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Automatische Zellanalyse

Automatisiertes
Patch-Clamping - Losungen
und Herausforderungen

Dr. Thomas Knott', Dr. Sandra Single', Dr. Alfred Stett'?, '"Cytocentrics CCS GmbH,
“Naturwissenschaftliches und Medizinisches Institut (NMI), Universitit Tiibingen, Reutlingen

Apparaturen fiir das automatisierte Patch-Clamping von suspendierten Zellen in der ,whole-cell’-
Konfiguration miissen diverse Anforderungen erfiillen, um mit einer hohen Erfolgsrate dieselbe
Ableitqualitdt wie beim klassischen Patch-Clamping zu erreichen. Dieser Beitrag beschreibt den
, Cytocentering”-Ansatz, der sowohl im High Throughput Screening (HTS) als auch im sekundiiren
HTS (HTSS) beziehungsweise Sicherheitsscreening oder auch der Grundlagenforschung zum Einsatz
kommen kann. Der dazu entwickelte CytoPatch-Automat nutzt zur Automation beliebig erweiterbare
Module anstelle der normalerweise eingesetzten Mikrotiterplatten.

Mit Hilfe der elektrophysiologischen Patch-
Clamp-Technik kann der Einflu von chemi-
schen Substanzen auf die wichtige Target-
klasse der Ionenkandle derzeit am besten ge-
testet werden'. Das klassische Patch-Clam-
ping in der ,whole-cell -Konfiguration (siche
Abb. 1) erfordert drei Schritte:

» mikroskopisch kontrollierte Positionierung
der Patch-Clamp-Elektrode (Abb. 1Aa/b),

P Anlegen eines Unterdruckes, der zum Ein-
saugen eines Teils der Zellmembran in die
Pipettenspitze fiihrt (Abb. 1Ac),

P Zerreiflen der Zellmembran durch Unter-
druck oder Spannungspuls (Abb.1Ad, ,who-
le cell’-Konfiguration, charakterisiert durch
einenkleinen Zugangswiderstand zwischen
Patch-Elektrode und Zellinnerem).

Um bei Messungen der Wirkung chemischer
Substanzen auf Ionenkanile eine grofle An-
zahl von Datenpunkten pro Tag erreichen zu
koénnen, isteine Automation des Patch-Clam-
ping erforderlich. Das zentrale Ziel dabei ist,
die hohe Qualitidt der Messungen, die beim
klassischen Patch-Clamping erreicht wird,
auch beim automatisierten zu erreichen.

Automatisiertes Patch-Clamping
mit hoher Qualitat

Beiallen Automatisierungsansatzen wird die
Zelle wird auf einer mikrometerfeinen Off-
nung in einem planaren Trager plaziert. Der
planare Automatisierungsansatz kontrolliert
dies durch Anlegen eines Unterdrucks in der
Offnung (Abb. 1Ba/b). Untersuchungen am
NMI haben dabei gezeigt, dafl der Durch-
messer der Offnung dazu mindestens 4 pm
betragen mufl (optimal sind 8-12 pum). Die
Bildung eines mechanischen Kontaktes mit
hohem elektrischen Abdichtwiderstand er-
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folgtdurch Erhéhung des Unterdruckes (Abb.
1Bc). Ein Teil der Zellmembran wird in die
Offnung gezogen. Weitere Untersuchungen
am NMI haben gezeigt, daf durch Offnungs-
durchmesser, die fiir das Ansaugenideal sind,
die Bildung sogenannter Gigaseals — eines
hohen Abdichtwiderstandes zwischen Patch-
Elektroden und Badlésung (sieche LABOR-
WELT 3/2002) - jedoch stark gehemmt wird:
Bestenfalls 30 bis 60 % konnen mitdem plana-
ren Automatisierungsansatz erreicht werden
(selbst mit Offnungsdurchmessern von nur 2
pum'#). Eine Erkldrung dafiir ist, daB8 durch
den permanenten Unterdruck wihrend der
Positionierung die Offnung verdreckt oder
die Zellen mangels Ansaugkapazitit und
hoher Zelldichte nicht richtig positioniert
werden. Wird ein Gigaseal nichterreicht, reif3t
auch die Zellmembran nicht — das Klemmen
der Membranspannung in der ,whole cell’-
Konfiguration ist nicht méglich (Abb. 1Bd).

