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Patch-clamp (yama-mentese) yontemi, voltaj kenetleme tekniginin gelistirilmis bir uygu-
lanig1 olup, pipet igerisindeki elektrot vasitasi ile hiicrelerdeki voltaj degisikliklerini Slg-
me esasina dayalidir. Patch- clamp yontemi, 6zel olarak hazirlanmis mikroelektrot agzinin
hiicre zar1 pargasinin (patch, yama) sikica yapistirtlarak (clamp, mentese) ve zar potansi-
yellerinin sabit bir degere tespit edilmesi ile kanallardan gegen akimlarin kayit ve analiz
edilmesidir. Calismanin amacina, aragtirmast istenilen kimyasal, kanal blokdrii veya norot-
ransmitter maddenin ¢esidine bagli 1- Hiicre iizerinde (Cell attached-On cell) 2- Tiim Hiicre
Kaydi (Whole-cell recording) 3- Dig1 Digarida (Outside-out) 4- Inside-out (i¢i disarida)
isimli olarak 4 gesit patch-clamp uygulamasi vardir. Son yillarda, ayni anda birden fazla pi-
pet ile hiicreye temas ederek kayit alma sistemleri gelistirilmistir. Bu yiizy1l icerisinde iyon
kanallarinm arastirilmasinda en uygun tekniklerden birisi olarak patch-clamp uygulamalar:
yerini koruyacak géziikmektedir.

J. Exp. Clin. Med., 2009, 26:148-152

ABSTRACT

Patch-clamp technique originated from technique of voltage clamping, which can be ap-
plied with an electrode inside of the glass pipette to record the measuring of the voltage
alterations in cell membrane. Current in the ion channels has been recording by tip of spe-
cific prepared patch pipette. There are four different techniques in the technique namely (1)
Cell attached-On cell (2) Whole-cell (3) Outside-out (4) Inside-out. In recent years new
techniques were discovered and different records have been taking in a lot of cells. In future
it has been seen that patch-clamp recording technique will have importance on the ionic
current records in different cell types.

J. Exp. Clin. Med., 2009, 26:148-152
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1. Elektrofizyoloji - Tarihsel Cerceve

Patch-clamp, biitiin hiicre zarlar1 ve hiicre zari
kanallarindan iyon akimlarini incelemek igin yaygin bir
sekilde kullanilan modern bir elektrofizyolojik tekniktir.
Bununla birlikte Patch-clamp’in son zamanlardaki geli-
simine yol gosteren deneysel ve teorik temelleri sunmak
igin, 20. yiizyilin baslarma gitmemiz gereklidir. Ilk de-
neylerin temellerinde hiicre fizyolojisindeki iyonlarin rolii
Ringer tarafindan 1880’de yapild1 ve iyon dengesi potan-
siyelleri iizerine ¢aligmalar Nernst (1888) tarafindan ger-
ceklestirildi. 1902°de Julius Bernstein potasyum iyonlari
icin dinlenim hiicre zar1 segici gegirgen oldugunu savunan

