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Patch Clamp Yonteminin Biyofiziksel Prensibi ve Tipta
Kullanim
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Oz

Patch clamp teknigi, 6zel bir mikroelektrot araciligi ile hiicrelere temas ederek, hiicre membran
potansiyelinin istenen degere kenetlenmesi ile membrandan gegen iyonik akim degisiminin ya
da akim kenetlenerek hiicre membran potansiyel degisiminin kaydedildigi elektrobiyofiziksel
bir 6l¢iim yontemidir. Calismanin amacina gore; hiicre iizerinde kayit, tiim hiicre kaydi, dist
disarida kayit ve i¢i disarida kayit olmak tizere dort farkli patch clamp uygulamasi vardir.
Kalsiyum (Ca?"), magnezyum (Mg?>"), sodyum (Na®) ve potasyum (K*) gibi iyonlarin hiicre
membranindan hiicre i¢ine girmesi sonucunda hiicre i¢inde bu iyonlarin, ozellikle Ca**
iyonunun konsantrasyonunun artisi ya da azalmasina bagl olarak ortaya ¢ikan hastaliklarin
olusum mekanizmasinin arastirilmasinda patch clamp teknigi biiylik 6nem tasimaktadir. Hiicre
hatlarinda ve primer hiicre kiiltiirlerinde iyon kanallarindan gegen iyonik akim degisimlerinin
analiz edilmesi, aritmi, diyabet, epilepsi ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi pek ¢ok hastaligin
tedavisi amaci ile iyon kanallarmin aktivator ve inhibitorlerinin arastirilmasinda patch clamp
teknigi kullanim alan1 bulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Elektrobiyofizik, iyon kanallari, voltaj clamp, patch clamp.
Biophysical Mechanisms and Medical Usage of Patch Clamp Technique

Abstrach

Patch clamp technique is an electrobiophysical measurement method in which the ionic current
passing through the membrane is recorded by the desired value clamping of the cell membrane
potential, or the membrane potential change is recorded by clamping the current value, by
contacting the cells with a special microelectrode. For the purpose of the study; there are
four different patch clamp applications: cell attached-on cell recording, whole-cell recording,
outside-out recording, and inside-out recording. Patch clamp technique has an important role
in the investigation of epidemiology of diseases that are caused by the decrease or increase
of the concentrations of calcium (Ca*"), magnesium (Mg*"), sodium (Na") and potassium (K*)
ions in the cell. Patch clamp technique is used for the analysis of ionic current changes in ion
channels in cell lines and primary cell cultures and the investigation of activators and inhibitors
of ion channels for the treatment of many diseases such as arrhythmia, diabetes, epilepsy and
cardiovascular diseases.
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Hastahklarin  Molekiiler ~Mekanizmalarinin
Arastirilmasinda Patch Clamp Teknigi

Hiicreler, canli organizmanin temel birimlerini
olusturur ve organizmanin ¢esitli fonksiyonlarinin
gerceklestirilmesinde hiicre membraninda bulunan
reseptorler ve iyon kanallar1 ile gerceklesen
hiicreler aras1 iletisim onemli rol alir (1-5).
Sinir ve kas gibi uyarilabilir hiicrelerde, iyon
kanallarindan iyonlarin ekstraselliiler-intraselliiler
ortamlara gegisi sonucunda aksiyon potansiyeli,
norotransmitter salinimi ve kas kasilmasina yol agan
elektriksel sinyaller olusur. Ayrica iyon kanallar
kardiyovaskiiler sistemde kalp atimi, agr1 ve sinir
sisteminde sinyal iletimi gibi pek cok mekanizmada
hayati role sahiptir. Uyarilamayan hiicreler ise,
hormonal sekresyon, immiin hiicre duyarliligi,
hiicre dongiisii ve iyon gec¢isi iyon kanallari
araciligi ile gerceklesir (4-9). Ilag arastirmalarinin
yaklasik % 50°’sini G protein-bagli reseptorler
ile birlikte iyon kanallar1 olusturmaktadir.
Gliniimiizde aritmiler, diyabet, epilepsi, kardiyak
hastaliklar, kistik fibroz gibi iyon kanal eksikligi
ile direkt iligkilendirilen yaklasik 30 “kanalopati”
tanimlanmaistir. Kardiyovaskiiler hastaliklar,
diyabet ve epilepsi basta olmak iizere pek ¢ok
hastaligin molekiiler mekanizmasinin anlasilmasi
ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesi igin hiicreler
arasindaki sinyal iletimini anlamak ve iyon
kanallarinin  aktivatdr/inhibitér mekanizmalarini
aragtirmak biiylik 6nem tagimaktadir (5, 8, 10, 11).

Patch clamp teknolojisi, hiicrelerin elektriksel
degisimlerini, hiicre membraninda bulunan iyon
kanallarinin ~ yapilarini,  agilip-kapanmalarini,
gegcirgenliklerini, dinamigini ve farkl
norotransmitter ve kimyasal ajanlara verdikleri
cevaplari, hiicre membran potansiyeli degisimini,
kapasitansin1 ve sinyal iletimini analiz etmek amaci
ile biyofizik, fizyoloji, farmakoloji ve noroloji basta
olmak tizere pek ¢ok multidisipliner alanda yapilan
aragtirmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (1, 5,
7, 12).

