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Kurzfassung

Der vorliegende Beitrag beschreibt den aktuellen Entwicklungsstand eines neuartigen Patch-on-Chip-
Systems, mit welchem das elektrophysiologische Verhalten von adhdrent wachsenden Zellnetzwerken
automatisiert untersucht werden soll. Bisher erlaubt nur die klassische (manuelle) Patch-Clamp-
Technik die Signalableitun% an vernetzten Zellen. Der hier beschriebene Systemaufbau des Patch-on-
Chip-Systems PoreGenic™ mit 4x4 Messstellen gestattete bereits die Signalableitung von
suspendierten Einzelzellen mit Seal-Widerstdnden oberhalb 1 GQ. Mit dem Lokalanasthetikum
Lidocain wurden an HEK 293 Na, 1.7 Vergleichsmessungen zwischen dem PoreGenic®—System und
dem klassischen Patch-Clamp durchgefiihrt. Es konnte in diesen Versuchen gezeigt werden, dass
Patch-Clamp-Ableitungen sowie pharmakologische Charakterisierungen an suspendierten HEK 293
Nav 1.7 mit dem PoreGenic®-System mdglich sind.
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zum Inneren einzelner Zellen zu realisieren, ist

eine auf die Herstellung der Patch-Sites
spezialisierte Mikrosystemtechnik erforderlich.

Einleitung

Auf der Suche nach neuen Wirkstoffen bedient
sich die Pharmaindustrie in der praklinischen
Phase  zunehmend  zellbasierter  Unter-
suchungsmethoden. Von besonderem auf
Interesse sind dabei lonenkanale als Wirkort
der Medikamente, da viele Krankheiten wie
z. B. Mukoviszidose, generalisierte Epilepsie
oder das Long-QT-Syndrom auf fehlerhafte
Kanalfunktionen zuriickzufiihren sind. Im Ver-
gleich zu anderen zellbasierten Verfahren zur
Untersuchung von Kanalaktivitdten, wie die
Verwendung von spannungssensitiven
Fluoreszenzfarbstoffen oder radioaktiven
Markern, erlauben Patch-on-Chip-Systeme die
direkte Messung elektrophysiologischer
Parameter von Zellen bzw. Zellnetzwerken.

Die aktuelle Entwicklungsstufe basiert
Vorarbeiten ~ mit  mikrostrukturierten
massiven Nadelelektroden [1] und erlaubt chip-
basierte Patch-Clamp-Ableitungen.

Systemaufbau

Kommerzielle Patch-on-Chip-Systeme
mit planaren Patch-Sites fihren derzeit ihre
Untersuchungen ausschlief3lich an vereinzelten

Zellen in Suspension durch. Ziel des Projektes
PoreGenic® ist die Entwicklung eines auto-
matisierten Patch-on-Chip-Systems fur Zell-
netzwerke. Fur die parallele Ableitung mehrerer
Zellen im Netzwerk ist es notwendig auf
kleinster Flache mehrere sog. Patch-Sites an-
zuordnen (im Weiteren als Multi Patch-Site
Array (MPSA) bezeichnet). Um den fur die
Messung notwendigen mikrofluidischen Zugang
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Abbildung 1. Prinzipdarstellung der Signalableitung
mit dem PoreGenic® Patch-on-Chip-System.

Schematische Querschnittsdarstellung der parallelen Patch-
Clamp-Ableitung mit chipintegrierten Patch-Pipetten. Die
Messelektronik ist vereinfacht durch Strom-Spannungs-
wandler im Voltage-Clamp-Modus dargestellt. Eine
Druckregelung erméglicht das Anlegen von Uber- und
Unterdruck (weilRer Pfeil) an der Patch-Site.
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Abb. 1 zeigt den Prinzipaufbau der parallelen
Signalableitung im Zellnetzwerk. Die Patch-Site
gestattet den mikrofluidischen Zugang zur
Zelle. Dabei wird durch leichtes Ansaugen ein
kleiner Membranausschnitt in die Patch-Site
hineingesogen und es entsteht eine hohe
elektrische Abdichtung des Pipetteninneren
zum extrazelluldaren Raum. Erreicht diese Ab-
dichtung einen Wert oberhalb 1 GQ spricht man
vom Giga-Seal [2]. In dieser Konfiguration ist es
maoglich einzelne lonenkanale mit Messstromen
unterhalb 10 pA zu untersuchen. Sofern der
eingesogene Membranausschnitt durch starkes
Ansaugen geodffnet wird, ist es mdglich intra-
zellulare Signalableitungen von der ganzen
Zelle vorzunehmen. Je nach lonenkanalaktivitat
liegen die Messstrome dann zwischen 10 pA
und 100 nA.