bir hipotez ortaya atti. Bu potasyum elektrot hipotezleri;
dinlenim potansiyelinin potasyum iyonlari igin olan den-
geli potansiyele esit oldugunu 6ngoriir. Bundan bagka
Bernstein, diger iyonlarin karst hiicre membranindan di-
fiize olmasini ve depolarize olmasini saglayan zar parga-
lanmasindan dolay1 potasyum iyonlar1 i¢in olan zar segi-
ciliginin membran eksitasyon islemi iizerine gegici olarak
kayboldugunu 6nerdi. Hemen hemen ayni donemlerde
(1905) Herman yiiksek elektrik resistanshi ve kapasitansh
membran ile ¢evrelenmis silindirik ileti ¢ekirdegine sahip
oldugu varsayilan akson modelini 6nerdi. Zarin elektrik-
sel 6zellikleri lizerine deneysel ¢caligmalar 1923’te Cole ve
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Curtis’in membran rezistans1 ve kapasitansini bir wheat-
son kopriisiinii kullanarak dlgmesiyle baslamistir. Onlarin
sonuclar1 her bir hiicrenin 1 mF/cm2 (Nilius, 2003; Arsi-
ero ve ark., 2007) ‘lik bir elektriksel kapasitans ve diigiik
iletkenlikli zarla ¢evrelenmis yiiksek iletken sitoplazmaya
(tuz banyosunun iletkenliginin %30-60°1) sahip oldugunu
gosterdi. 1936’da Young miirekkep baligi dev aksonu-
nu yeniden kesfetti (Bernstein, 1902). Bu yeniden bulus,
hiicre zarlarinin elektriksel 6zellikleri ve aksiyon potan-
siyeli liretimi {izerine olan gelecek calismalar i¢cin degerli
bir referans sagladi. 1937°de Hodgkin sinir hiicrelerinde
aksiyon potansiyelinin olusumu {izerine depolarizasyon
dalgasinin elekriksel akim seklinde iiretildigini gosterdi
(Hodgkin, 1937). Bu sonuglar genel olarak Herrman’in
kablo hipotezininin dogrulugunu onayladi. 1939°da Cole
ve Cortis miirekkep balig1 dev aksonunda wheatstone
kopriisiinii kullanarak aksiyon potansiyeli ateslemesi tize-
rine olan iletkenlik degisikliklerini 6lgtii (Cole ve Curtis,
1939). Ayni yil Hodgkin ve onun ¢aligma arkadas1 Huxley
bir intraselliiler mikroelektrot kullanarak miirekkep balig1
dev aksonununda ilk defa tam olarak aksiyon potansiye-
lini 6l¢tii (Cole ve Curtis, 1939). Onlarin sonuglar1 Cur-
tis ve Cole’un bagimsiz olarak ayrica yaptig1 calismalarla
dogruland1 (Curtis ve Cole, 1940; Curtis ve Cole, 1942).
Elde edilen sonugclar bir aksonda dinlenme zar potansiyeli
potasyum iyonlar1 i¢in olan denge potansiyeline yakindi.
Bu sonuca gore “potasyum elektrot hipotezi” ni ortaya att1
(Hodgkin ve Huxley, 1939; Curtis ve Cole, 1942).
Aksiyon potansiyeli {lizerine yapilan calismalar
Hodgkin-Huxley ve Katz 'in arastirmalariyla sona ermis-
tir. Onlarin deneyleri depolarizasyon fazinda bir genel ak-
siyon potansiyeli sirasinda sodyum iyonlari i¢in membran
gecirgenliginin artmasindan dolay1 intraselliiler mikro-
elektrot kullanimimi gdsterdi (Hodgkin ve Huxley, 1952).
Voltaj klamp teknigi direk 6l¢iimlerde voltaj kontroliiniin
altindaki hiicre membranina dogru ‘klamp’ iyonik akimlari
acikladi (Hodgkin ve ark., 1952). Voltaj-klamp tekniginin
baslica 3 prensibi vardir.
1- Hiicrelere pozitif akim verirsek depolarize, negatif akim
verirsek hiperpolarize olurlar.
2- Hiicrelere akim gonderildigi zaman depolarizasyon ve
hiperpolarizasyon i¢in zaman geger. Ciinkii hiicrelerin ka-
pasitansinin degistirilmesi gereklidir.

Depolarizasyon yamnit

Hiperpolarizasyon yanit
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3- Sayet iyonlarin net bir difiizyonu hiicreye yoksa hiicre
zar1 potansiyeli degismeyecektir.
Hodgkin-Huxley modeli:

Bu model, sodyum ve potasyum iyonlar1 memb-

ran gegirgenligi i¢in kantitatif dlglimler sunar (Hodgkin
ve Huxley, 1952). iletkenlik membran voltaji ve zaman
her ikisiyle ilgili bir fonksiyondur. Bu model uyarilabilir

hiicrelerdeki aksiyon potansiyeli ¢aligmalari igin degerli
bir aractir. Gelecekte en 6nemli adim deneysel metotlarin
gelisiminin tek kanallarin elektrofizyolojide iyonik akim-
larinin kayit edilmesi idi. Onun {retilmesi “patch-clamp”
teknigi gelisiminden sonra miimkiin olmustur.
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Sek. 1: Voltaj kenetleme teknigi ile kayit alinmasi

