erzeugten Vertalung mit Aj.xana kann sukzessve das
unverrauschte Amplitudenhistogramm Ak anal €ner Zatrethe mit n Kanden erzeugt werden.

8.2.3. Rauschen

Vom tasschlichen  Amplitudenhistogramm  Agesamt  Unterscheidet  sich Apkana NOCh
dadurch, dass der Einfluss des Rauschens nicht beriickschtigt ist. In dieser Arbeit wird
durchgéngig von der verenfachenden Annahme ausgegangen, dass die Aufnahmegpparatur
en weles Rauschen erzeuge, in dem dle Frequenzen in glecher Intengtdt enthdten sind.
Weil3es Rauschen hat auf die Vertelung der Stromwerte den gleichen Effekt, wie die Fatung
mit einer Gaulvertellung. Be enem Effektivwert des Rauschens von s ehdt maen das
Amplitudenhistogramm Agesamt a0 durch:

2

u

ex? (85

1
2ps

P (1) = (O (W) * RO - W)U it R(u) =

Tatsachlich entsteht bel Patch-Clamp-Messungen jedoch blaues Rauschen, bei dem die
Intensitét mit der Frequenz andeigt. Diese Tasache soll kurz anhand der  bekannten
Verséarkungsforme des gegengekoppelten Operationsverstérkers (z.B. Tietze und Schenk,
1971) eklat werden. Die Eingangsspannung Ue — hier das Rauschen der Emitter-Bass-
Strecke des esten Trandstors — wird be  bekanntem Eingangswiderstand R. und
Ausgangswiderstand R, folgendermal3en zur Ausgangsspannung U, verstérkt:

Ua: &-{-Reue
R,

(8.6)



Kapitel 8: Betafit fur Filter héherer Ordnung 49

Be Patch-Clanp-Messungen besteht der Eingangswidersand hauptséchlich aus dem
durch die Kapazitt C der Pipette bestimmten Widerstand Re=1/jwC (Hask, 2000). Die
Vergérkerformd 8.6 nimmt fUr grole Frequenzen w folgende Form an:

_ R +1/jwC
- 1/ jwC

U, » jwRC*U, (8.7)

Das wel¥e Rauschen der Eingangsstufe des Operaionsversddrkers wird folglich
proportional der Frequenz w verstérkt und ergibt im Ausgangssgnd blaues Rauschen.

Fir den Zweck dieser Arbeit it es dennoch sinnvall, von weil3em Rauschen auszugehen,
well auf diese Weise die Aussagen Uber die Leisungdahigket verschiedener Ftverfahren
besser verglichen werden kénnen.

8.3. Lestungsfahigkeit bel Ein-K anal-Zeitreihen

8.3.1. Reichweitentest

Die Ladungsféhigkat des Erweterten Betefits zu bestimmen, i das Thema fir den
Rest dieses Kapitels. Alle vom Erwelterten Betafit ausgewerteten Zeitrehen snd gefiltert mit
enem BesHfilter vieter Ordnung, der auch fir die Messaufnahmen der Arbetsgruppe
verwendet wird.

Als Veglechanastab snd zusitzlich jewels auch die Ergebnisse des bisherigen
Bedfits fir Flter erster Ordnung dargestellt. Bis auf die Tatsache, dass die von letzterem
Vefahren ausgewerteten Zeitrelhen mit enem Filter erster Ordnung gefiltert sind, sind die
Parameter der ausgewerteten Zeitrethen gleich.

Aussagen Uber das Zetauflosungsvermdgen bel gutem Signd-Rausch-Verhdtnis liefert
wie auch schon in den vorherigen Kapitdn der Reichweitentest aus Kapitel 5.2. Abbildung
8.1 zeigt die Ergebnise des Erweteten Betdfits im Verglech mit den Ergebnissen des
bisherigen Verfahrens erster Ordnung.
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Abbildung 8.1: Ergebnisse von bisherigem und Erweitertem Betafit beim Reichweitentest,
Abtastrate 200 kHz, Abknickfrequenz des Besselfilters erster bzw. vierter Ordnung 50 kHz, SNR
10, A) Sollergebnis Rate k=n*1 kHz, B) Sollergebnis Rate k,=n*2 kHz, n=1...250. Es wurden
250 simulierte Zeitreihen ausgewertet. Startwerte waren die tatsédchlichen Ubergangsraten.

Wie ehofft simmen die Ergebnise von Erwetertem und bisherigem Betefit exakt
Uberein. Eine Abweichung von den Sollergebnissen ist praktisch nicht zu erkennen.
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8.3.2. Rauschabhéngigkeitstest

Erwartungsgemd nehmen genau wie bem bisherigen auch beim Erweterten Beafit die
Schwierigkeiten zu, wenn das Signa-Rausch-Verhditnis schlechter wird. In der folgenden
Abbildung snd die Ergebnisse beder Vefaren bem in Kapitd 5.3 beschriebenen
Rauschabhéngigkeltstest dargestellt.
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Abbildung 8.2: Ergebnisse  von bisherigem und Erweitertem Betafit beim
Rauschabhangigkeitstest, Abtastrate 200 kHz, Abknickfrequenz des Besselfilters erster bzw.
vierter Ordnung 50 kHz, A) Sollergebnis Rate k=5 kHz, B) Sollergebnis Rate k,=10 kHz. Es
wurden 170 simulierte Zeitreihen ausgewertet. Startwerte waren die tatsachlichen
Ubergangsraten.
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Abbildung 8.3: Ergebnisse  von bisherigem und Erweitertem Betafit beim
Rauschabhangigkeitstest, Abtastrate 200 kHz, Abknickfrequenz des Besselfilters erster bzw.
vierter Ordnung 50 kHz, A) Sollergebnis Rate k,.,=200 kHz, B) Sollergebnis Rate k,,=400 kHz. Es
wurden 170 simulierte Zeitreihen ausgewertet. Startwerte waren die tatsachlichen
Ubergangsraten.
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Bei den schndlen Ubergangsraten von 200/400 kHz zeigt sich kein Unterschied
zwischen den Ergebnissen von Erwetetem Betafit und Betefit fur Filter erster Ordnung.
Beide Vefdren erkennen die Raen prézise, sofern das Signd-Rausch-Verhdtnis besser ds
vir id. Be schlechterem Signa-Rausch-Verhdtnis werden zu groRe  Ubergangsraten
angenommen. Die charakterigische Form des Amplitudenhistogramms i dann  nahezu
vollsténdig vom Rauschen Uberlagert.

Auch die langsamen Ubergangsraten von 5/10 kHz werden von beiden Verfahren je
besser erkannt desto grolRer das Signd-Rausch-Verhdtnis i, Allerdings liegen hier die
Ergebnisse des eweiterten Verfahrens durchgangig ndher an den Sollergebnissen as die des
bisherigen Betéfits.

Diese Beobachtung erklét sch vermutlich durch den unterschiedlichen Einfluss der
beden Filter auf das Amplitudenhisogranm. Das BesHdfilter erder Ordnung bewirkt
vorwiegend ene Vebreterung der Pesks auf den tatséchlichen Stromniveaus, wéahrend das
Besdfilter vierter Ordnung eher eine Konzentration von Stromwerten in der Mitte zwischen
beiden Niveaus zur Folge hat, wie die folgende Abbildung zeigt. Der besseren
Anschaulichkelt wegen is der Effekt hier ba im Vergleich zur Abknickfrequenz schnellen
Ubergangsraten dargestellt.  In vermindetem  Ausmald  tritt er auch bd  langsamen
Ubergangsraten auf.

B Vierter Ordnung

Erster Ordnung

_ \ N // 100 kHz

w

C I/pA @]

Abbildung 8.4: Vergleich der Amplitudenhistogramme von Besselfilter erster und vierter
Ordnung. Simuliert wurden zwei rauschfreie Zeitreihen des rechts dargestellten Zwei-
Zustands-Modells. Abtastrate 100 kHz, Abknickfrequenz des Besselfilters erster bzw. vierter
Ordnung 20 kHz.

Damit hat das Amplitudenhisogramm des Filters vierter Ordnung ene charakteristische
Form, die auch be klenen Ubergangsraten und schlechtem Signal-Rausch-Verhdtnis ein
Erkennen der Ubergangsraten noch ermoglicht.

Ein weterer Effekt, der zur groleren Unempfindlichkeit gegenlber dem Signa-Rausch
Verhdtnis betragen dirfte, it der, dass die BesHfilter hoherer Ordnung einen grofReren
Antell des hochfrequenten Rauschens vernichten.
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8.3.3. Funf-Zustands-Modell

Dieser Abschnitt soll zeigen, was der Erwelterte Betafit beim Finf-Zustands-Moddl zu
leigen in der Lage ist. Dazu werden wieder die bekannten Modelle aus Abbildung 5.4 gefittet,
be| denen kog in 250 Schritten von 2 kHz auf 500 kHz erhoht werden, wahrend die anderen
Ubergangsraten bel den dort angegebenen Werten konstant gehdten werden. Startwerte fir
den Fit Sind wie immer die tatsichlichen Ubergangsraten.

Abbildung 8.5.A zeigt die Ergebnisse flr Kog. Exemplarisch fur die kongtanten Raten sind
in Abbildung 8.5.B die Ergebnisse fur kg dargestellt. Andoge Beobachtungen lassen sich bel
den Ubrigen kongtanten Raten ebenfalls machen.
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Abbildung 8.5: Ergebnisse des Erweiterten Betafits beim Finf-Zustands-Modell, Abtastrate 200
kHz, Abknickfrequenz des Besselfilters vierter Ordnung 50 kHz, SNR 4, A) Sollergebnis Rate
Kog=n*2 kHz, n=1...250, B) Sollergebnis Rate kyg=4 kHz. Es wurden 250 simulierte Zeitreihen
ausgewertet. Startwerte waren die tatsachlichen Ubergangsraten. Die Ergebnisse flur beide
Ubergangsraten sind aufgetragen gegen die variable Rate Kog.

