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Geleitwort

,Patch pipettes will be more useful than initially thought.”“ Diese Voraussage
von Fred Sigworth hat sich in der Tat bewahrheitet. Urspriinglich dienten Patch-
Pipetten zur Messung von ,elementaren® Stromen durch einzelne Ionenkanile
in der Membran von Muskelfasern des Frosches. Heute benutzen Elektrophysio-
logen Patch-Pipetten zur Untersuchung von Membranstromen, -potentialen und
-kapazititen in so unterschiedlichen Préaparaten wie Erythrozyten, Pflanzenzellen
und Neuronen. Erweiterte Anwendungen der Patch-Clamp-Technik erlauben
inzwischen, diese Prozesse mit mehreren Pipetten in natiirlichen Geweben und
sogar in Tieren wihrend des Verhaltens zu messen. In Kombination mit modernen
bildgebenden Verfahren riickt damit ein detailliertes Verstindnis der Signalfliisse
in komplexen Netzwerken wie der Hirnrinde in Reichweite. Das vorliegende
Buch gibt einen kompetenten Uberblick iiber die weitgespannten Moglichkeiten,
elektrische Signale in lebendem Gewebe mit hoher Auflosung zu registrieren und
die ,,Gespriche* von Zellen untereinander sozusagen zu ,,.belauschen®.

Bert Sakmann



Vorwort

1991 wurden Erwin Neher und Bert Sakmann mit dem Nobelpreis fiir Physiologie
und Medizin ausgezeichnet — als Anerkennung fiir ihre Arbeiten zur ,,Funktion
einzelner zelluldrer Ionenkandle®. 15 Jahre vorher hatten sie eine Methode ent-
wickelt, mit der sich der Strom durch einzelne Ionenkanile in der Membran
lebender Zellen messen lédsst. Eine Entdeckung, die nach Auffassung des deutsch-
britischen Neurophysiologen und Nobelpreistrigers Bernard Katz ,,sowohl hin-
sichtlich der dsthetischen Befriedigung als auch der wissenschaftlichen Bedeutung
fiir die Biologie dem Nachweis atomarer Teilchen vor 50 Jahren gleichkommt*.

Die Patch-Clamp-Technik ist heute eine der wichtigsten neurophysiologischen
Arbeitsmethoden. Thre Anwendung hat in der biomedizinischen Grundlagen-
forschung bedeutende Erkenntnisse iiber die Funktion und die Eigenschaften
von Ionenkanilen erbracht, und auch aus der angewandten pharmakologischen
Forschung ist sie inzwischen nicht mehr wegzudenken. Aus diesen Griinden spielt
die Methode in der theoretischen und praktischen Ausbildung von Studierenden
der Biologie, Biochemie, Medizin und Pharmazie und im Rahmen von Bachelor-,
Master- und Doktorarbeiten heute eine wichtige Rolle.

Das vorliegende Buch richtet sich an fortgeschrittene Studierende der
genannten Ficher sowie an Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftler, welche
die Technik besser verstehen und/oder sich aneignen wollen. Es gibt konkrete
Antworten auf die wichtigsten dabei auftretenden Fragen, zum Beispiel: Was ver-
steht man genau unter ,,Patchen*“? Welche Anwendungsmoglichkeiten bietet die
Patch-Clamp-Technik? Wie baut man einen entsprechenden Messstand auf? Wie
geht man bei Patch-Clamp-Experimenten praktisch vor?

Seit der ersten Auflage dieses Buches, die vor mehr als 25 Jahren erschienen
ist, hat sich einiges veridndert, und natiirlich hat sich auch die Patch-Clamp-
Technik weiterentwickelt. Daher sind fast alle Abbildungen neu, und auch die
meisten Kapitel mussten weitgehend umgeschrieben werden. Einiges, wie die
speziellen Anwendungen in Kap. 6 oder das Kap. 7 iiber die Dokumentation und
Verarbeitung von Daten, sind hinzugekommen. Auch in dieser Auflage haben wir
versucht, den Einstieg in die Fachliteratur zu erleichtern, indem wir besonders
relevante klassische und wichtige aktuelle Veroffentlichungen jeweils am Ende der
Kapitel zitieren.