Sensorchip

Der Sensorchip mit einem 4x4 MPSA basiert
auf einem Glassubstrat (10x10 mm?). Die Héhe
der pipettendhnlichen MPSA-Elemente aus
SisN, betragt ca. 5pum. lhr Offnungsdurch-
messer an der Spitze liegt bei 1-2 ym. Fir die
Ausbildung eines hohen Seal-Widerstandes
wird die Oberflachenrauheit der Patch-Site
durch das Aufbringen einer dinnen SiO,-
Schicht (PECVD) verringert. Die Optimierungs-
arbeiten zur Oberflachenrauheit und Schicht-
dicke werden durch Einsatz der Raster-
elektronenmikroskopie (REM) (Abb. 2A) in
Kombination mit fokussierter lonenstrahl-
praparation (FIB) (Abb. 7A) unterstitzt.

Abbildung 2. PoreGenic®—Sensorchip.

A: REM-Aufnahme eines MPSA-Elements mit einem
Offnungsdurchmesser von ca. 2 um. B: Oberfliche des
Sensorchips mit 16 Patch-Sites (schwarze Punkte) jeweils
mit mikrofluidischem Zu- und Ablaufkanal (weif3e Pfeile).

Durch Aufkleben des Sensorchips auf einen
Fluidik-Chiptréager werden die mikrofluidischen
Zu- und Ablaufkandle (Abb. 2B) von nur acht
Patch-Sites nach aulRen kontaktiert. Aufgrund
des vorgefertigten Fluidik-Chiptrégers kdnnen
derzeit nicht alle 16 Patch-Sites angeschlossen
werden. Der Chiptrager im Standard-Objekt-
tragerformat besteht aus transparentem Kunst-
stoff (PMMA). Der Sensorchip wird durch Auf-
kleben eines PMMA-Troges komplettiert und

11. Dresdner Sensor Symposium 2013

DOI 10.5162/11dss2013/3.5

bildet zusammen mit der Chipoberflaiche die
Zellkultur- und Messkammer. Das Design des
Troges wurde fur die mikroskopische
Beobachtung mit Wasserimmersionsobjektiven
optimiert.

Prototyp

Der nicht-automatisierte Prototyp dient der
elektrischen und fluidischen Kontaktierung des
Sensorchips an die externe Messelektronik
sowie an die Druckregelung. Fir die Signalab-
leitung taucht jeweils eine Ag/AgClI-Elektrode in
eines der 16 Néapfchen des Fluidik-Chiptragers
ein (Abb. 3A). Eine groRRe schaltbare Ag/AgCI-
Referenzelektrode wird direkt in die Mess-
kammer eingetaucht.

Das Gehause (Abb. 3B) des Prototyps
gestattet  Auflichtmikroskopie, dient als
Faraday-Kafig und ist flr Versuche unter
physiologischen Bedingungen temperierbar.

Abbildung 3. PoreGenic®-Prototyp.

A: Sensorchip mit 8 fluidisch kontaktierten Patch-Sites.
B: Prototyp fur den Anschluss von 8 Patch-Sites an einen
Mehrkanal-Patch-Clamp-Verstérker (nicht dargestellt).