Bede Raen werden im Mittd etwas zu niedrig geschétzt, und die Ergebnisse dreuen
saker ds bem Zwe-Zugands-Moddl. Dies simmt Uberein mit den Resultaten, die der
bisherige Betafit be mit Fltern erser Ordnung gefilterten Zetreihen des Finf-Zustands-
Moddls gdiefert hat (Sehe Abbildung 6.6).
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8.4.

Auch be Zetrehen von zwe Kanden erecht der Erwetete Betdfit die
Legungsfanigkeit des bisherigen Betdfits fur Flter erster Ordnung. Auf eine Dargtellung der
Ergebnisse be Rechweatentex und Rauschabhdngigkeitsest wird hier verzichtet und
dattdessen auf die Abbildungen 6.7 — 6.9 verwiesen, die die Ergebnisse des bisherigen
Betefits zeigen.

Wegen der groferen Praxigdevanz nicht verzichtet wird auf die Dagelung der
Ergebnisse be zwe gleichartigen Kanden von den Finf- Zustands-Model len aus Kapitel 5.4.

L eistungsfahigkeit bei Zwei-Kanal-Zeitrethen
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Abbildung 8.6: Ergebnisse des Erweiterten Betafits bei zwei gleichartigen Kanélen mit je funf
Zustanden, Abtastrate 200 kHz, Abknickfrequenz des Besselfilters vierter Ordnung 50 kHz, SNR
4, A) Sollergebnis Rate k,q=n*2 kHz, n=1...250, B) Sollergebnis Rate k,g=4 kHz. Es wurden 250
simulierte Zeitreihen ausgewertet. Startwerte waren die tatsachlichen Ubergangsraten. Die
Ergebnisse fiur beide Ubergangsraten sind aufgetragen gegen die variable Rate Kqgq.

Es zagt sch das bekannte Bild. Die Ergebnisse streuen deutlich, treffen aber im Mittel
recht genau die tatsichlichen Ubergangsraten.

Inggesamt i der neu eingeflhrte Betafit fir Flter hoherer Ordnung damit genauso
leisungsfahig wie der bisherige Betdfit be mit Filtern erser Ordnung gefilterten Zetreihen.
Die Einfihrung eines Erwelterten Betafits fur Filter hdherer Ordnung ist dso gelungen.

Da mit dem Erweterten Betafit mit beiebigen Fltern erzeugte Amplitudenhistogramme
angefittet werden konnen, das Lestungsspektrum des bisherigen Verfahrens fur Filter erder
Ordnung dso vallgandig in dem neuen Vefahren enthdten is, wird das erweterte Verfdren
im folgenden dlgemein ds Betdfit bezeichnet.

Zu beachten ist, dass der Betafit grundsdtzlich Messreihen von hoher Quditét erfordert.
So fuhrt besiidswvese bedts ene lechte Drift in der Aufnehme mit der daraus
resultierenden Vefdschung des Amplitudenhisogramms dazu, dass en exaktes Anfitten des
Amplitudenhigogramms unmdglich wird. Waeiterhin i ene sghr exakte Besimmung des
Sgnd-Rausch-Verhdtnisses  eforderlich. Auch eine Fehlenschédzung des Signd-Rausch
Verhdtnisses verhindert das exakte Anfitten des Amplitudenhisogramms. Es ig aus diesen
Grinden immer eforderlich, mittddls Simulation zu Uberpriifen, ob das mit dem gefitteten
Markov-Moddl erzeugte Amplitudenhigogramm mit dem gemessenen  Uberengimmit.



9. Joint-Fit-Strategie

9.1. Ansatzpunkt

Mit dem Direkten Zetrehenfit und dem neuen Betafit fir Flter hoherer Ordnung
exigieren zwe Vefdwren zur Auswetung von Paich-Clamp-Messungen, die  sehr
unterschiedliche Stérken und Schwéchen haben. Der Direkte Zeitrehenfit erkennt langsame
Ubergangsraten  und it unempfindlicher gegeniber ener Verschlechterung des  Signal-
Rausch-Verhdlitnisses. Der Betafit dagegen it besonders geeignet fur die Detektion schnellen
Schdtens. Zid i es nun, den Direkten Zeitrehenfit und den Betafit zu einem Vefahren zu
veeschmdzen in de Hoffrung, auf diese Wese die Vortele beder Vefaren zu
kombinieren.

Bem Direkten Zeitrahenfit werden die Ubergangsraten so vaiiert, dass eine moglichst
groe Ubereingimmung mit der Zeitreihe erzeugt wird, wahrend das Amplitudenhistogramm
Uberhaupt nicht beachtet wird. Der Betafit dagegen zet ausschliedich auf das
Amplitudenhigogramm ab und |8sst die Zeitrehe beisate liegen. Werden nun mit Hilfe einer
sogenannten  Joint-FHt-Srategie . Amplitudenhigogramm  und  Zetrehe glechzatig angefittet,
ig es zu ewarten, dass diese Verbreiterung der Informationsgrundiage zu einer Verbesserung
der Ergebnisse flhrt.

Umgesetzt wird diese Idee auf folgende Weise. Im Direkten Zeitreihenfit wird die
Likdihood L aus Gleichung 4.8 maximiet. Der Bedfit hingegen minimiet die mittds enes
c2-Tests festgestellte Abweichung von gemessenem und smulietem  Amplitudenhistogramm.
Im Joint- FHt-Verfahren soll der Quotient dieser beiden Werte minimiert werden:

2

C—® Min. (9.1)
L

Da L zum Tel sehr groRe Werte annimmt, wird in der Praxis der natrliche Logarithmus
des Quotienten betrachtet :

2
In(CT):InCZ- InL® Min. 9.2)

Zwischen dem natirlichen Logarithmus von ¢? und dem natiirlichen Logarithmus von L
liegen mehrere  Groenordnungen.  Um  Scherzugtdlen, dass das  Anfitten  des
Amplitudenhigogramms  gegeniiber dem Anfitten der Zetrehe nicht vollig bedeutungdos
bleibt, muss In(c?) gegeniber In(L) hoher gewichtet werden. Dies geschient durch die
EinflUhrung enes Gewichtungsfaktors g

g Inc2- InL® Min. (9.3)
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Da die andytische Bestimmung eines Idedwertes fir g nicht moglich erscheint, muss en
geagneter Wert auf empirischem Wege gefunden werden.

9.2. Gewichtungsfaktor

Das Zid ig es, den Gewichtungsfektor so zu bestimmen, dass Betafit und Direkter
Zeitrehenfit enen glech daken Einfluss auf das Ergebnis haben. Damit is sSchergestdlt,
dass das gefittete Markov-Moddl weder zur Zetrehe noch zum Amplitudenhisgogramm in
Widerspruch stett.

Das Joint-Ht-Vefadren mit enem Gewichtungsfektor von g=0 entspricht genau dem
Direkten Zetrehenfit, wahrend en sehr groller Wet fir g das Joint-Ht-Vefaren zum
Betafit werden lésst. Welcher Wert fir g zwischen diesen beiden Extremen dazu fihrt, dass
Amplitudenhigogranm und  Zetrehe im  Joint-Ht-Vefaren in  geche  Gewichiung
berticks chtigt werden, findet man durch eine Intervallschachtelung heraus.

Man testet dazu das Joint-Ft-Vefahren besiidswveise anhand der Finf-Zustands
Moddle aus Abbildung 54 mit enem bediebigen Gewichtungdektor ¢ Da es
unwahrscheinlich ig, mit diesr zufdligen Wahl von g1 sofort den richtigen Faktor gefunden
zu haben, wird entweder der Zetrehenfit oder der Betefit Ubergewichtet sein. Ist — wie es hier
beispidhaft angenommen werden <0ll — der Bedfit zu dak gewichtet, simmen die
Ergebnisse des Joint-Ft-Vefarens mit denen des Betdfits (vgl. Abbildung 8.5) Uberein. In
gnem zweten Schritt wahit man enen wesentlichen kleineren Gewichtungdfaktor @ derart,
dass nun der Direkte Zetrehenfit Ubergewichtet is. Die Ergebnisse des Joint-FHt-Verfahrens
dimmen dann mit denen des Direkten Zetreihenfits (Abbildung 6.5) Uberein. Im Interval
zwischen g1 und @ exidiert ein Wert g, bei dem Betefit und Direkter Zeitreihenfit gleich stark
gewichtet and. Diesem Wert fir g néhert man Sch iterdiv an:

1
gn = gn—l +E(gn— 2 gn-l) (94)

Entweder mit g,., oder mit g,.» bildet g, erneut en Intervdl, an dessen einem Ende der
Betafit und an dessen anderem Ende der Direkte Zetrehenfit Ubergewichtet ist. Dieses
Interval i Ausgangspunkt fir den néchgen Schritt der Intervdlschechtdlung. In der
Gesamtschau der im Laufe diesr Arbet durchgefUhrten Simulationen e'wels es dch ds
ausreichend, den Gewichtungsfektor auf 10 % genau zu bestimmen, well eine Fortfihrung der
Intervallschachtdlung  nur - noch  geingen  Einfluss  auf  die  Ftergebnisse  hat.
Abbruchbedingung fir die Intervalschachtelung ist dso:

|gn - gn—l| < 0’1* gn (95)

Ein dlgemanglltiger Gewichtungsfektor, der fur dle Markov-Modele gleichermaien
gilt, exidiert nicht. Der idedle Wert fir g variiet vidmehr mit der Anzahl der Zusténde des
Markov-Moddls sowie mit der Anzahl der Kande Dies d€lt in der Praxis jedoch keine
bedeutende Einschrénkung dar, well noch grof3e Bereiche verbleben, die mit enem
enhatlichen Gewichtungsfaktor abgedeckt werden konnen. Sollen beispidsveise Zeitreihen
des K*-Kands von Chara ausgewertet werden, wird immer ein Makov-Moddl mit finf
Zusténden zugrunde gelegt. Da es in der Regd vermieden wird, Zetreihen mit mehr ds zwel
Kanden auszuwerten, bendtigt man nur je einen Gewichtungsfaktor fur Ein-Kanal-Zetreihen
und enen fir Zwei-Kanal-Zetreihen.