2. Patch-Clamp (Yama-Mentese)

Patch- clamp yontemi, 6zel olarak hazirlanmig
mikroelektrot agzinin hiicre zar1 pargasinin (patch, yama)
sikica yapistirilarak (clamp, mentese) ve zar potansiyelle-
rinin sabit bir degere tespit edilmesi ile kanallardan gecen
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akimlarin kayit ve analiz edilmesidir. Agz1 1sitma islemi
ile uygun hale getirilmis cam pipetler (veya diger tipleri),
pipetin diger ucundan bir emici pompa ile vakum yapti-
rilarak hiicre zarina sikica temas ettirilerek adeta kaynak
yaptirilir. Kaynak yaptirilan bolgede gegaohm (109 Ohm)
diizeyinde elektriksel direng olugsmaktadir (gigaseal) (Sig-
worth ve Neher, 1980; Hamill ve ark., 1981).

Uygun bir patch-clamp seti su kisimlardan olusur;

1- Patch Clamp Amplifiers: Alinan biyopotansiyel kayitla-
rini yiikselterek anlayabilecegimiz sekiller haline doniis-
turdr.

2- Bilgisayar: Kayitlarin alinmasi genellikle chart progra-
mi ile gerceklestirilir. Chart programinin yanisira pulse-
pulse fit programida kullanilmaktadir.

3- Manipulatorlar: Pipet tutucununun 6nce hizli sonra ya-
vas ve hassas hareket ettirilmesini saglamada kullanilmak-
tadir. Diger bir ifade ile pipet ucu ile hiicre zarinin tutturul-
masinda hareket sistemini saglamaktadir.

Resim 1: Patch-clamp seti

4- Titresimi Onleyici masa ve Faraday kafesi: Gigaseal
olusturulduktan sonra pipetin hafif hareketi hiicre zarinin
yirtilmasina neden olmaktadir. Bu titresimi onleyici masa
ile telafi edilmektedir. Ayrica, kayit alimi sirasinda oda ige-
risindeki bir ampiiliin acilmas1 veya giiriiltii olmas1 kayit
alimin1 bozmaktadir. Bu aksaklik ise faraday kafesi saye-
sinde en asgariye indirilmektedir.

5- Perfiizyon sistemleri: Patch ¢emberi icerisindeki hiic-
relere hiicre dis1 yolla degisik sivi veya sivi icerisindeki
ila¢, ndrotransmitter vb. madde aktarilmasi i¢in kullanil-

Resim 2: Puller ve Polishing cihazi

maktadir.

6- Inverted mikroskop: Hiicrelerin goriintiilenmesi ve hiic-
re zar1 ile pipet ucunun yama mentese durumunun olustu-
rulmasi bu mikroskop altinda gergeklestirilmektedir.

7- Puller: Pipet yapici demektir.

8- Glass pipettes: Cam pipetlerin ¢alismanin ana konusuna
gore degisik tipleri bulunmaktadir. Biz laboratuarimizda
borasilikatli cam pipetler kullanmaktayiz.

