MEMBRANPOTENTIAL OCH JONKANALER

Laborationshandledning



1. BAKGRUND OCH TEORI

MEMBRANPOTENTIAL

Diffunderande joner kanJan ge upphov till en elektriska potentialer. Om ett stationirt tillstdnd
instiller sig talar vi om jimviktspotentialer. I annat fall kallas potentialen foér en
diffusionspotential. I detta fall utjimnas s& smaningom koncentrationsskillnaderna hos de
diffunderande jonerna om inte andra transportprocesser kan utnyttjas for att motverka
utjimningen. I levande celler uppritthdlls koncentrationsgradienterna med hjilp av aktiv
transport (jonpumpar).

Potentialen over plasmamembranet i en levande cell utgdrs huvudsakligen av en
diffusionspotential tillsammans med ett litet bidrag frdn elektrogena jonpumpar. De
membranpotentialer som kommer att behandlas inom ramen for denna laboration 4r av typen
diffusionspotentialer.

Villkor for uppkomsten av en membranpotential

For att en membranpotential skall uppkomma genom diffusion av joner krivs dels en
koncentrationsskillnad 6ver membranet, dels att membranet har olika permeabilitet for de olika
slagen av joner. Hos en levande cell hirrér permeabiliteterna frin jonselektiva kanaler i
membranet. I laborationsévningarna #r situationen i princip densamma om &n nigot enklare.
Fér bigge ovningamna utnyttjas tvAkammarsystem med mojlighet att vilja tvd oberoende
lIosningar av joner. I det forsta momentet (membranpotentialmétning) anvénds ett sk
dialysmembran, som har forhllandevis stora porer, betydligt storre &n de jonkanaler som
normalt forekommer i biologiska system. Dialysmembranet ir dirfor inte selektivt permeabelt
for nagot jonslag. Den selektivitet i jontransporten som dndock foreligger hirror frin jonernas
olika rorlighet i losningen. I det foljande laborationsmomentet (registrering frin jonkanaler)
utnyttjas ett artificiellt lipidmembran med en enkel typ av jonkanal, som 4r selektivt permeabel
for envérda katjoner.

Elektrokemisk jamvikt

Generellt piverkas joner av tvd krafter nimligen koncentrationsskillnaden (kemisk
potentiaiskillnad) som ger upphov till diffusion samt spanningen (elektrisk potentialskillnad)
som ger upphov till elektroforetisk jonvandring. Nér summan av diffusionsflédet och den
elektroforetiska jonvandringen #r lika med noll for en viss jon rider sk elektrokemisk jimvikt
for denna jon. Den elektrokemiska jamviktspotentialen (egentligen potentialskillnaden) ges av
Nernsts ekvation (se avsnittet membrahbiofysik), som i férenklad form har foljande utseende
vid rumstemperatur:
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dir U, och U, &r potentialerna och ¢, och c, #r koncentrationerna i de biégge kamrarna
(numrerade 1 respektive 2). Konstanten 58 har sorten millivolt; z betecknar jonens valens.
Elektrokemisk jimvikt uppkommer om membranet 4r selektivt permeabelt for enbart en viss
jon men kan ocksd uppkomma om flera joner #r permeabla, forutsatt att jonkoncentrationerna
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uppfyller vissa inbérdes relationer (sk Donnanjamvikt). Om membranpotentialen frin borjan
dr noll kommer diffusionen av joner att inom ndgra millisekunder ge upphov till en
asymmetrisk laddningsférdelning som leder till uppkomsten av en membranpotential. Denna
potential dr lika med den permeabla jonens jimviktspotential.

Som framgér av ekvationen varierar jamviktspotentialen logaritmiskt med koncentrationsforhal-
landet. En potential med detta koncentrationsberoende beniimnes Nernstpotential och utgor ett
viktigt och praktiskt anvéndbart kriterium pd jimviktsfordelning av joner i biologiska och
kemiska system. Koncentrationsberoendet har viktig medicinsk konsekvens ndmligen att varje
form av elektrolytrubbning ocksd avspeglas i form av #ndrade bioelektriska potentialer.

Diffusionspotential

Om flera jonslag, sivil katjoner som anjoner, kan rora sig men diffunderar olika snabbt uppstir
ocksd efter en kort tid en separation av positiva och negativa laddningar. Situationen har
likheter med hur en jimviktspotential uppkommer men skiljer sig genom att ett statiskt
jamviktstillstind inte uppnds. SA sméiningom sker dérfor en fullstindig koncentrations-
utjdimning. Vi kan emellertid betrakta de bdda kamrarna i experimentsystemen som mycket
stora och under den tid vi observerar potentialen forblir dd systemet i stort sett ofdrindrat.