Abhangig ist der Gewichtungsfaktor ferner von der Lange der Zeitreihe c? ist namlich
von der Lange unabhdngig, wahrend In(L) proportional mit ihr wachst. Dies sdlt jedoch kein
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Problem dar, well die Lange der Zetrehe mittels eines Eichfaktors direkt im Programmcode
berlicks chtigt werden kann.

9.3. Lestungsfahigkeit bel Ein-K anal-Zeitreihen

9.3.1. Reichweitentest

Ba de itediven Bestimmung des Gewichtungsfaktors g im Reichwetentes gdlt Sch
das Problem, dass die Ergebnisse des Betafits die Sollergebnisse so prézise treffen, dass eine
wetere  Verbesserung  nicht mehr  moglich i, Es i deswegen schwierig, ene
Ubergewichtung des Betdfits festzuddlen. Das Zid ist vidmehr bereits dann ereicht, wenn
das Joint- Ht-Verfahren im Reichweltentest genauso gute Ergebnisse lifert wie der Betefit.

Die Bestimmung von g bem Zwe-Zusands-Moddl wird deswegen nicht auf den
Reichwetentest beschrankt, sondern es wird glachzatig der Rauschabhdngigketsest
enbezogen. De Gewichtungsfaktor ist dann ided, wenn das Joint-Ft-Vefahren bem
Reichweitente s0 gute Ergebnisse ligfert wie der Betafit und gleichzeitig gegentber ener
Verschlechterung des Signa-Rausch-Verhdtnisses so  unempfindlich i wie der Direkte
Zatreihenfit.

Unter Bertickschtigung von sowohl Reichweiten ds auch Rauschabhéangigketstest fihrt
die soeben beschriebene Intervalschachtelung zu enem Gewichtungsfaktor von g=5000 fir
das Ein-Kana-Zetreihen des Zwei- Zustands-Modélls.

Die folgende Abbildung zeigt die Ergebnisse, die das Joint-Ft-Vefaren bem
Reichweltentest mit g=5000 liefert.
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Abbildung 9.1: Ergebnisse von Joint-Fit-Verfahren und Direktem Zeitreihenfit beim
Reichweitentest, Abtastrate 200 kHz, Abknickfrequenz des Besselfilters vierter Ordnung 50
kHz, SNR 10, Gewichtungsfaktor g=5000, A) Sollergebnis Rate k.=n*1 kHz, B) Sollergebnis
Rate k.,o,=n*2 kHz, n=1...250. Es wurden 250 simulierte Zeitreihen ausgewertet. Startwerte waren
die tatsachlichen Ubergangsraten.

Es egibt sch genau das gewlnschte Bild: Die Ergebnise des Joint-Ft-Verfahrens
weichen nicht wesentlich von den Sollergebnissen ab und sSnd damit genauso gut wie die des
Betefits (Sehe Abbildung 8.1) .

Gegenlber dem Direkten Zetreihenfit hingegen i en deutlicher Fortschritt  erzidt
worden, wie der Vergleich mit den ebenfdls dargestellten Ergebnisse dieses Verfahrens zegt.
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9.3.2.

In der folgenden Abbildung snd die Ergebnisse dargestdlt, die das Joint-Ft-Verfahren

Rauschabhangigkeitstest

mit einem Gewichtsfaktor von g=5000 beim Rauschabhangigkeitstest aus Kapitd 5.3 liefert.
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Abbildung 9.2: Ergebnisse von Joint-Fit-Verfahren und Direktem Zeitreihenfit beim
Rauschabhangigkeitstest, Abtastrate 200 kHz, Abknickfrequenz des Besselfilters vierter
Ordnung 50 kHz, Gewichtungsfaktor g=5000, A) Sollergebnis Rate k,.=5 kHz, B) Sollergebnis
Rate kg=10 kHz. Es wurden 170 simulierte Zeitreihen ausgewertet. Startwerte waren die
tatsachlichen Ubergangsraten.
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Abbildung 9.3: Ergebnisse von Joint-Fit-Verfahren und Direktem Zeitreihenfit beim

Rauschabhéngigkeitstest, Abtastrate 200 kHz, Abknickfrequenz des Besselfilters vierter
Ordnung 50 kHz, Gewichtungsfaktor g=5000, A) Sollergebnis Rate k,.=200 kHz, B) Sollergebnis
Rate k¢ ,=400 kHz. Es wurden 170 simulierte Zeitreihen ausgewertet. Startwerte waren die
tatsachlichen Ubergangsraten.
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Bei den langsamen Ubergangsraten von 5 kHz und 10 kHz stimmen die Ergebnisse des
Joint-Ft-Verfahrens durchgangig sehr gut mit den Sollergebnissen Uberein. Die Abhéngigkeit
vom Sgnd-Rausch-Verhditnis it ebenso gering, wie die des Direkten Zetrehenfits. Die
Verbesserung  gegentber  den  Ergebnissen  des Betefits (Sehe  Abbildung 8.2) it
unverkennbar.

Bei den schnellen Ubergangsraten von 200 kHz und 400 kHz ist dagegen der Fortschritt
gegenlber dem Direkten Zeitreihenfit unverkennbar. Die Fahigket des Joint-Ft-Verfahrens,
shndle Ubergangsraten  herauszufinden, it genauso  ausgepragt wie beim  Betafit  (vgl.
Abbildung 8.3).

Damit fuhrt das Joint-Ft-Vefahren mit enem Gewichtungsfaktor von g=5000 bel Ein-
Kand-Zeitrelhen des Zwei-Zustands-Moddls genau zu dem gewinschten Ergebnis, dass die
Vortelle von Betdfit und Direktem Zetrehenfit in enem Vefaren vednt dnd. Die
Abhéngigket vom Sgnd-Rausch-Verhdtnis i ebenso geing wie die des Direkten
Zeitreihenfits, wahrend schndlle Ubergangsraten so gut erkannt werden wie vom Betfit.

Das enzige, was auch das Joint-Ft-Vefahren nicht leiget, is die Detektion schneller
Ubergangsraten bei  schlechtem  Signal-Rausch-Verhdtnis. Diese Tasache it jedoch nicht
vewunderlich. Das Joint-Ft-Verfaren setzt sch zusammen aus dem Betdfit, der schndle
Uberganggraten nur  bei  gutem Signal-Rausch-Verhdtnis findet und dem  Direkten
Zeitrdhenfit, der schnelle Ubergangsraten Uberhaupt nicht entdeckt. Es wére erstaunlich,
wenn die Kombination aus beiden Vefahren plétzlich in der Lage ware, auch schndle
Ubergangsraten bei schlechtem Signal- Rausch-Verhdtnis zu fitten.
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9.3.3. Funf-Zustands-Modell

Fir Ein-Kand-Zetrehen vom Finf-Zusands-Moddl is eneut ene Bestimmung des
Gewichtungsfaktors mittels  Intervalschachtedlung  erforderlich. Die  Schwéche des Betafits
bem Funf-Zustands-Modd| liegt darin, dass die im Mittdwert richtigen Ergebnisse dark
streuen (vgl. Abbildung 8.5), dear Direkte Zetraehenfit hingegen weicht bei  schndlen
Ubergangsraten systematisch von den Sollergebnissen ab (Abbildung 6.5). Erstrebenswert ist
dso ein Gewichtungsfaktor, mit dem das Joint-Fit-Verfahren die Ubergangsraten richtig und
ohne grol®e Streuung findet. Unter diesen Vorgaben fuhrt die iterative Bestimmung zu einem
Gewichtungsfaktor von g=1000

Die folgende Abbildung zeigt die Ergebnisse, die das Joint-Ft-Vefdren mit @nem
Gewichtungsfaktor von g=1000 bel den Finf-Zustands-Moddlen aus Kapitd 5.4 erzidt. Die
Dagelung beschrénkt sich auf die Raten Kog und keg Die Beobachtungen, die man den
tbrigen Raten machen kann, entsprechen denen bel Keg.
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Abbildung 9.4: Ergebnisse des Joint-Fit-Verfahrens beim Finf-Zustands-Modell, Abtastrate 200
kHz, Abknickfrequenz des Besselfilters vierter Ordnung 50 kHz, SNR 4, Gewichtungsfaktor
g=1000, A) Sollergebnis Rate k,q=n*2 kHz, n=1...250, B) Sollergebnis Rate k.y=4 kHz. Es wurden
250 simulierte Zeitreihen ausgewertet. Startwerte waren die tatsachlichen Ubergangsraten. Die
Ergebnisse fir beide Ubergangsraten sind aufgetragen gegen die variable Rate kqq.

Der erhoffte Fortschritt gegentber den Ergebnissen von Betdfit (Abbildung 8.5) und
Direktem Zetrahenfit (Abbildung 6.5) gdlt sch en. Die Ergebnisse dreuen in wesentlich
geringerem Male als die des Betafits und liegen dartiber hinaus insbesondere fur kg deutlich
néher an den Sollergebnissen ds die des Zetrethenfits.