Resim 3: Yiilselteg¢ (amplifikator)

3. Patch-Clamp Uygulamalari:

Caligmanin amacina, arastirmasi istenilen kimya-
sal, kanal blokor veya norotransmitter maddenin ¢esidi-
ne bagl olarak 4 cesit patch-clamp uygulamalas1 vardir.
Bunlar; 1- Hiicre {izerinde (Cell attached-On cell) 2- Tiim
Hiicre Kaydi (Whole-cell recording) 3- Disi Disarida
(Outside-out) 4- I¢i disarida (Inside-out) uygulamalaridur.
1- Hiicre iizerinde (Cell attached- On cell): Bu tam bir
patch-clamp uygulamasidir. Bu uygulamanin ilk agamasi
1sitma islemi ile yaklagik 1-5 mikrometre yarigapinda bir
pipet ucu olusturulduktan sonra mikroskop ¢emberindeki

FARKLI PATCH-CLAMP SEKILLERI

8.8 O
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On-cell
or Cell-Attached Whole-Cell Recording

Sek. 2: Patch-clamp kayit sekilleri

hiicreye temas edilir. Hiicre zari ile pipet arasinda pipetin
kiit ucundan emici pompa ile vakum olusturularak gega-
ohm (Gegaseal) diizeyinde bir akim olusturulur. Elektrot-
la temas eden pipet ucundaki hiicre zar1 kismi1 zarin diger
kisimlarindan izole edilmistir fakat hiicre i¢i ortamdan
(ikincil haberciler, norotransmitterler vb.) etkilenir. Zar
potansiyeli direk olarak hesaplamadan ziyade, hiicrenin
bagimsiz bir voltaj mentese yontemi ile ol¢iiliir. Bu uygu-
lamalar, ikincil haberciler ve diger diizenleyiciler tarafin-
dan hiicre zan kanallarinin agilmasi-kapanmasi ve voltaj
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degisiklikleri incelenecegi zaman tercih edilir (Sigworth,
1980; Hamill ve ark., 1981; Sakmann ve Neher, 1983; Te-
isseyre, 2001; Nilius, 2003)

2- Tiim Hiicre Kaydi (Whole-cell recording): Hiicre iize-
rinde isleminin daha ileri asamasidir. Pipet ucu ile zara
yapilan kaynak vakum pompasi ile devamli vakum yapti-
rilarak zar yirtilir. Pipet elektrotu direk hiicre sitoplazmasi
voltaj degisimlerini dlger. Pipet ucu zarin yirtilmasi nede-
ni ile pipet icerisindeki soliisyonu hiicre sitoplazmasina,
hiicre sitoplazmasi sivisi da pipet icerisine geger ve den-
ge durumuna gelirler. Bu tip uygulamalar hiicre zar1 tim
kalsiyum kanallarinin arastirilmasi gerektigi durumlarda
tercih edilir. Bu uygulama, ndéronlarin hiicre zar1 kisimla-
rina kolayca girilmesini saglar. Hiicre i¢i ikincil habercile-
rin hiicre zar1 yikilmasina bagh olarak kayip edildigi i¢in
onlarin yoklugunda ne gibi olaylarin oldugunu arastirmak
icin tercih edilir. Ayrica, hiicre icerisine aktivatdr veya
inaktivatdr madde kolaylikla verilerek hiicre zar1 cevaplari
kontrol edilir (Hamil ve ark., 1981; Teisseyre, 2001; Nili-
us, 2003; Naziroglu ve ark., 2007; Naziroglu ve Liickhoff
2008; Bal ve ark., 2009).

3- Dis1 Disarida (Outside-out): Dist disarida sekli; hiicre
tiim hiicre kaydi doneminde iken, hiicre zarinin disar1 ko-
parilmasi durumunda kayit alinmasidir. Cember hiicre dist
soliisyon igerirken, pipet igerisi hiicre i¢i soliisyonla doldu-
rulur. I¢i disarida kaydindan ayrilan 6zelligi budur. Yama
sekillendirilmesi ekstraseliiler taraf ile banyo soliisyonuna
maruz kalan tek iyon kanallari icerir. Hiicre dis1 faktorle-
rin (Orn. nérotransmitter maddeler) arastirilmasina ihtiyag
duyuldugunda tercih edilir. Bu durumlarda dis1 disarida
kaydi tek kanal akimlarinin tiim hiicre kayitlari sik izlenir
(Hamil ve ark. 1981; Teisseyre, 2001; Nilius, 2003).