Vi tinker oss att bigge kamrarna ir fyllda med en 16sning innehillande envirda kat- och
anjoner. Som tidigare betecknar ¢, och c, jonkoncentrationerna i de bigge kamrarna (lika for
katjoner och anjoner p g a elektroneutralitetsvillkoret). Om membranet sjélvt &r oselektivt
bestims diffusionen av jonernas rorligheter (mobiliteter) som vi betecknar med u respektive
v. For att hirleda den membranpotential som instiller sig i detta system nér mobiliteterna har
godtyckliga virden kan vi forst betrakta extremfallen, d v s att enbart en av jonerna har en
mobilitet skild frin noll.

Om enbart den positiva jonen ir rorlig blir membranpotentialen lika med den elektrokemiska
jamviktspotentialen for jonen ifriga, som ges av Nemnsts ekvation (se ovan). Om vi utnyttjar
att jonens valens &r lika med +1 fér vi uttrycket:
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Om 3 andra sidan enbart den negativa jonen ir rorlig si blir membranpotentialen pd liknande
sdtt:

cl
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dir vi har utnyttjat att valensen 4r lika med -1. Om nu bdgge jonerna &r rorliga kommer
membranpotentialen att anta ett virde mellan de tv3 ytterligheter som ges av ovanstiende
ekvationer. Man kan visa att detta "kompromissvirde" ges av formeln:
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Av uttrycket framgar att ingen diffusionspotential erhdlls d4 mobiliteterna &r lika for katjoner
och anjoner (u = v). Om 4 andra sidan membranet &r impermeabelt for nigon av jonerna (u
= 0 eller v = 0) si reduceras uttrycket till det som motsvarar en ren jimviktspotential. Det
senare ir forhallandet i glaselektroder, som &r helt impermeabla for anjoner och som séledes
kan utnyttjas for elektrisk mitning av katjonkoncentrationer. Observera att diffusionspotentialen
beror av sdvil jonkoncentrationer som jonpermeabiliteter (i detta fall jonmobiliteter).
Permeabilitetsindringar i membran kan dérfor ge uphov till dndringar i membranpotentialer och
utgdr den fundamentala mekanismen for uppkomsten av bioelektriska impulser.

Det logaritmiska sambandet mellan diffusionspotentialen och koncentrationsférhéllandet kan
4skAdliggoras i ett diagram genom att avsitta potentialdifferensen som funktion av logaritmen
for koncentrationsforhillandet. Dirvid erhdlls en rét linje (Figur 1). Linjens lutning (k-vérde)
kan identifieras som koefficienten framfor iogaritmuttrycket i ovanstiende ekvation. Ur ett
experimentellt bestimt virde pd k (se membranpotentialmitning) kan férhéllandet mellan
jonernas mobiliteter (u/v) berdknas.
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Figur 1. Dyjfusionspotentialen dr linjdrt beroende av koncentrationsférhdllandets logaritm.
Linjens lutning beror av de ingdende jonernas mobiliteter.



4 .
2. MATNING AV MEMBRANPOTENTIAL

 Avsikten med denna évning Gr att mdta membranpotentialen i ett tvdkammarsystem som
funktion av koncentrationsforhdllandet. Sambandet mellan dessa variabler dr teoretiskt en
modifierad Nernstekvation. Mdtningarna ger besked om forhdllandet mellan jonernas
mobiliteter (rorligheter). Varje laborationsgrupp anvdnder en "egen” ldsning. Ddrigenom
erhdlls mobilitetsdata for ett flertal joner.

Apparatur .
Foljande utrustning anvinds for vningen:

1. Experimentkammare bestdende av
a) Ytterburk med lock
b) Innerburk med lock
¢) Dialysmembran
d) Ring for fastsdttning av membran
2. Auvstillningsburk
3. Kalomelelektroder, 2 st
4. Mitinstrument, typ multimeter
5. Magnetomrérare (drivenhet + 16s magnet)
6. Sprutflaska
7. Mitglas 100 ml
8. Mitkolv 150 ml
9. Bégare 400 ml
10. Engings-plastpipetter