Fir Ein-Kand-Zetrehen sowohl von Zwe-Zustandss ds auch von Finf-Zustands-
Moddlen is es dso mit der Joint-Ft-Strategie geungen, die Vortele von Betdfit und
Direktem Zetreihenfit in eénem Vefaren zu verenen. Zu zeigen ig noch, dass dies auch be
Zeitrethen von zwel Kanden gilt.
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9.4.

9.4.1. Reichweitentest

Um in da zur Vefugung dehenden Rechenzeit zu aussagekréftigen Ergebnissen zu
kommen, wird die Leisungsfahigket des Joint-Ft-Vefaren be Zwe-Kand-Zeatrehen mit
enem BesHfilter erster Ordnung geprift. Dies ermoglicht die andytische Berechnung der
Amplitudenhigogranme und erspat deren zetaufwéndige Smulation. Die Ergebnisse snd
auf Filter vierter Ordnung Ubertragbar, da die Lestungsfahigkeit des Betefits bel Filtern erster
Ordnung mit der des Bedfits ba Flteen vieter Ordnung Ubereingimmt, wie die
Untersuchungen in Kapitel 6 und 8 gezeigt haben.

Es wird dso der in Kapited 5.2 beschriebene Reichwetentes mit Zeitrehen von zwel
glechatigen Kanden dar Zwe-Zustands-Moddle aus Abbildung 5.1 durchgefihrt. Zundchst
i wiederum die Bestimmung enes passenden Gewichtungsfektors erforderlich. Die gemdl
Absatz 9.2 durchgefiihrte Intervallschachtelung ergibt einen Gewichtungsfaktor von g=10000.

Abbildung 9.5 zeigt die Ergebnisse des Joint-Ft-Vefahrens bem Rechwetentes mit
g=10000.

L eistungsfahigkeit bei Zwei-Kanal-Zeitrethen
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Abbildung 9.5: Ergebnisse von Joint-Fit-Verfahren und Direktem Zeitreihenfit beim

Reichweitentest mit zwei gleichartigen Kanalen, Abtastrate 200 kHz, Abknickfrequenz des
Besselfilters erster Ordnung 50 kHz, SNR 10, Gewichtungsfaktor g=10000, A) Sollergebnis Rate
koc=n*1 kHz, B) Sollergebnis Rate k,,=n*2 kHz (n=1...250). Es wurden 250 simulierte Zeitreihen
ausgewertet. Startwerte waren die tatsachlichen Ubergangsraten.

Es zeigt dch das gewlnschte Bild. Die Ergebnisse des Joint-Ft-Verfahrens weichen
nicht von den Sollergebnissen ab. Das Joint-Fit-Verfahren fittet schnelle Ubergangsraten bel
Zwe-Kana-Zetrehen des Zwe-Zugands-Models damit genauso gut wie der Betdfit. Die
Verbesserung gegentiber den ebenfals dargestdlten Ergebnissen des Direkten Zeitrethenfits
ig offengchtlich.
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9.4.2. Rauschabhangigkeitstest

In den folgenden Abbildungen snd die Ergebnisse des Joint-Ft-Verfarens beim
Rauschabhangigkeitdtest aus Kapited 5.3 mit zwe glechatigen Kanden dargestdlt. Der

Gewichtungsfaktor ist wieder g=10000.
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Abbildung 9.6: Ergebnisse von
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Rauschabhéangigkeitstest mit zwei gleichartigen Kanalen, Abtastrate 200 kHz, Abknickfrequenz
des Besselfilters erster Ordnung 50 kHz, Gewichtungsfaktor g=10000, A) Sollergebnis Rate
koc=5 kHz, B) Sollergebnis Rate k;,=10 kHz. Es wurden 170 simulierte Zeitreihen ausgewertet.

Startwerte waren die tatsachlichen Ubergangsraten.
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Abbildung 9.7: Ergebnisse von Joint-Fit-Verfahren und Direktem Zeitreihenfit beim
Rauschabhéangigkeitstest mit zwei gleichartigen Kanalen, Abtastrate 200 kHz, Abknickfrequenz
des Besselfilters erster Ordnung 50 kHz, Gewichtungsfaktor g=10000, A) Sollergebnis Rate
koc=200 kHz, B) Sollergebnis Rate kg =400 kHz. Es wurden 170 simulierte Zeitreihen
ausgewertet. Startwerte waren die tatsachlichen Ubergangsraten.
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Bei den langsamen Ubergangsraten von 5 kHz/ 10 kHz bendtigt des Joint-Fit-Verfahren
en Sgnd-Rausch-Verhditnis von mindestens 4, um die richtigen Ergebnisse zu liefern. Dies
entsoricht der Erwartung, da auch Betafit und Direkter Zetrehenfit fur die richtigen
Ergebnisse auf ein SNR von mindestens 4 angewiesen sind (sSehe Abbildung 6.8). Die
Kombination beider Verfadren kann unter diesen Bedingungen nicht zu einer Verbesserung
der Leistungsféhigkeit filhren, die Uber die der Einze verfahren hinausgett.

Die schnellen Ubergangsraten (200 kHz/ 400 kHz) findet das Joint-Fit-Verfahren ohne
gro3e Abweichungen von den Sollergebnissen heraus, solange das Signd- RauschVerhdtnis
besser ds 1 id. Dies ist etwas besser ds der Betefit (Sehe Abbildung 6.9), der Fortschritt
gegenliber den ebenfals dargestellten Ergebnissen des Direkten Zetrehenfitsist deutlich.

Auch be Zwe-Kand-Zetrethen des Zwei-Zustands-Moddls gdingt es dso mittes der
Joint-Ft-Strategie, die Vortele beider Einzdvefahren zu verbinden. Der  Fortschritt
gegenlber den Einzelverfahren is dennoch weniger ausgeprégt ds be Ein-Kanal-Zeitreihen,
well sch schon die Einzeverfahren weniger in ihrer Leisungsfahigkeit unterscheiden.

9.4.3. Funf-Zustands-Modell

Schliedich i noch zu zeigen, dass das Joint-Ft-Vefahren auch be Zwe-Kanal-
Zdtrahen von den Finf-Zugtands-Modelen aus Kapited 5.4 funktioniert. Die gemd’d Absaiz
9.2 durchgefihrte Iteration ergibt enen Gewichtungsfektor von g=2000. Die folgende
Abbildung zeigt die Ergebnisse fir kog und Keg mit diesem Gewichtungsfaktor. Startwerte flr
die Fits sind wie immer die tatsachlichen Ubergangsraten.
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Abbildung 9.8: Ergebnisse des Joint-Fit-Verfahrens bei zwei gleichartigen Kanéalen mit je finf
Zustanden, Abtastrate 200 kHz, Abknickfrequenz des Besselfilters erster Ordnung 50 kHz, SNR
4, Gewichtungsfaktor g=2000, A) Sollergebnis Rate k,g=n*2 kHz, n=1...250, B) Sollergebnis Rate
Iﬁcg:4 kHz. Es wurden 250 simulierte Zeitrei_hen ausgewertet. Startwerte waren die tatsachlichen
Ubergangsraten. Die Ergebnisse fir beide Ubergangsraten sind aufgetragen gegen die variable
Rate kog.

Auch hier ig der Fortschritt gegentber den Einzelverfahren deutlich. Die Ergebnisse fir
Kog liegen naher bei den Sollergebnissen as die des Direkten Zeitrethenfits (Sehe Abbildung
6.10) und streuen weniger ds die des Betdfits (vgl. Abbildung 8.6). Die Rate kcg wird gut
erkannt. Auch hier streuen die Ergebnisse nicht so stark wie die des Betéfits.

Zusammenfassend ig fedtzudelen, dass das Joint-Ht-Vefdren unter dlen getesteten
Bedingungen einen Fortschritt gegenlber den bisherigen Vefaren dargelt. Es Ubertragen
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sch jewels die postiven Eigenschaften der Einzelverfahren in die Kombination beider. Es igt
gdungen, en lagdungséhiges Vefaren fir die Auswertung von Patch-Clamp-Messungen
zur Verfigung zu selen.



10. Analyse von Gating-Effekten

Nachdem die Legungséhigket der neu engefihrten Vefdren ba sgmulierten
Zeitrehen hinreichend nachgewiesen ig, <ollen im folgenden exemplarisch enige echte
Messeihen betrachtet werden. Im ersen Beispid wird nur der Ausschnitt einer Zeitreihe
betrachtet, und es wird die Annahme getroffen, dass diessr Ausschnitt sch durch en
enfaches C/O-Moddl bechreben l&sst. Unter diesen Voraussstzungen it es nicht
eforderlich, auf das Joint-Ft-Verfahren zurlickzugreifen, sondern es genligt der Erweiterte
Betdfit.

In Zetrethen von Paich-Clamp-Messungen is man haufig mit dem Problem konfrontiert,
dass nicht ohne welteres geklat werden kann, durch welchen Mechanismus bestimmte
Effekte in der Zetrehe hervorgerufen werden. Bespiehaft gezeigt wird dies an ener Pach
Clamp-Zedtrehe ener nicht ndher identifizieten Unterat der Characaen aus dem
Botanischen Garten der Universitét Kid. In der Zeitreihe erkennt man unschwer das bei 0 pA
liegende Geschlossen-Niveau und das bel -2,06 pA liegende Offen-Niveau des Kands. Beide
snd durch waagerechte Linien gekennzeichnet.