Messelektronik

Die schaltungstechnischen Anforderungen an
Patch-Clamp-Verstarker sind seitens der zu
messenden lonenkanalstrome im Bereich von
1 pA bis 100 nA hinsichtlich des Rauschens,
der Leckstrome und der bendétigten variablen
Verstarkung hoch. Um den Entwicklungsauf-
wand zu reduzieren, wird ein kommerziell
erhéltlicher 16 Kanal Patch-Clamp-Verstarker
der Firma Tecella LCC (Foothill Ranch,
Kalifornien, USA) verwendet. Dieser fir intra-
zelluldre Ableitungen optimierte Verstérker ge-
stattet Voltage- und Current-Clamp-Messungen
mit programmierbarer Verstarkung. Die Abtast-
rate betragt 20 kHz pro Messkanal. Fur die
Erfassung, Visualisierung und Speicherung der
Messdaten wird die Software TecellaLab
genutzt. Fir Vergleichsmessungen kann anstatt
des Mehrkanal-Verstérkers ein Einkanal-Patch-
Clamp-Verstarker Gber einen  Multiplexer
angeschlossen werden.
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Druckregelung

Die softwaregesteuerte Druckregelung dient
dem Befillen der Fluidkandle sowie dem
individuellen Anlegen von Uber- und Unterdruck
im Bereich von -300 mbar bis +500 mbar. Sie
ermdglicht durch konfigurierbare Druck-Puls-
Protokolle die Zellpositionierung und Seal-
Ausbildung an der Patch-Site sowie den Uber-
gang in die Ganzzellableitung. Die Genauigkeit
der Regelung betrdgt +3 mbar. Die Software
basiert auf einem LabVIEW®-Programm.

Ergebnisse
Wirkstofftest mit HEK 293 Na, 1.7

Erste Tests zur Evaluierung des Prototyps
wurden an genetisch modifizierten
HEK 293 Zellen durchgefuhrt, welche den
spannungsabhangigen Natriumkanal Na, 1.7
Uberexprimieren. Der Vortelil liegt in der Stabili-
tat der Zelllinie sowie dem gut charakterisierten
Natriumkanal [3]. Mit dem inhibierenden Lokal-
anasthetikum Lidocain wurden die Kanal-
eigenschaften untersucht und mit Ergebnissen
aus klassischen Patch-Clamp-Messungen ver-
glichen.

Far die Versuche wurden die
suspendierten Zellen mit einem Unterdruck von
-30 mbar an den Patch-Sites angesaugt. Nach
Ausbildung des Giga-Seals wurde die
Zellmembran fir die Ganzzellableitung mit
einen kurzem Unterdruckpuls (-180 mbar fir
1s) geoffnet. Die Aktivitat der
spannungsabhangigen Natriumkandle wurde
mit Hilfe einer Strom-Spannungskennlinie im
Voltage-Clamp-Modus ermittelt. Dafiir wurde an
die Zelle eine Spannung angelegt, die ange-
fangen bei -100mV in 5mV Schritten auf
+40 mV erhéht wurde. Der Spannungspuls
hatte eine Lange von 50 ms. Zwischen den
Spannungspulsen wurde die Zelle fur 200 ms
wieder auf ihre Haltespannung von -100 mV
geklemmt (Abb. 4).

\?M/ +40 mV
\M
2 ‘ -100 mV

4 ms 50 ms

Abbildung 4. Stromantwort einer HEK 293 Na, 1.7
auf ein Spannungspuls-Protokoll in der Ganzzell-
ableitung.

Nach Bestimmung der maximalen Stromantwort
wurde der Wirkstoff, beginnend mit der
kleinsten Konzentration von 0,1 mM, in den
Trog pipettiert. Abb.5 zeigt die Strom-
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Spannungskurve einer ausgewahlten Zelle
sowie die hemmende Wirkung von Lidocain auf
die Natriumkanéle.

Abbildung 5. Strom-Spannungskurve einer HEK 293
Nay 1.7-Zelle unter Zugabe zunehmender Konzen-
tration des Inhibitors Lidocain.