Einen scheinbaren Ausweg bietet hier die
sogenannte ,perforated patch’-Konfigurati-
on. Dazu werden der Elektrolyt-Losung in
der Patch-Offnung sogenannte Kanalbildner
zugegeben, die in der Zellmembran Poren
entstehen lassen, tiber die ein Zugang zum
Zellinneren und damit ein Klemmen des
Membranpotentials moglich wird. Ein Giga-
seal-Kontakt zwischen Zellmembran und
Patch-Offnung ist dazu nicht unbedingt né-
tig. Aber durch das schlechte Verhiltnis von
hohem Zugangswiderstand und niedrigem
Abdichtwiderstand sind die Signale nur
schlecht zu messen.

Eine Losung, die ohne Kanalbildner aus-
kommt und zugleich eine hohe Ausbeute
hochqualitativer Ableitungenbietet (Abb.1C)
istim Cytocentering-Verfahren realisiert: die
fiir die Positionierung und das Ableiten noti-
gen Offnungen werden getrennt. Eine kleine
zentrale Offnung stellt die Patch-Offnung dar,
eine grofle umgebende Offnung dient der
Positionierung (Abb. 1Ca/b). Neben einer

|transkript LABORWELT



ausreichenden Ansaugkapazitit bleibt die
Kontaktoffnung durch einen niedrigen Uber-
druck sauber. Das Verfahren wurde am NMI
entwickeltund von der Firma Cytocentricsin
ihrer automatisierten Patch-Clamp-Appara-
tur realisiert. Im Vergleich zu allen anderen
Verfahren wird der zentrale Prozef des ma-
nuellen Patch-Clamping beibehalten und in
inverser Konfiguration durchgefiihrt. Daher
wirken dieselbenhydrodynamischenund me-
chanischenKrifte auf die Zelle und ihre Mem-
bran, und es wird mit einer hohen Erfolgsrate
dieselbe Ableitqualitét erreicht®.

Automatisiertes Patch-Clamping
mit hohem Durchsatz

Mikrotiterplatten-basierte Ansitze sind fiir
elektrophysiologische Untersuchungen, wie
das Patch-Clamping, mit einigen Problemen
behaftet:

P die vielfachen, nah benachbarten Ablei-
tungen fithren zu gegenseitigen elektri-
schen Storsignalen,

p die Anwendung von komplexen Testpro-
tokollen mit diversen Ein- und Auswasch-
zyklen ist schwierig zu realisieren und

P> eine individuelle Steuerung der einzelnen
MeBkammern ist nicht Stand der Technik.

Bedingt durch die synchrone Steuerung er-
zwingt der Mikrotiterplatten-Ansatz die Vor-
gabe einer einheitlichen Versuchsdauer. Da
aber die Sealformation und auch die Lebens-
dauer der Zellen sehr unterschiedlichist, folgt
daraus, daB fiir manch schlechte Ableitung
chemische Testsubstanz vergeudet wird, be-
ziehungsweise daB manch gute Ableitung
vorzeitig verworfen wird. Auch ist die Quali-
tataller MeRdaten nicht unbedingt einsichtig.
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Abb. 1: A) Das konventionelle, manuelle Patch-Clamping: Die Spitze einer Glaspipette wird leicht auf
die Zelle aufgesetzt (dabei permanenter Uberdruck zum Sauberhalten der Pipette, a/b). Durch Um-
schalten auf Unterdruck wird die Zellmembran in die Offnung der Glaspipette eingezogen und reifit
auf (c/d, vereinfachte Darstellung). Das Klemmen des Membranpotentials und Messen von lonenstrg-
men ist moglich. B) Das automatisierte, planare Patch-Clamping: die Mikro6ffnung mu$ fiir die Posi-
tionierung (Ansaugen durch Unterdruck, a/b) und das Klemmen (Gigaseal und Reiflen der Membran
durch Unterdruck, c/d) der Zelle verwendet werden. C) Das automatisierte Patch-Clamping mit dem
,»Cytocentering“-Ansatz: Durch die Applikation eines Unterdruckes wird eine Zelle iiber der Patch-0ff-
nung positioniert (gleichzeitiger Uberdruck in der Patch-Offnung, a/b). Durch Anwendung eines Unter-
druckes in der Patch-Offnung wird der Gigaseal (c) und die ,whole-cell-Konfiguration hergestellt (d).
D) Beispiel einer mit dem Cytocentering-Ansatz kontaktierten CHO-Zelle. Der dufiere Umrif gibt die
Zellbegrenzung wieder, der mittlere die Begrenzung der Positionierungséffnung (Durchmesser 12 pm),
die innere die Begrenzung der Patch-Offnung.