Nicht sofort eingchtig is hingegen, wie es zu den innerhalb der Markierung liegenden
Messwverten kommt, die weder mit dem Offenr noch mit dem Geschlossen-Niveau
Ubereingtimmen. Die Werte liegen auf einem sogenannten Sublevel.

-2.06 IipA 0

[ sublewvel ]

1] 075 1.5
tés

Abbildung 10.1: Ausschnitt einer Stromzeitreihe von Vesikeln einer nicht naher identfizierten
Unterart der Characaen, Badlésung 10 mM TINOz; + 115 mM KNOz; + 5 mM CaNOs,
Pipettenlésung 115 mM TINO3z + 10 mM KNO3z + 5 mM CaNOQOs, Membranspannung U=-40 mV;
langere Abschnitte des Geschlossen-Niveaus ohne Schalten sind herausgetrennt.
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Erkl&ren liefen sch die Zwischenwerte auf dem Subleved zum enen durch enen
Permestionsmechanismus, zum anderen durch Gating.

Be enem Permedtionsmechanismus steigt der mittlere Abstand zwischen zwe  [onen,
well der Durchgang mehr Zeit beansprucht. Die OffenLeitféhigkeit des Kands und damit die
gemessene Stromstérke sinken.

Von Gating spricht man hingegen, wenn der mittlere Abstand der permeierenden lonen
kongant bleibt, der Stromfluss aber durch Pausen der Inaktivitét unterbrochen wird. Wegen
der integrierenden Wirkung des Tiefpassfilters miss man in der Aufnahmegpparaur nicht
diesen schnellen Wechsd zwischen aktiven und inaktiven Zustdnden, sondern einen mittleren
Stromwert, der niedriger ist ds der normale Strom des Offenzustandes.
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Abbildung 10.2: Schematische Darstellung von Permeationsmechanismus (A) und Gating (B).
Beim Gating ist der mittlere Abstand zweier aufeinanderfolgender lonen konstant, es gibt aber
Pausen der Inaktivierung. Ein Permeationsmechanismus bewirkt, dass der Abstand zwischen
den lonen sich andert. (Quelle: Hansen et al., 1997).

Gating von Permedtionseffekten zu unterscheiden, war bisher mit einem erheblichen
Aufwand verbunden. Eine Médoglichket bedand dain, die zetliche Auflésung der
Messgpparatur soweit zu erhthen, dass die Unterbrechungen des lonenflusses direkt sichtbar
wurden. Diesen Weg beschritten Draber und Hansen (1994) beim Block des K'-Kanals durch
Cs'. Erde Messungen mit Fitern von 5 kHz hatten eine negative Steigung der Strom:
Spannungskurve bei Anwesenheit von Cs™ ergeben. Durch Erhohung der Abtastfrequenz auf
100 kHz und der Abknickfrequenz des Filters auf 25 kHz konnte das schnelle Schalten, das
be den vorangegangenen Messungen die Stromreduktion bewirkt hette, direkt gezeigt
werden.

Wa ene Vebesssrung der Aufnahmegpparatur nicht maglich, konnte der Versuch
unternommen  werden, mit Hilfe von Smulationen zwischen Gatiing und Permegtion zu
unterscheiden (Farokhi et a., 2000). Ausgangspunkt waren die Fitergebnisse des Direkten
Zatrehenfits. Diese waren ba schndlem Schdten regdmddg fdsch, da die jensats der
Abknickfrequenz des Filters liegenden Ubergangsraten deutlich  unterschétzt werden  (vgl.
Kapitel 6).

Versucht werden konnte nun, smulierte Zetrehen derart zu erzeugen, dass se be der
Auswvertung mit dem Direkten Zetrehenfit die glechen Ergebnise ligfaten wie die
gemessene Zeitreihe. Scheffte man es, ene derartige Zetrehe zu smulieren, lag es nahe, dass
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die Kinetik der gemessenen Zetrehe mit der bekannten Kinetik der smulierten Zetreihe
Ubereingimmte. Nachtell dieser Vorgehensweise war ein erheblicher zeitlicher Aufwand.

Hier lifert der Erweterte Betafit enen neuen Ansazpunkt. Da es fur die
Unterscheidung zwischen Gating und Permeation nicht eforderlich ist, die Kinetik der
gesamten Zetrehe auszuwerten, kann das Sublevel separat betrachtet werden. Unter der
Annahme, dass bem Gating zwischen nur zwel Zugéanden schndl hine und hergewechsdlt
wird, kan das Amplitudenhisogranm des Sublevels mit eénem C/O-Modd| gefittet werden.
Mit dem Satz von Ubergangsraten, die der Betafit ermittdt, wird eine Zetreihe smuliert. Ein
Veglech des Amplitudenhistogramms dieser Zetreihe mit dem Amplitudenhigogranm des
Sublevels zeigt, ob die Vertelung des Sublevels die fir schnelles Schalten charakteristische
Vertelung aufwest.

Baspidhalt soll diese Auswetung nun fir das Subleved aus Abbildung 10.1
vorgenommen werden. Dazu zeigt Abbildung 10.3 zunéchst das Amplitudenhistogramm nur
des Sublevels.

-2,08 -0,61 0
Lipis
Abbildung 10.3: Amplitudenhistogramm des Sublevels (markierter Bereich) aus Abbildung
10.1, Geschlossen-Niveau der Zeitreihe 1.=0 pA, Offen-Niveau l,=-2,06 pA.

Einen Hinweis darauf, dass das Amplitudenhisogramm des Sublevels durch schndles
Schdten entstanden sein konnte, ligfert die Tatsache, dass die Anndherung durch eine
Gaulvertelung  nicht  maoglich i, Wae das Sublevd namlich durch  enen
Permeationsmechanismus  entdanden, so wére der reduziete Kandsrom nur mit dem
Rauschen der Aufnahmespparatur Uberlagert. Die Stromwerte wéren gauldvertellt.

Als Parameter fir den Betefit der Sublevelvertellung werden der Zetrehe aus Abhbildung
10.1 entnommen: en Geschlossen-Strom von 1.=0 pA, ein Offenstrom von 1,=-2,02 pA und
ein Effektivwert des Rauschens von s=0,48 pA. Wichtig ist es, die Stérke des Rauschens auf
enem der Nomindniveaus zu bestimmen. Durch schndles Schdten entstandene Subleves
haben ndmlich auch dann eine breitere Vertellung der Werte, wenn se optisch noch nicht von
Gauldvertellungen zu unterscheiden snd. Eine Bestimmung des s anhand des Subleves
wirde deswegen die Ergebnisse verfa schen.
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Mit diesen Paametern findet der Bedfit fir en C/O-Moddl die folgenden
Ubergangsraten.

342 kHz

° ]
110 kHz

Abbildung 10.4: Ubergangsraten des Ein-Kanal-C/O-Modells, mit denen der Betafit das
Amplitudenhistogramm des Sublevels (Abbildung 10.3) fittet.

Zur Probe wird nun ene Zetreihe mit diessn Ubergangsraten smuliet und das
Amplitudenhigogramm der  Imulieten  Zetrehe mit dem Amplitudenhisogramm  des
Sublevels verglichen.
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Abbildung 10.5: Vergleich des Amplitudenhistogramms des Sublevels aus Abbildung 10.1 mit

dem Amplitudenhistogramm der mit den Ubergangsraten aus Abbildung 10.4 simulierten
Zeitreihe.

Beide Higogranme simmen exakt Uberein. Kleinere Abwechungen snd be weniger ds
zehn Erdgnissen pro Wet zu erkennen. Dabel handdt es sch um normae datistische
Schwankungen.

Aus dieser Ubereingimmung folgt insbesondere, dass das in der Zeitreihe erkennbare
Sublevel nur ein scheinbares Stromniveau dargtdlt. Die Haufung von Stromwerten bel 0,61
pA entseht durch schnelles Hin- und Herschdten zwischen dem Offen-Niveau bel 2,06 pA
und dem Geschlossen-Niveau bei 0 pA. Der normade Einzekanasrom von 2,06 pA ig dso
durch Gating auf 0,61 pA reduziert.

Damit it gezeigt, dass das Sublevel ein Ergebnis schndlen Schdtens des Kands idt. Als
Zusazinformation bekommt man die Ubergangsraten zwischen dem Offen und dem
Geschlossen Zustand des Kanals.

Die hier ausgewertete Zeitreihe is aus zwel Grinden besonders gut geeignet, um das
schnele Schdten ds Ursache der gemessenen Stromreduzierung nachzuweisen. Zum enen
enthdt die Zatrehe neben dem schnellen auch noch langsames Schdten, so dass man den
tatsachlichen Offen-Strom direkt ablesen kann. Bel ener Zeitreihe, die nur aus schndlem
Schdten bedteht, bereitet die Bestimmung des tasichlichen Kandstroms erhebliche
Schwierigkeiten (Farokhi, 2002). Zum zweiten bleibt der Kand so lange im Subleve, dass es
moglich ig, en separates Amplitudenhistogramm des Sublevels zu erstdlen. Dadurch wird es
es moglich, sch ba der Auswvetung mit dem Betafit auf en Zwe-Zustands-Moddl zu
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beschranken. Haufig wird der Kand aber so haufig zwischen langsamem und schndlem
Schdten hine und  herwechsdn, dass es  nicht mdglich i, dn sepaaes
Amplitudenhisgogranm zu ersdlen, das nur schndlles Schdten enthdlt. In diesem Fal muss
das gesamte Amplitudenhistogramm mit eénem Mehr-Zustands-Moddl | gefittet werden.