4- I¢i disarida (Inside-out): Hiicre whole cell déneminde,
manipulatdriin mikro ayardan makro ayara alinmasi ile
hizli geri ¢ekme hareketi yaptirilarak, hiicre zariin disa-
r1 koparilmasi durumunda kayit alinmasidir. Bu durumda
hiicre zar1 ve dolayist ile iyon kanallar1 hiicre zarindan
disartya alinmaktadir. Fakat bu durumda pipet ucundaki
hiicre zarinin tampon igerisinden ¢ikmamasina dikkat edil-
melidir. Pipet ucundaki hiicre zar1 parcacigl gliniimiizde
aciklanamayan nedenlerle ters donmektedir. Dis1 disarida
kayit sisteminde hiicre zarinin i¢i ve disarisi yer degismez
iken, ic¢i disarida kayit sisteminde pipet ucundaki hiicre
zar1 yer degistirip dis1 iceriye ve i¢i disartya gelmektedir.
Bu tip patch-clamp uygulanmasinin i¢i disarida ismi bura-
dan gelmektedir. Bu nedenle, ¢ember hiicre dis1 soliisyon
icerirken, pipet icerisi hiicre i¢i soliisyonla doldurulur. I¢i
disarida yontemi kalsiyum gibi intraselliiler faktorler tara-
findan aktive edilen 6zellikle iyon kanallar1 calismalar1 igin
faydalidir. Ayrica, tekli kanal arastirmalarinin uygulanma-
s1, i¢i disarida yontemi ile arastirilabilir. Bu uygulamadan
anlasilacag gibi, pipet ucundaki aradaki kanallarin degisik

maddelere maruz kalmasiyla halen a¢ilip kapanabiliyorlar
ise, bunlarin aktivasyonunda hiicre i¢i organellere gerek
olmadigina ve hiicre kanalin1 agan unsurlarin (6rnegin
TRPM2 kanallarindaki N terminal ucu gibi) zarin {izerin-
de oldugu sonucu ¢ikarilir (Hamil ve ark. 1981; Teisseyre,
2001; Nilius, 2003; Naziroglu ve Liickhoft, 2008).

Kanal agik zman
——— lyon girisi _
(Gating)

hy

Amplud

Kanal kapallza.rram
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Sek. 3: Tekli kanal (inside-out) kayitlar1 ve kondiiktansi. Kanal agik zamani,
kanalm agik oldugu siireyi gostermektedir. Iyon (katyon) girisine baglt
olarak hiicre i¢i veya iyon kanal negatifligi azalmaktadir. Iyon ¢ikist ol-
unca negatiflik artmaktadir.

Son yillardaki patch-clamp sitemindeki gelismeler:
Yiikselte¢ (Amplifier) lerdeki gelismeler

Son yillarda yapilan sistemlerde patch-clamp sis-
temi cihazlarinda teknolojideki ilerlemeye paralel gelis-
meler olmaktadir. Ornegin, kendi laboratuarimizda mev-
cut HEKA firmasimin yiikselte¢ (amplifier) cihazinda 10
yil oncesine kadar EPC7 modeli varken, bugiin EPC10
modeli kullanilmaktadir. Bu sayede alinan biyopotansi-
yeller daha anlamli sekillere doniistiiriilmektedir. Bu yiik-
selteclerin su oOzellikleri vardir. C hizli uzatilmis denge
araligi. Genis band araligindaki kayitlar i¢in diizenlemeye
izin veren filtre—2. 3 elektrodu destekleyen baslik modu.
Ayrica, yeni EPC-10 USB baslik diisiik giiriiltii degerle-
ri saglamaktadir. Ozellikle 1 ve 10 kHz bandlar ile ilgili
olarak kayit sistemleri gelistirilmistir. Istege gore patch
amperometre uygulamalar ve 3 elektrot konfigiirasyonlari
icin 6zel baglik talepleri karsilanmaktadir.