Vi



Vil Vorwort

Insgesamt wollten wir unseren urspriinglichen Ansatz beibehalten und eine
praktische Anleitung und ein Lehrmittel schaffen, das diese Arbeit fiir Lehrende
wie Lernende wirklich erleichtert. Wir hoffen, dass uns dies, auch dank der Unter-
stiitzung durch zahlreiche Kolleginnen und Kollegen, gelungen ist. Fiir eventuelle
Fehler sind selbstverstindlich wir verantwortlich — Kritik und Verbesserungsvor-
schldge nehmen wir gerne entgegen.

Oslo Fabian C. Roth
Kandel Markus Numberger
Heidelberg Andreas Draguhn

im Dez. 2022
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Die Entwicklung der Patch-Clamp-
Technik

Elektrische Vorginge an biologischen Membranen sind universal verbreitet.
Sie tragen zu elementaren Funktionen der Osmoregulation, des Stoffwechsels
und der Exozytose bei, besonders aber auch zur elektrischen Signaliibertragung
in Neuronen, Sinnes- und Muskelzellen. Kurz: Ohne Kenntnis elektrophysio-
logischer Mechanismen sind zahlreiche Lebensvorginge (und deren Storung bei
Krankheiten) nicht zu verstehen.

Fiir die Funktion von Nerven- und Muskelzellen sind unter anderem Ionenstrome
notwendig, die durch Ionenkanile flieBen. Bei jeder unserer Bewegungen, jedem
Sinneseindruck, jedem Gedanken und bei jedem Herzschlag 6ffnen und schlieSen
sich solche Ionenkanile. Sie spielen nicht nur bei elektrisch erregbaren Zellen eine
wichtige Rolle, sondern sind in den Zellmembranen aller tierischen und pflanz-
lichen Organismen, in den Membranen einiger ihrer Organellen und auch bei
Mikroorganismen vorhanden. Mit der Patch-Clamp-Technik, die wir in diesem
Buch vorstellen wollen, konnen einzelne Ionenkanile, aber auch Strome durch die
gesamte Zellmembran detailliert untersucht werden. Sie ist seit ihren Anfidngen in
den 1970er-Jahren inzwischen zu einer weitverbreiteten Standardmethode fiir die
Messung elektrischer Vorginge in Zellen geworden. In diesem Buch wollen wir
ihre theoretischen Grundlagen, die praktische Durchfiihrung und die vielfiltigen
Anwendungsmoglichkeiten kompakt und ,,nutzerfreundlich* darstellen.

1.1 Bioelektrizitat

Dass Nerven- und Muskelzellen mithilfe von elektrischen Signalen arbeiten, ist
eine relativ alte Erkenntnis. So glaubte bereits der italienische Arzt und Natur-
forscher Luigi Galvani (1727-1798) in seinem 1791 verdffentlichten Buch De
viribus electricitatis in motu muscularis commentarius an das Vorhandensein einer
Htierischen Elektrizitdt”. Er konnte sie aber trotz zahlreicher Experimente nie

© Der/die Autor(en), exklusiv lizenziert an Springer-Verlag GmbH, DE, ein Teil von 1
Springer Nature 2023
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schliissig beweisen. Er stellte sich vor, dass die Oberfliche des Muskels mit ,,der
einen®, sein Inneres mit ,,der anderen Elektrizitit geladen sei und der Nerv, der
in das Innere eintritt, eine leitende Briicke dazwischen bildet. Erst 1838 gelang es
dem Italiener Carlo Matteucci (1811-1868), den elektrischen Strom eines Muskels
direkt zu messen. Er behauptete, dass die Oberfliche eines Muskels positive, sein
Inneres negative Spannung beséfe.

Durch die umfassenden Untersuchungen {iiber tierische Elektrizitdt (zwischen
1848 und 1884) von Emil du Bois-Reymond (1818-1896), Direktor des Instituts
fiir Physiologie der Charité in Berlin, wurde schlieflich die wissenschaft-
liche Elektrophysiologie begriindet. Du Bois-Reymond maf3 den Nerven- und
Muskelstrom mit Zink-/Zinksulfatelektroden und zeigte, dass bei Reizung eines
Nerven oder Muskels eine ,negative Schwankung® dieses Stroms auftritt, also
»dass jede Stelle des Muskels, welche sich in Erregung befindet, sich negativ
gegen eine ruhende Stelle verhdlt” (nach Bernstein 1912). Auflerdem wider-
legte er die bis dahin geltende Uberzeugung, dass Nerven nur in eine Richtung
leiten konnten. Zwei Jahre spiter bestimmte der Berliner Physiker und Physio-
loge Hermann von Helmbholtz (1821-1894) die Geschwindigkeit der Reizleitung
im Froschnerv auf 26-30 m/s . Wie Zellen jedoch solche elektrischen Phdnomene
erzeugen, blieb noch lange Zeit vollig unbekannt.