11. Modell-Verifikation

11.1. A-O-G-C-Z-Mod€ll

Voraussstzung fur dle Ftverfahren ig die Kenntnis des dem Kand zugrunde liegenden
Markov-Models (sehe oben Kapite 4.6). Das Herausfinden des passenden Moddls ist en
schwieriges Problem. Ein Vefahren, das Moddl unmittedlbar aus der Zetrehe zu gewinnen,
exigiet nicht. Im folgenden wird ene der im Velauf desx Arbeit aufgenommenen
Zatreghen mit Hilfe des Joint-Fit-Verfahrens ausgewertet, um zu zeigen, dass das Verfahren
unter bestimmten Umaténden auch Aussagen dartiber ermdglicht, ob das passende Markov-
Modd| zugrundegd egt wurde.

Durch Smulationen und Paughilitéserwégungen haben Farokhi e d.  (2000)
herausgefunden, dass die beim AMFE des K*-Kands von Chara corallina auftretende
Stromreduktion durch ein Finf-Zustands-Moddl am besten erkl&art werden kann. Das Modédll
besteht aus zwei Offen- und drei Geschlossen-Zustanden, die jewells nebeneinander liegen.

Abbildung 11.1: Markov-Modell mit zwei Offen-Zustdanden A und O sowie drei Geschlossen-
Zustanden G, C und Z. Dieses Modell wurde von Farokhi et al. (2000) verwendet, um den AMFE
im K*-Kanal von Chara corallina zu erklaren.

Naheliegend igt die Vermutung, dass den hier durchgefiihrten Messungen am K*-Kand
von Chara corallina das gleiche Markov-Modd| zugrunde liegt.

Abbildung 11.2 zeigt enen Ausschnitt der Zetrehe, anhand derer die Auswertung
durchgefthrt wird.
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Abbildung 11.2: Stromzeitreihe eines K'-Kanals von Vesikeln aus Chara corallina; Badlésung
10 mM TINO3 + 115 mM KNO3 + 5 mM CaNOs, Pipettenldésung 115 mM TINO3z + 10 mM KNO3 + 5
mM CaNOjz;, Membranspannung U=-40 mV, Abtastfrequenz 100 kHz, Abknickfrequenz des

Besselfilters vierter Ordnung 20 kHz; dargestellt ist ein 0,7 s langer Ausschnitt der 16,5 s
langen Zeitreihe.

Es handdt sch um die Zetredhe dnes enzdnen K*-Kands. Der Kand ist die
Uberwiegende Zet geschlossen, es flidfd dso kein Strom. Zwischendurch wechseln sich sehr
kurze mit etwas langeren Abschnitten ab, in denen der Kand offen ig. Es flid dann der
Offengrom von 1,=-2,77pA.

Im ersten Schritt der Auswertung wird das Amplitudenhistogramm der Zeitreihe ergelt.

Abbildung 11.3: Amplitudenhistogramm der Zeitreihe aus Abbildung 11.2. Der Effektivwert des
Rauschens ohne Einfluss schnellen Schaltens ist Srausch=0,73 pA.

Im Unterschied zu der songt Ublichen Vorgehensveise sdlt sch bei der Anwendung des
Joint-Ht-Verfahrens  nicht die Fage, ob es grundsiizlich maoglich g, dieses
Amplitudenhigogramm durch ene Summe von Gauldvertelungen anzundhern. Vidmehr wird
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der Effektivwert Srasch des Rauschens auf einem Abschnitt der Zetreihe besimmt, in dem
der Kand nicht schaltet. Auf diese Welse it schergestdlt, dass tatsichlich nur die Stérke des
Rauschens bestimmt wird, ohne dass ene Vefdschung durch eventueles schnelles Schdten
dattfindet. In dieser Zeitreihe betragt S rausch=0,73 pA.

In Abbildung 11.3 igt zu erkennen, dass das Gesamtamplitudenhisogramm trotz dieser
sepaden Bedimmung der Stdrke des Rauschens nur margind von der Summe der
Gauldverteilungen abweicht. Folglich i es auch nicht zu ewaten, dass das Joint-Fit-
Vefaren wesentlich andere Ergebnisse liefert ds der Direkte Zetrehenfit. Denn zusitzliche
Informationen lassen gch aus dem Amplitudenhigogramm nur dann gewinnen, wenn dieses
aufgrund schndllen Schatens von der Normavertellung aoweicht.

Fir die Auswetung der Zetrehe auf Grundlage des Finf-Zustands-Moddls aus
Abbildung 11.1 wird im Joint-Fit-Verfahren der Gewichtungsfektor g=1000 verwendet, der
sch in Kepitd 9.3.3 ds ided fir Ein-Kana-Zetrehen des Finf-Zustands-Modéels
herausgestellt hat. Damit findet das Joint-Ft-Verfdren in der Zeitreihe aus Abbildung 11.2

die folgenden Ubergangsraten:
0,25 kHz
e
50 kHz

Abbildung 11.4: Ubergangsraten, die das Joint-Fit-Verfahren in der Zeitreihe aus Abbildung
11.2 findet, g=1000.

Der Direkte Zeitreihenfit hingegen fittet die gleiche Zetrehe mit den folgenden
Ubergangsraten:

0,94 kHz 28,2 kHz 7.0 kHz 0,043 kHz
(o g
5,5 kHz 2,0 kHz 1,3kHz 0,15 kHz

Abbildung 11.5: Ubergangsraten, die der Direkte Zeitreihenfit in der Zeitreihe aus Abbildung
11.2 findet.

Beide Vefaren bedtédtigen die schon aus dem Amplitudenhisogramm gewonnene
Information, dass in der Zetrehe kein schndles Schaten enthadten ist. Bemerkenswert ist
aber da Unterschied zwischen dem Ergebnis von Joint-Ht-Verfahren und Direktem
Zeitrehenfit bei den Raten kc; und kz. Durch diese beiden Ubergangsraten wird die
Aufenthdtswahrschenlichkeit in dem langen GeschlossentZugstand Z festgelegt. Je grof3er die
Wahrschanlichkelt id, aus dem Zustand Z wieder in Zustand C zu wechsdan, dso je grofder
ke i, desto  kirzer ig¢ da Aufenthdt im Z-Zusand. Geade diese
Aufenthdtswahrscheinlichkeit im  langen Geschlossen-Zustand Z  bestimmt  aber  wesentlich
die Form des Amplitudenhigogramms, wel dch die Besstzungswvahrscheinlichkeit zwischen
den Offen- und Geschlossen Zusténden verschiebt.

Folglich deuten die vom Direkten Zeitreihenfit aoweichenden Ergebnisse des Joint-Ft-
Vefdrens daraufhin, dass die vom Direkten Zetrehenfit gefundenen Ergebnisse das
Amplitudenhisogramm nicht richtig wiedergeben. Diesr Befund erstaunt, weicht doch das
Amplitudenhisogramm praktisch nicht von der Normadvertellung ab. Es besteht deswegen
Anlass, das gefundene Ergebnis genauer zu betrachten.
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Dazu wird mit den vom Joint-Fit-Vefahren gefundenen Ubergangsraten (Abbildung
11.4) ene Zetrehe smuliet und Uberprift, ob diese in ihren wesentlichen Zigen mit der
gemessenen Zeitreihe Ubereingtimmt. Diese Ubereingimmung ist zu erwarten, da es gerade
das Wesen des Joint-Ft-Vefarens ig, dne Ubereindimmung sowohl — mit
Amplitudenhisogramm ds auch mit Zetreihe herzugtelen.

277 ipA 0

1 1/ 0,7

Abbildung 11.6: 0,7 s langer Ausschnitt einer mit dem Markov-Modell aus Abbildung 11.4
simulierten Zeitreihe, Abtastfrequenz 100 kHz, Abknickfrequenz des Besselfilters vierter
Ordnung 20 kHz.

Die amulierte Zeitreihe gibt die Charakteristika der gemessenen Zeitreihe aus Abhbildung
11.2 nicht wieder. Die Aufenthdte auf dem Offen-Niveau snd zu kurz, dafir wird zu héufig
in den Offen- Zustand geschaltet. Die langen Geschlossen Phasen ohne Schaten fehlen.

Die folgende Abbildung zeigt das Amplitudenhigogranm der sSmulietten Zeitrehe
vergichen mit dem Amplitudenhistogramm der gemessenen Zeitrelhe.

— ammbiert
— gernessen

WJ

TP LpAa 0

Abbildung 11.7: Amplitudenhistogramm der gemessene Zeitreihe aus Abbildung 11.2
verglichen mit dem Amplitudenhistogramm der simulierten Zeitreihe aus Abbildung 11.6;
AusschnittsvergrofBerung geglattet.
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Die Dargdlung zeigt auf ersten Blick eine gute Ubereindimmung der Verteilungen von
gemessener und Smulierter Zatrehe. In der Ausschnittsvergrol3erung der auf dem Offen
Niveau liegenden Werte zeigt Sch jedoch, dass die smuliete Zdatrehe zu vide Werte auf
dem OffenrNiveau hat. Die Abwechung berggt mehr ds 10%. Da die
Besatzungswahrscheinlichket im  dlgemenen sehr genau  angefittet wird (Blunck et 4.,
1998), handdt es sch um ene dgnifikante Abweichung.

Die Tatsache, dass mit den vom Joint-Fit-Verfahren gefundenen Ubergangsraten weder
der Zetverlauf noch das Amplitudenhigogranm von gemessener und dmulierter Zetrehe
Ubereingimmen, legt die Vermutung nahe, dass fur das zugrunde gelegte A-O-G-C-Z-Modédl
kein gedigneter Satiz von Ubergangsraten exidiet. Das A-O-G-C-Z-Moddl igt nicht in der
Lage, das Verhdten des Kandsrichtig zu beschreiben.