Je nach Anzahl der Natriumkandle in der Zell-
membran der HEK 293 wurden Stréme im
Bereich von 1nA bis 8 nA gemessen. Im
Beispiel von Abb. 5 lag die maximale Strom-
amplitude bei 5,2nA. Eine Erhdéhung der
Lidocain-Konzentration fihrte signifikant zur
Verringerung der Stromantwort und entspricht
verschiedenen Literaturquellen [4][5]. Die Zu-
gabe der hdchsten Konzentration von 10 mM
fuhrte zu einer 98 %-igen Blockade der
spannungsabhdngigen  Natriumkanéle. Um
auszuschlieRen, dass die Abnahme nur ein
zeitabhangiger Effekt ist, wurde der Wirkstoff
abschliefend wieder ausgewaschen. Nach
diesem sog. wash out konnte wieder bis zu
60 % des Ausgangsstromes der Natriumkanéle
detektiert werden. Vergleichsmessungen mit
dem klassischen Patch-Clamp an HEK 293
Na, 1.7 ergaben ahnliche Ergebnisse (vgl.
Abb. 6).
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Abbildung 6. Einfluss des Inhibitors Lidocain auf die
Natriumkanalaktivitat in HEK 293 Na, 1.7 (n > 4) im
Vergleich zu Ergebnissen aus dem klassischen
Patch-Clamp (n > 6).

Tab. 1 gibt einen Uberblick ber die Neben-
parameter der Messungen. Die Werte wurden
bei der Ganzzellableitung von HEK 293 Na, 1.7
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unter Verwendung des EPC 9 Patch-Clamp-
Verstérkers (HEKA Elektronik Dr. Schulze
GmbH, Lambrecht) ermittelt.

Tabelle 1: Parameter wéhrend der Ganzzellableitung

Rpip: Pipettenwiderstand; Cr.s: Pipettenkapazitat;
Csiow: Membrankapazitét; Rs: Serienwiderstand

Rpip 3+0,5 MQ
Crast 13+0,5 pF
Cslow 7 pF bis 20 pF
(abhéngig von Zellgréke)
Rs 6£2 MQ
Leckstrom 20 pA bis 100 pA

Giga-Seal-Rate

Mit der jetzigen Generation von Sensorchips
konnte in diesen Versuchen eine Giga-Seal-
Rate von 60 % an suspendierten HEK 293
Na, 1.7 erreicht werden. Ziel ist es, die Giga-
Seal-Rate auf Uiber 80 % zu erh&hen.

Diskussion

Mit dem vorlaufigen Systemaufbau des Patch-
on-Chip-Systems PoreGenic® konnte in diesen
Versuchen bereits gezeigt werden, dass Patch-
Clamp-Ableitungen sowie pharmakologische
Charakterisierungen an suspendierten HEK 293
Nav 1.7 mdglich sind. Der Vergleich mit dem
klassischen Patch-Clamp (Abb. 6) zeigte
geringe Abweichungen, die evtl. auf Unter-
schiede im Versuchsaufbau zurlickzufihren
sind. In den Vergleichsmessungen wurde das
Lidocain Uber eine Perfusion kontinuierlich
eingewaschen. Hingegen wurde es bei den
Messungen mit dem derzeitigen PoreGenic®-
Prototyp direkt in den Zellkulturtrog gegeben.
Die Konzentration, die direkt an der Zelle wirkt,
kénnte dadurch verédndert sein. Dies wirde
auch die Variabilitdt bei den Messungen
erklaren.

Ausblick

Derzeit werden  Experimente fur die
Optimierung der Seal-Widerstdnde an ver-
netzten adharenten Zellkulturen durchgefihrt.
Dafur werden neue Technologien fiir eine Ver-
besserung der Seal-Qualitat entwickelt, bspw.
der Schutz der Patch-Sites vor Verunreinigung
im Inneren (Abb. 7A).

Ein nachster Entwicklungsschritt sieht
vor, die Lage von Zellen durch
dielektrophoretische Zellpositionierung (DEP)
auf dem MPSA zu steuern (Abb. 7B). Erste
Versuche an L929 Tumorzellen mit integrierten
DEP-Elektroden waren bereits erfolgreich.
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Abbildung 7. Néchste Entwicklungsschritte.

A: FIB-REM-Aufnahme einer Patch-Site B: Oberflache des
Sensorchips mit 16 Patch-Sites und 32 DEP-Elektroden.
Mit der Lésung der technischen Heraus-
forderungen kann das PoreGenic® Patch-on-
Chip-System stabile Ganzzellableitungen an
Zellnetzwerken erreichen und somit die auto-
matisierte Elektrophysiologie revolutionieren.
Aufgrund der Menge an generierten Messdaten
wird es notwendig sein, die Daten bereits online
bezlglich relevanter Parameter aufzubereiten.
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