1.2 Die lonentheorie

Ende des 19. Jahrhunderts postulierte man bereits, dass Zellen ein leitfihiges
Zytoplasma und eine Zellmembran aus Lipiden besitzen, die zwar kaum elektrisch
leitfahig, aber fiir Wasser und viele niedermolekulare Stoffe durchlissig sei. Des-
wegen schlug der Wiener Physiologe Ernst von Briicke (1819-1892) vor, dass
in dieser Membran Kanile enthalten sein konnten, die wie Poren den Durch-
tritt von Wasser erlauben, groflere geloste Stoffe aber ausschlieBen. Spéter
wies der englische Physiologe William Bayliss (1860-1924) darauf hin, dass
solche wassergefiillten Kanile auch Ionen leiten konnten, ohne dass diese ihre
Hydratationshiille verlieren miissten. Der deutsche Physiologe Julius Bernstein
(1839-1917) entwickelte schlieBlich eine Hypothese, nach der die ungleiche
Ionenverteilung an einer selektiv permeablen Zellmembran fiir das Ruhe-
potential verantwortlich sei. Dessen Hohe berechnete er — unter der Annahme,
dass Kalium dabei die Hauptrolle spielt — auf —68 mV. Weiter schreibt er: ,,.Das
Membranpotential nimmt bei Reizung ab® und erklédrt dies mit einer Zunahme
der Ionenpermeabilitit der Membran (Bernstein 1912). Seine fast visionidre
,Membrantheorie der bioelektrischen Strome*, die er 1912 in seinem Buch
Elektrobiologie zusammenfasste, soll aber nicht dariiber hinwegtduschen, dass bis
in die 1930er-Jahre ,.die fiihrenden Axonologen durch und durch skeptisch waren,
sowohl was die Membrantheorie im Allgemeinen betraf, wie auch gegeniiber der
Theorie lokaler Strome* (Hodgkin 1976).
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1.2.1 Die Spannungsklemme

Erst Ende der 1930er-Jahre entwickelten die US-amerikanischen Biophysiker
Kenneth S. Cole (1900-1984) und Howard J. Curtis (1906-1972) die Technik
der Spannungsklemme (Voltage-Clamp-Technik) und wiesen damit nach, dass
sich die Membranleitfihigkeit einer Nervenzelle bei Erregung erhoht. Cole
(1979) erinnerte sich spiter an dieses klassische Experiment: ,,Hodgkin besuchte
uns, als wir gerade die Leitfahigkeitsdnderung auf dem ,Oszi‘ hatten. Er war so
aufgeregt, wie ich ihn niemals zuvor gesehen hatte und hiipfte herum, wihrend wir
es erklérten.”

Thre Experimente schienen Bernsteins Hypothese zu bestitigen; sie zeigten
deutlich, dass fiir die elektrischen Signale der Nervenzellen — die Aktions-
potentiale — Tonenstrome verantwortlich waren; sie enthiillten aber nicht, welche
Tonen beteiligt waren und wie diese Strome zustande kamen. Theoretisch konnten
die Ionen passiv durch Poren in der Membran flieen oder aber von Transporter-
molekiilen (carriers; Pumpen) aktiv durch die Membran bewegt werden.

1.2.2 Hodgkin und Huxley

Die beiden Englidnder Alan Hodgkin (1914-1998) und Andrew Huxley (1917-
2012) gingen von einem Carrier-Modell aus, als sie Mitte der 1930er-Jahre
begannen, die Entstehung des Aktionspotentials am Riesenaxon des Tintenfisches
zu untersuchen. Nach einer kriegsbedingten Unterbrechung veréffentlichten
sie zwischen 1949 und 1952 eine Reihe von Arbeiten, in denen sie zeigten, wie
ein Aktionspotential tatsdchlich entsteht. Mithilfe der von Cole und Curtis ent-
wickelten Spannungsklemme entdeckten sie, dass die neuronale Erregung durch
spezifische Strome von Natrium- und Kaliumionen durch die Zellmembran
hervorgerufen wird, und konnten diese lonenstrome in einem grundlegenden
mathematischen Modell rechnerisch voneinander trennen.