11.2. Z-A-C-O-G-Mod€ll

Im folgenden wird untersucht, ob das Verhdten des Kands mdglicherwelse mit enem
anderen FUnf-Zustands-Modell besser wiedergegeben werden kann. Das bisher verwendete
A-O-G-C-Z-Modd! ig offengchtlich nicht gedgnet, die charakterigischen Merkmae der
Zeitrethe wiederzugeben.

Maglicherweise gdingt dies bessr mit einem Moddl, in dem die beiden Offen-Zustdnde
A und O nicht unmittebar nebenenander liegen. Der Auswertung der Zeitreihe aus
Abbildung 11.2 wird deswegen erneut durchgefiihrt, dieses Ma auf der Basis eines ZA-C-0O-
G-Moddls.

Mit diesem Moddl kommt das Joint-FHt-Verfahren bei enem Gewichtungsfaktor von
g=1000 zu folgenden Ubergangsraten:

0,43 kHz 0,75 kHz 2,9 kHz 35,7 kHz
Lo J{e ]
0,40 kHz 10,5 kHz 1,9 kHz 0,23 kHz

Abbildung 11.8: Ubergangsraten, die das Joint-Fit-Verfahren in der Zeitreihe aus Abbildung
11.2 auf Basis eines Z-A-C-O-G-Modells findet.

Der Zeitreihenfit kommt zu diesem Ergebnis

0,45 kHz 0,74 kHz 3,1 kHz 35,3 kHz
E—K3

0,36 kHz 10,2 kHz 2,1 kHz 0,23 kHz

Abbildung 11.9: Ubergangsraten, die der Direkte Zeitreihenfit in der Zeitreihe aus Abbildung
11.2 mit dem Z-A-C-O-G-Modell findet.

Wie es bae enem nicht von der Normaverteilung abweichenden Amplitudenhistogramm
ewatet werden kann, dimmen die Ergebnisse von Joint-Ht-Verfahren und Direktemn
Zeitrehenfit iberein. Diese Uberéingimmung gelt einen Hinwes dar, dass das Z-A-C-O-G-
Modell besser ds das AO-G-C-Z-Moddl in der Lage igt, das Verhdten des der Zetreihe aus
Abbildung 11.2 zugrundeliegenden Kana's zu beschreiben.
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Zur Uberprifung diessr Vermutung wird nun zusizlich eine Zetreihe mit den von
beiden Vefaren gefundenen Raten smuliert. Es wird verglichen, ob zetlicher Verlauf und
Vetelung der Werte diessr dmulieten Zetrehe mit der gemessenen  Zetreihe
Ubereingtimmen.

.. -:-'.'F.:FF__.:-
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Abbildung 11.10: 0,7 s langer Ausschnitt einer mit dem Markov-Modell aus Abbildung 11.8

simulierten Zeitreihe, Abtastfrequenz 100 kHz, Abknickfrequenz des Besselfilters vierter
Ordnung 20 kHz.

Diese smulierte Zetrehe entspricht in ihren Charakterisika der gemessenen Zeitreihe.
Es gibt lange GeschlossenrAbschnitte ohne Schdten, die Aufenthdte auf dem Niveau snd

zum Tal sehr kurz, zum Tell deutlich langer.
— gimmliert
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Abbildung 11.11: Amplitudenhistogramm der gemessene Zeitreihe aus Abbildung 11.2
verglichen mit dem Amplitudenhistogramm der simulierten 2itreihe aus Abbildung 11.10;
Ausschnittsvergrof3erung geglattet.

Das af Bads des Z-A-C-O-G-Moddls aus Abbildung 11.8 dmuliete
Amplitudenhistogramm stimmt exakt mit dem gemessenen Amplitudenhistogramm Uberein.

Damit is gezeigt, dass das A-O-G-C-Z-Moddl fir die vorliegende Zeitreihe nicht passt.
Mit den fir das Z-A-C-O-G-Moddl gefundenen Ubergangsraten stimmen sowohl  der
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zeitliche Velauf ds auch das Amplitudenhigogramm von gemessener und  Smulierter
Zeitreihe Uberein. Weiterhin finden das Joint-Ft-Verfahren und der Direkte Zetreihenfit auch
den glechen Satz von Ubergangsraten. Dies entspricht der  Erwatung, da  das
Amplitudenhigogramm nur minima  von der durch die Summe de Gauldvertelungen
vorgegebenen Normaverteilung aoweicht.

Das Z-A-C-O-G-Modd| i folglich im Gegensstz zum A-O-G-C-Z-Moddl geeignet, das
Verhdten der hier ausgewerteten Zeitreihe korrekt wiederzugeben.



12. Fazit und Ausblick

Das Zid diessr Arbet war es vebesserte Vefahren fur die Ermittlung von
Ubergangsraten aus Zeitreihen von Patch- Clamp-Messungen einzufiihren. Es wurde erreicht.

Berdts die Erweterung des Betdfits auf Filter hoherer Ordnung gelt eine echte
Bereicherung des Spektrums an Auswerteverfahren fir Messreihen dar. Mit dem Erweiterten
Betefit exidiet nunmehr estmds en fir die Auswertung echter Messelhen geeignetes
Verfahren, das spezidl darauf ausgeegt ist, schndlle Ubergangsraten zu detektieren.

Nachdem die grundsizliche Ledungdéhigkeit des Vefarens durch umfangreiche
Untersuchungen an gmulierten Zeitrelhen nachgewiesen wurde, wurde beispidhaft die
Anwendbarkeit des Verfahrens auf echte Messrethen gezeigt. In Zetreihen von PatchClamp-
Messungen findet man neben den auf den Nomindniveaus liegenden Messwerten haufig ene
grole Anzahl von Werten, die weder dem Offenr noch dem Geschlossen-Niveau direkt
zugeordnet werden konnen. Diese Werte liegen auf einem sogenannten Sublevel. Bisher war
die Untersuchung, ob diese Sublevedl durch Gating oder durch einen Permeationsprozess
entstehen, mit e@nem erheblichen Aufwand verbunden. Mit Hilfe des Erwaterten Betefits
kann nun direkt unterschieden werden, ob die Vertellung der Werte auf dem Subleve durch
schnelles Schaten erzeugt wurde oder nicht. Insbesondere erdffnet der Erweiterte Betafit
damit auch die Maoglichket fesdzugdlen, ob ene gemesssne Reduzierung des
Einzdkandsroms ihre Ursache in schnellem Kanad schaten findet.

Schwéchen des Erweiterten Betafits liegen darin, dass er Schwierigkeiten hat, langsame
Ubergangsraten zu erkennen und empfindlich auf ene Verschlechterung des Signal-Rausch
Verhdtnisses reagiert. Waeiterhin negetiv auf die Fitergebnisse wirkt es sch aus, wenn das
Sgnad-Rausch-Verhdtnis nur ungenau bestimmt wurde. Ungedignet ist der Betdit fir die
Ausvetung von Zetrehen minderer Quditét, wel berets bel ener leichten Drift das
Amplitudenhistogramm so verfdscht wird, dass ein exaktes Anfitten unmaglich wird.

Trotz des Fortschritts, den der Erweiterte Betefit bietet, ist er dso kein Verfahren, das fir
gch dlene genommen die umfassende Auswertung von Paich-Clamp-Messungen leisten
kann.

Zu einem sehr umfassenden Auswerteverfahren kommt man jedoch, wenn man mittels
eéner Joint-Ht-Strategie den Direkten Zeitreihenfit und den Erwelterten Betafit in @nem
Vefdiren kombiniert. Im Gegensatz zu den Einzdverfahren, die entweder nur die Zeitrehe
oder nur das Amplitudenhigogramm auswverten, maximiert das  Joint-Ft-Verfahren
gleichzeitig die Ubereingimmung des Markov-Modells sowohl mit der Zeitrehe ds auch mit
dem Amplitudenhigogramnm. In zahlreichen Auswertungen smulierter Zeitrehen  konnte
gezeigt werden, dass auff diee Wese die Vortdle von Direktem Zdtrehenfit und
Erwetertem Betafit in énem Verfahren vereint werden.

Etwas erschwert wird die Anwendung des Joint-Ht-Verfahrens dadurch, dass en
enhdtlicher Faktor fir die richtige Gewichtung der aus Amplitudenhigsogramm und Zeitreihe
gewonnenen Informationen nicht exidiert. Vidmehr i es eforderlich, enen geeigneten
Gewichtungsfektor durch Intervdlschachtdung zu bestimmen. Vor der Auswertung echter
Messehen i dso immer die Berachtung eniger smulierter Zetreahen zum Herausfinden
des passenden Gewichtungsfaktors erforderlich.
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Diese kleine Einschrankung der praktischen Handhabung andert jedoch nichts an der
Tatsache, dass das Joint-Ft-Vefdren in dar Summe saner Fahigkeiten die
Leistungsfahigkeit der bisher bekannten Verfahren deutlich Ubersteigt.

Eine wesentliche Hirde, die es zu Uberwinden gilt, bevor die beschriebenen Verfahren
Uberhaupt zum Einsatz kommen konnen, besteht darin festzugtellen, welches Markov-Moddl
der Zatrehe zugrunde liegt. Als A-priori-Information werden bendtigt die Zahl der Offen
sowie der Geschlossen Zusténde des Modells und die Anordnung diese Zusténde zueinander.