11. Pincett

Utférande

Fastsdttning av membranet. Membranet, som ir ett s k dialysmembran, levereras i form av ett
tillplattat ror. Blot membranet med vatten och 14t det ligga och dra en stund. Klipp upp roret
i ena kanten och vik ut membranet. Sitt fast membranet pd innerkammarens &nda genom att
tri 6ver silikongummiringen. Hll vatten i innerkammaren och kontrollera att den héiller titt.
I annat fall miste proceduren gbras om.
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Figur 5. Experimentkammaren bestdr av en ytter- och en innerkammare som kan fyllas med
olika lGsningar. Tvd kalomelelektroder dr anslutna till var sin kammare. Delarnas beteckningar

hdnfor sig till apparaturlistan.
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Figur 6. Férteckning éver varningskoder for kemikalier.
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Férberedelser. Mit upp 150 ml av den koncentrerade 18sningen i mitkolven och hill i
ytterkammaren. Skolj innerkammaren med litet av den koncentrerade 16sningen och fyll den
diirefter med 20 ml av denna losning. Sitt ihop kamrarna och kontrollera att vatskenivéerna
stdr lika hogt (justera innerkammarens nivi om s& behovs). Skolj elektroderna med destillerat
vatten frin sprutflaskan och sitt dem pa sina platser i det ytire och det inre locket. Anslut
elektroderna till mitinstrumentet. Instrumentets minusanslutning (mérkt Com for "Common")
skall vara forbunden med den inre kammaren ("1") och plusanslutningen (mérkt V £6r "Volt")
med den yttre kammaren ("2"). Ldgg en omrorarmagnet i ytterkammaren och placera hela
kammaren pd omréraraggregatet.

Maitning. Mitinstrumentet skall vara instdllt pd det kiinsligaste omridet (200 mV). Kor
omroraren under ca 1 minut och sting sedan av. Lis av instrumentent nér virdet &r nigorlunda
stabilt. Glom inte att notera tecknet. Om mitvirdet inte &r stabilt, vilket kan intriffa for de
storre spidningarna, kan det hjdlpa att kora omroraren hela tiden. Om virdet dnd4 driver kan
detta bero p& att membranet #r skadat. Det miste dd bytas ut. Efter mitning av
membranpotentialen lyfts burklocket med innerkammare och elektroder av. Sko6lj membranet
och fasthdllningsringen samt den ytire elektroden med destillerat vatten frdn sprutflaskan.
Observera att stamldsningen skall vara kvar i innerkammaren under hela forsoket. Placera
burklocket med innerkammare och elektroder pa avstillningsburken (mérkt "membranstall”).

Spéddning. Du har i utglngsliget samma koncentration i bdgge kamrarna (koncentrations-
forhallande 1:1) och skall ddrfor, teoretiskt sett, inte méta ndgon membranpotential. Oavsett
detta skall Du gora en mitning av membranpotentialen i utgéngsliget. Direfter spidder Du
16sningen i ytterkammaren upprepade génger och miter membranpotentialen foér varje ny
spidning enligt beskrivningen ovan. Spédningen utfors genom att hilla ldmplig mingd av
ytterkammarens losning i mitglaset, dverfora till mitkolven och spida till full volym (150 ml).
Resterande 16sning i ytterburken hills bort och burken skdljs med destillerat vatten frdn
sprutflaskan (anvind pincetten for att ta tillvara omrorarmagneten). Fyll dérefter ytterkammaren
p4 nytt med 150 ml av den (nya) spiadda 16sningen frén mitkolven. Genom att varje glng
spida antingen 2 eller 2.5 génger kan Du astadkomma koncentrationerna 1, 0.5, 0.2, 0.1, 0.05,
0.02, 0.01 M i ytterkammaren (for HCl &r koncentrationerna en tiopotens ligre), vilket ger
koncentrationsforhdllandena 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100.

Redovisning

For in virdena i tabellen pa redovisningsformuléret. Rita in punkterna pa linlogpapper. Anpassa
en rit linje till punkterna. Bestim linjens lutning (k) och redovisa virdet. Hirled ett uttryck for
/v som funktion av k. Beréikna hérur u/y och redovisa virdet.

Besvara foljande fragor:

(1) Diskutera likheter resp. skillnader melian situationen i laborationen och den i en verklig cell
(om innerkammaren motsvarar cellen och ytterkammaren extracelluldrrummet), dels allmént -
dels med utgangspunkt frin de erhdllna métvérdena.

(2) Man kan visa att rorligheten dr relaterad till jonens Stokes-radie (ett matt pa den hydratiserade
jonens storlek) pd s siit att storre radie ger mindre rorlighet. Vilken av de tva ingdende jonerna

har storst Stokes-radie? Ar den tyngsta jonen den storsta (allmént resp. i detta speciella fall).

REDOGORELSEN LAMNAS IN EFTER LABORATIONEN (SAMMA DAG)