Hodgkin und Huxley hatten ihre Versuche durchgefiihrt, um die Carrier-Hypo-
these zu testen, mussten aber, wie Hodgkin sich spiter erinnerte, ,.enttduscht fest-
stellen®, dass dieses Modell offensichtlich falsch war:

»Wir hatten mit dem Ziel angefangen, eine Carrier-Hypothese zu iiberpriifen, und
glaubten, auch wenn diese nicht richtig war, trotzdem aus den riesigen Datenmengen,
die wir gesammelt hatten, einen Mechanismus ableiten zu konnen. Diese Hoffnung
schwand aber, je weiter die Analyse fortschritt. Wir realisierten bald, dass das Carrier-
Modell bestimmte Ergebnisse nicht zu erkldren vermochte, so zum Beispiel die fast
lineare Strom-Spannungs-Beziehung, und dass wir den Carrier durch eine Art spannungs-
abhingiges Tor ersetzen mussten.* (Hodgkin 1976)

Unter der Annahme solcher spannungsabhidngiger und ionenselektiver ,,Tore*
entwickelten Hodgkin und Huxley schlieBlich eine Reihe von Gleichungen, mit
denen sich Hohe und Zeitverlauf des Aktionspotentials erstaunlich genau erkldren
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lieBen. Fiir diese Leistung erhielten die beiden Wissenschaftler 1963 den Nobel-
preis fiir Physiologie oder Medizin (Hodgkin 1963; Huxley 1963). Hodgkin und
Huxley konnten mit ihren revolutioniren Arbeiten bereits die wichtigsten Eigen-
schaften der spannungsabhingigen Tore voraussagen; es vergingen jedoch noch
mehr als 20 Jahre, bis man diese Tore (oder Kanile, wie wir sie heute nennen) tat-
sdchlich nachweisen konnte.

1.3  Die Entwicklung der Patch-Clamp-Technik

Das war in etwa der Stand der Forschung, als Bert Sakmann und Erwin Neher am
Max-Planck-Institut fiir Psychiatrie in Miinchen ihre Doktorarbeiten anfertigten.
1969 und 1970 erschienen dann, wie sich beide spiter erinnerten (Neher
und Sakmann 1992), zwei ,(faszinierende Arbeiten” von Ross Bean, Steven
Hladky und Denis Haydon. Diese hatten die ersten Ionenkanile in kiinstlichen
Membranen beobachtet.

1.3.1 Die ersten Kanale mit der Black-Film-Technik

Bean, Hladky und Haydon konstruierten eine Messapparatur mit zwei Kammern,
die durch eine Teflonwand getrennt waren, in der sich ein kleines Loch befand.
Die beiden Kompartimente fiillten sie mit Salzlésung und strichen dann einen
Tropfen Phospholipidlosung iiber das Loch in der Trennwand. Das Lipid bildet
dhnlich einer Seifenblase einen diinnen Film iiber dem Loch, der durch die
duBeren Krifte (Auftrieb des Ols, Wasserdruck und elektrostatische Anziehung
der beiden Wasserkorper) zu einer Lipiddoppelschicht zusammengedriickt wird.
Da diese Membran optisch schwarz erscheint, nennt man sie black film oder auch
nach den Erfindern Miiller-Rudin-Membran.

Das Loch wird also von einer kiinstlichen Lipiddoppelschicht verschlossen,
die einen sehr hohen elektrischen Widerstand fiir Ionen bildet. Gibt man jedoch
bestimmte Proteine, wie das bakterielle Antibiotikum Gramicidin A, in die Salz-
Iosung einer der beiden Kammern, steigt die Ionenleitfdhigkeit der Membran
sprunghaft an: Das Peptid Gramicidin A lagert sich in die kiinstliche Membran ein
und bildet dort spontan Ionenkanile. Diese 6ffnen und schliefen sich nach dem
Alles-oder-nichts-Prinzip und rufen so kurzfristige, sprunghafte Anderungen des
Stroms durch die Membran hervor.

Diese Experimente zeigten zum ersten Mal das Verhalten einzelner Ionen-
kanile. Es handelte sich allerdings um ein kiinstliches Modell und nicht um
natiirliche Kanile aus Nerven- oder Muskelzellen. Die ersten Messungen zu
solchen Kanilen stammten aus dem Labor von Bernard Katz (1911-2003), einem
gebiirtigen Leipziger, der — als Jude von den Nationalsozialisten verfolgt — 1935
nach England auswanderte und spéter am University College in London arbeitete
(Katz 1986).