Ein Vefahren, das in der Lage ist, das Markov-Model direkt aus der Zetreihe zu
gewinnen, exidiert bisher nicht. Das Standardverfahren bestand bidang dain, eine Zetrehe
mit verschiedenen Moddlen auszuwerten und sch anhand von Plaughilitéisiiberlegungen fir
enes der Moddle zu entscheiden. Pardld zu dieser Arbeit wurde der 2-D-Dwel-Time-Fit
implementiert (Huth, 2003). Dieses Vefahren konnte erstmas einen objektiven Mal3stab fir
die Vednbakeit der Zeitrelhe mit enem bestimmten Markov-Moddl bigten. Allerdings ist
das Vefaren sehr rechenaufwandig und konnte deswegen noch nicht umfassend getestet
werden.

Einen dtenaiven Ansaz zur Moddlerkennung zeigt Kapitd 11 auf. Notwendige
Bedingung dafir, dass das Kandverhdten mit einem bestimmten Markov-Modell beschrieben
werden kann, ist es, dass eine aus dem gefitteten Markov-Moddl smulierte Zeitreihe sowohl
das Amplitudenhigsogramm ds auch die wesentlichen Charakteridika der Zetrehe korrekt
wiedergibt. Gibt dso das mit dem Joint-Ft-Verfahren gewonnene Markov-Moddl die
Zeitreihe und das Amplitudenhisogramm nicht richtig wieder, kann dies ds Indiz gewertet
werden, dass die Auswertung auf enem fdschen Makov-Moddl baset. Ein - mdglicher
Ansatz fur Nachfolgearbeiten konnte es sein, das in Kapitd 11 aufgeworfene Verfahren
welter auszubauen.

Ig die richtige Konfiguration der Zustdnde im Markov-Model bekannt, steht fir die
Ermittlung der Ubergangsraten aus der Zetrehe mit den in dieser Arbeit eingefuihrten
Vefdren aen lagsungsahiges Spektrum an Werkzeugen zur Vefligung. Mit diesen sollte in
zukinftigen Arbeiten en meklicher Fortschritt bel der moddlhaften Beschreibung der
Vorgange in lonenkanden zu erziden s&n.



13. Zusammenfassung

Be der Auswertung von Peach-Clamp-Messungen unter der Annahme, dass das
Schaltverhaten der lonenkande durch diskrete Markov-Modelle beschrieben werden kann, ist
die Ermittlung der Ubergangsraten zwischen den Zugtdnden des Markov-Moddls ein
wesentliches Problem. An diessm Punkt setzt die vorliegende Arbet an. Se ha das Zid, die
Leistungsfahigkeit bestehender Fitverfahren zu erhthen.

Die Arbet badert auf in der Arbeitsgruppe vorhandenen Verfaren, die in der Lage sind,
die Zdtrehe direkt und ohne informationsvermindernde Vorbehandlung (wie bespidsvese
Sprungerkennung) auszuwerten. Das zentrde Vefaren, das diese Anforderung eflllte, war
der Direkte Zetrehenfit von Albertsen und Hansen (1994). Dartiber hinaus exidierte noch
der Betdfit (Rief3ner, 1998), der dieses Kriterium zwar grundsétzlich erflillte, der wegen sainer
Beschrankung auf Filter erster Ordnung jedoch nicht fur die Auswertung echter Messrelhen
geeignet war.

Im ersen Ansatz wird versucht, eine Verbesserung durch enen unmittdbaren Eingriff in
den Algorithmus des Direkten Zeitreihenfits herbeizufihren. Andatt bisher nur eines werden
im Pradiktionsschritt mehrere  zurlickliegende Messwerte  berticksichtigt. Es kann  gezeigt
werden, dass sch durch diese Maiahme unter bestimmten Voraussetzungen taiséchlich das
Zeitauflosungsvermogen  fir  schnele Ubergangsraten  verbessert.  Erkauft  wird  diese
Verbesserung mit einer deutlich erhdhten  Empfindlichkeit gegenlber dem Signd-Rausch
Verhdtnis. Diese hoheren Anforderungen an das Signd-Rausch-Verhditnis Uberwiegen die
bem Zatauflosungsvermogen ezidten Fortschritte, so dass insgesamt nicht von  ener
Verbesserung gesprochen werden kann. Der Ansatz einer Mehrschrittprédiktion im Direkten
Zeitreihenfit wird deswegen aufgegeben und nicht welter verfolgt.

Der néchge Schritt setzt bem Betdfit an. Das Vefdren ig in saner vormaigen Form
auf Filter erster Ordnung beschrénkt und deswegen vorwiegend von akademischem Interesse.
In echten Messapparaturen werden namlich wegen des besseren Frequenzganges regemdiig
Filter hoherer Ordnung verwendet. Die Erweterung des Betafits auf Filter héherer Ordnung
gdingt dadurch, dass die Amplitudenhisogramme nicht mehr andytisch berechnet, sondern
smuliert werden.

In umfangreichen Auswertungen sSmulierter Zetrethen wird die Lestungstéhigkeit des
ewdterten Vefdrens untersucht. Bem Ein-Kana-C/O-Moddl werden ausfihrlich das
Zeitauflosungsvermogen und die Abhdngigket vom Sgnd-Rausch-Verhdtnis bestimmt. Da
den lonenkandlen in der Praxis komplizietere Moddle zugrundeliegen, werden anschliel3end
Funf-Zustands-Modelle gefittet, um zu Uberprifen, inwiefern die Aussagen vom einfachen
C/O-Moddl auf kompliziertere Modelle Ubertragbar sind. Alle diese Tests werden sowohl mit
Zatrehen vom Einzdkand ds auch mit Zetrehen von zwe dlachatigen Kanden
durchgefihrt.

Auf diese Wes kann nachgewiesen werden, dass der Erwetete Betdfit die
Ubergangsraten in mit Filtern vierter Ordnung erzeugten Zeitreihen zumindest ebenso gut
findet wie der bisherige Bedfit in Zetrehen von Filteen ester Ordnung. Be darkem
Rauschen Ubergeigt die Lesungstéhigkeit des erweteten Vefdrens sogar die des
bisherigen. Mit dem Erweterten Betafit deht ersmas ein Vefdren fir die Auswertung
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echter Messehen zur Vefligung, das spezidl auf die Auswetung schnelen Schdtens
gerichtet idt.

Ba den Untersuchungen zur Leistungstahigket von Betafit und Direktem Zetreihenfit
gelt sch heraus, dass die beden Vefaren sehr unterschiedliche Vorzige aufweisen. Der
Direkte Zdtrahenfit it eher gedgnet fir langsame Ubegangsraten. Defir ist e
unempfindlicher gegeniber ener Verschlechterung des Signd-Rausch-Verhdtnisses. Der
Betefit findet die jensats der Abknickfrequenz des Tiefpassfilters liegenden schnelen
Ubergangsraten besser heraus.

Mittdls einer Joint-FHt-Strategie werden in einem néchsten Schritt beide Vefahren zu
enem zusammengefthrt, mit dem Zid, die jeweligen Vortele zu verenen. Dadurch, dass in
enem Vefdren sowohl die Zetrehe ds auch das Amplitudenhisogramm angefittet werden,
ig die Informationsgrundlage gegenlber den Einzdverfahren, die ihre Informationen jewels
nur aus einer der beiden Quellen beziehen, erheblich verbreitert.

Von Nachtell ig es, dass ene dlgemene Aussge, in wechem Vehdtnis die aus
Zeitrehe bzw. Amplitudenhigogramm gewonnenen Informationen zueinander zu gewichten
and, nicht moglich erscheint. Ein geeigneter  Gewichtungsfaktor zwischen beiden muss
deswegen durch Intervalschachtdung gewonnen werden. Es i dso immer erforderlich,
enige Smulierte Zetrehen auszuwerten, um den passenden Gewichtsfaktor fir das Markov-
Modell zu finden, bevor echte Zatreihen bearbeitet werden konnen.

Mit den gleichen Untersuchungsmethoden wie schon beim Erweterten Betafit wird
gezeigt, dass das Joint-Ht-Vefahren die Vorzige von Direktem Zetrehenfit und
Erweitertem Betefit in Sch veraint.

Anschlielend wird die praktische Anwendbarkeit der neu engefiihrten Vefahren an
enigen echten Patch-Clamp-Aufzeichnungen demondriert. Zundchst wird das in Messreihen
haufig auftretende Phénomen der Sublevel betrachtet. In ener Zetrehe exigieren dann
Messwerte, die sch weder dem Offen noch dem Geschlossen-Niveau des Kanas zuordnen
lassen, sondern die in der Mitte zwischen beiden liegen. Durch Anfitten eines derartigen
Sublevels mit dem Erwelterten Betafit kann gezeigt werden, dass die Zwischenwerte in dieser
Zdtrehe nicht aus ene vedndeten Leatfahigkat des Kands resultieren, sondern aus
schndlem Schdten zwischen Offenr und Geschlossen-Nivesu. Dieses schnelle Schaten kann
wegen der integrierenden Wirkung des Tiefpasses der Aufzeichnungsanlage nicht direkt
aufgel 6t werden.

Schliefdich wird noch eine Anwendungsmoglichkeit des Joint-Ft-Verfahrens gezegt.
Bei der Auswertung einer Messung des K'-Kanasvon Chara corallina mit dem A-O-G-C-Z-
Moddl ergibt sich, dass die mit den gefitteten Ubergangsraten erzeugte Zeitreihe in
wesentlichen Zigen nicht mit der gemessenen Zetrehe Ubereingimmt. Besser beschreiben
l&sst dch die ausgewertete Zetreihe mit enem Z-A-C-O-G-Moddl. Dies gdlt enen Hinwes
dar, dass der gemessenen Zeitreihe letzteres Model | zugrunde liegt.

Auf diee Wese ig¢ das Joint-Ft-Vefaren in der Lage, dnen Betrag zur
Mode lunterscheidung zu leisten.
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