Ein alternativer Ansatz ist der des parallel
asynchronen Betriebs (Abb. 2): mehrere Chips
werden einzeln, also rdaumlich voneinander
getrennt, kontaktiert und arbeiten individu-
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ell. Das bedeutet, die Qualitit der Ableitung,
der Spannungsklemme oder der Zelle etc.
wird individuell auf jedem Chip kontrolliert,
unabhiéngig vom Status der anderen Chips.
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Abb. 2: Schematische
Zeichnung autarker Cyto-
Patch™-Mef3stationen.
Chips, Zellen und Test-
substanzen werden voll-
automatisch zugefiihrt.
Das Chip-Reservoir kann
mehrere, modular in den
Automaten integrierte
Mef3stationen bedienen.
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in einer 10 pm dicken
Quarzschicht (SEM-Bild)
mittels eines fokussierten
lonenstrahles die Patch-
Offnung und die umge-
bende Positionierdffnung
abgetragen.

Ist die Qualitit ausreichend, werden weitere
Tests mit der kontaktierten Zelle gestartet; ist
sie mangelhaft, wird der Versuch beendet
und ein neuer gestartet. Damit wird nur dort
chemische Substanz verbraucht, wo Daten
guter Qualitdt zu erwarten sind.

Skalierbarer
Patch-Clamp-Automat

Der CytoPatch™-Chip (Abb. 2, insetlinks oben)
besteht aus Quarzglas (max. Zugangswider-
stand 5 MOhm) und kann in bereits bestehen-
den Produktionsanlagen in groien Stiickzah-
len hergestellt werden (BionChip, NL). Der
Chip ist von einem Plastikgehduse umgeben,
das die mikrofluidische Zu- und Abfuhr von
Niéhrstofflssung oder Testsubstanzen ermog-
licht (Abb. 2 oben). Durch dieses geschlossene
Stromungssystem kann die Losung sehr
schnell ausgetauscht werden. Dies erméglicht
das Auswaschen von Substanzen und die An-

wendung mehrerer Konzentrationen oder
Testsubstanzen auf einer Zelle.

Der Verbrauch von Testsubstanzen im pl-Be-
reichistdeminMikrotiterplatten vergleichbar.
Nach Beendigung des Versuchs klappt ein
Chiphalter auf, der Chip wird entsorgt, ein
neuer Chip aus dem Chipvorrat geholt (Abb. 2
links) und in den Chiphalter eingelegt. Die
Zelldsung wird ausgetauscht, Testsubstanzen
werden von neuem appliziert. Dies alles ge-
schieht vollautomatisiert in hohem Durchsatz.
Der Vorrat an Chips kann so ausgerichtet wer-
den, dasB eine Testreihe tiber Nacht gemessen
wird. Bis zu 200 Zellen kénnen so pro Tag mit
einem Modul gemessen werden. Um den
Durchsatz zuerhshen, werden dem CytoPatch-
Automaten weitere Module hinzugefiigt (bis
zu 50, Abb. 2 unten). Aufgrund der Architek-
tur des CytoPatch™-Automaten kénnen span-
nungsabhingige, ligandengesteuerte sowie
metabotrope Kanile untersucht werden. Seine
Anwendung findet das Verfahren im High
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Throughput Screening (HTS), im sekundéren
HTS (HTSS) beziehungsweise Sicherheits-
screening oder auch der Grundlagenforschung.
Dariiber hinaus ist der breite Einsatz im Be-
reich Functional Genomics zu erwarten.
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