Patch clamp tekniginde yeni giiriiltii giderme tekniklerin-
deki gelismeler

Bakar levhalar: Faraday Kafesi icerisinde kayit
alma esnasinda giiriiltii kaynaklarini en aza indirmek i¢in
mikro elektrot sistemi ¢evresine sekilde gosterildigi gibi
bakir levhalar yerlestirilir (Sek. 1). Bakir levhalar yerlesti-
rilmeden &nce patch ¢cemberinin diizgiin bir sekilde yerles-
tirilmesi ve hiicrelerden kayit almak igin tiim hiicre kayit
sisteminin olugturulmasi gerekmektedir.

Vax (mum) ile pipet ucunun kaplanip hiicrede sa-
bit kalmasmin saglanmasi: Bu islemde ilk olarak dis he-
kimliginde de kullanilan renkli mumlardan 25 ml beher
icerisine bir miktar konulur. Beher etrafindan gegirilen
dogru akim ile beher 1sitilarak mum eritilir. Daha sonra, pi-
pet yapici (puller) cihazinda yapilan mikropipet 10 cc’lik
bir enjektoriin ucuna yaklagik 10 cm uzunlugunda yerles-
tirilen plastik serum borusunun ug¢ kismina, mikropipetin
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arka tarafi gelecek sekilde yerlestirilir. Daha sonra enjektor
araciligi ile vakum uygulanip, cam beher icerinse konulup
elektrik gegcirilerek eritilmis diizenek icerisindeki muma
hizlica batirilip ¢ikarilir. Sonrasinda mikroskop altinda yine
polishing cihaz1 esliginde mikropipet ucuna elektrik veri-
lerek mumun pipet igerisinden ¢ikmasi ve pipetin ucunun
acilmasi saglanir. Bu sekilde mikropipetin dis kismi mum
ile kaplanmistir ve hiicreye temas edildiginde mum sayesin-
de pipetin hareketleri minimuma indirilip giiriiltii seviyesi
azaltilmis olacaktir (Naziroglu ve Liickhoff, 2008).

Pipet ucunun istenilen diizeye getirilmesi (po-
lishing): Bilindigi gibi patch pipetlerinin ucunun 1-5 pm
arasinda olmasi gereklidir. Fakat bazen pipet yapicilarin
rezistanslarindaki zamana bagli degisikliklere bagl olarak
istenilen diizeyde pipet ucu olusturamamakta ve pipet ug-
lar1 genis olmakta, bu durumda patch pipetinde 3—6 GOhm
arasinda olmasi gereken hiicre zar1 direng¢ (r-membrane)
degerlerini ¢ok yiiksek olmasina neden olmaktadir. Bu du-
rumlarda, pipetin sivri ucu lehim makinesi benzeri 1sitma

KAYNAKLAR:

sistemine yakinlastirilarak (Resim 2) ve 2-3 sn kadar 1siya
maruz birakilarak genis olan pipet ucunun istenilen diizey-
lere getirilmesi saglanmaktadir (Naziroglu ve Liickhoff,
2008).

Sonug:

Patch-clamp uygulamalar1 sayesinde elektrofizyo-
lojiye yeni bir soluk gelmistir. Bu yontemle hiicre zarindaki
kanallarin yapilari, agilip kapanmalar1 ve degisik norot-
ransmitter ve kimyasal ajanlara cevaplar1 incelenebilmek-
tedir. Patch-clamp caligmalar1 6nderliginde 6zellikle katyon
kanallarin1 dogrudan bloke eden maddelerin arastirilmasi
onem arz etmektedir. Yakin zamanlarda kesfedilen birgok
iyon kanallarmin (6zellikle transient receptor potential,
TRP) arastirilmasinda patch-clamp uygulamalari 6nemini
korumaktadir (Naziroglu ve ark., 2007). Gelecekte 6nemi-
ni koruyacak olan bu elektrofizyolojik uygulamalarin yur-
dumuzda bu teknigin uygulanmasina baglayacak olanlara
yardimci olmak amaci ile hazirlanan bu derleme sunumu
sayesinde temel bilgilerin elde edilecegini timit ediyoruz.
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