Elektrobiyofiziksel Tarihce ve Kayit Tiirleri

Elektrobiyofiziksel tarihgeye bakacak olursak,
patch clamp tekniginin gelistirilmesi uzun zaman
almistir ve Oncesinde hiicre ozellikleri ve kayit
tiirlerine bakmak gerekir. Hiicreler ve ¢ogu hiicre
i¢i organellerin bilesenleri nanoskala boyutundadir.
Endoplazmik retikulum, niikleus, mitokondri
membrani, golgi aygiti, mikrotiibiiller, aktin ve
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miyozin filamentleri gibi biitin hiicresel yapilar
sadece elektron mikroskobu veya 100 nm’den daha
diisiik oranda detayli ¢oziiniirliik saglayan teknikler
ile gortntiilenebilir (9-12). Hiicre membrani, hiicre
sitoplazmasini i¢cinde bulundugu ekstraselliiler
ortamdan 10 nm’lik bir yapi ile aywrir. Cift kath
lipid tabakasindan olusan hiicre membrani, bu
tabakaya gomiilii halde g¢esitli hiicresel taninma
fonksiyonlarinda gorevli olan proteinler igerir. Bu
hiicresel fonksiyonlarin pek ¢ogu sitoplazma ve
hiicresel fonksiyonlarin degisiminde rol oynayan
iyon kanallarindan hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamlar
arasinda iyon gecisi sonucunda gergeklesir.
fyon kanalllar1 voltaja bagiml, mekanik strese
duyarli ya da intraselliler - ekstraselliiler
ligand kapilar1 sayesinde farkli iyonlara segici-
gecirgenlige sahiptirler ve iyon kanallarindan iyon
gecisi sonucunda, hiicre membran potansiyeli
ve ckstraselliiler ortam pH’1 degisir. Hiicre
membraninin elektrobiyofiziksel ozellikleri  ve
iyon kanallarindan gecen akimlarin arastirilmasinin
temeli olarak; aksiyon potansiyelinin kaydedilmesi
kabul edilmektedir. ik defa cam mikroelektrot
kullanarak hiicre i¢i aksiyon potansiyelinin
kaydedilmesi  1939°da  Hodgkin grubu ve
sonrasinda 1940 yilinda Cole ve Curtis grubu
tarafindan gergeklestirilmistir. Hiicre i¢i aksiyon
potansiyelinin kaydedilmesinden sonra, hiicre
membranindan gegen iyonik akimlarin 6l¢iilmesini
saglayan tek yontem olan Voltaj Clamp Teknigi
Hodgkin grubu tarafindan kesfedilmistir ve bu kesif
ile 1963 yilinda Nobel ddiilii almislardir (9, 12-
14). Hodgkin grubundan Katz, digerlerinden farkli
olarak hiicre membraninin tam olarak homojen
bir yapiya sahip oldugunu ifade eden iletkenlik
artist modeli yerine, iyon kanali aktivitelerinin
etkin oldugu hipotezini savunmustur. Bu yiizden,
calisma ckibinden ayrilarak néromuskiiler kavsak
ile ilgili caligmalara yogunlagmistir; bu teorisini
ispatlayarak 1970 yili Nobel o6dilinii almigtir.
Katz’in  dgrencilerinden Bert Sakmann ile
Erwin Neher, Katz’in teorisini gelistirerek iyon
kanallarina ait birim iletkenligi kaydetmek amaci
ile, cam mikroelektrotlar1 kas dokusuna temas
ettirip kii¢iik bir alanda tek bir iyon kanalini izole
etmislerdir. Fakat, iyon akimi ¢ok kiigiik oldugu
icin, mikroelektrot kenarinda meydana gelen sizinti
akimmin elektronik giiriiltii i¢inde kaybolmasiyla
giriiltiden izole edilmis bir kayit alinmasi
basarilamamistir. Neher, sizint1 akimint yok etmek
icin mikroelektrot i¢ine negatif basing uygulayarak



ilk kez tek iyon kanalindan iyonik akim kaydin
basarili bir sekilde gergeklestirmistir. Bu teknigi
“Patch Clamp Teknigi” olarak adlandirdilar ve bu
caligmalartyla Neher ve Sakmann 1991 yili Nobel
Tip odiiliint almislardir (10, 13, 15).

Intraselliiler Kayit

Patch Clamp sistemine gegmeden Once,
elektrobiyofiziksel kayit yontemlerinin temeline
basit bir 6rnek olarak, intraselliiler kayit verilebilir.
Intraselliiler kayit, cam mikroelektrot yardimi ile
hiicre membraninin i¢ine girilerek gergeklestirilir.
Hiicre membraninin her iki tarafinda; birisi
intraselliiler digeri ekstraselliiler ortamda bulunan
ve birbirleri ile temastaki iki mikroelektrot
yardimiyla hiicre membran potansiyeli dogrudan
oOlgiilebilir. Mikroelektrot ile hiicre i¢ine girilmesi
sonucunda olusabilecek hiicre membran hasarini en
aza indirmek icin ucu sivri ve u¢ ¢api nanometre
boyutunda olan cam mikroelektrot kullanilmasi
gerekir. Mikroelektrodun hem elektriksel iletkenligi
hem de mikroelektrot igindeki soliisyon ile
sitoplazmanin etkilesiminden dolayr mikroelektrot
ug ¢ap1 belirli sinirlar arasinda tutulmalidir (13, 15-
17).

Banyo soliisyonu

Mikroelektrot

Sekil 1: Hiicre-mikroelektrot sistemi (11).

R ; Sizint1 direnci, R ; Mikroelektrot direnci, C ;
Mikroelektrot kapasitanst.

Voltaj Clamp Yontemi

Hiicre membranindan akim ya da voltaj kaydi
amacglandiginda  kullanilan  biyofiziksel kayit
yontemlerinde ¢esitli zorluklar ortaya ¢ikmaktadir:
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Birincisi,  hiicrelerin  nanoskala  boyutunda
olmasindan dolayr ortaya c¢ikan hareket etme
giicliigiidiir. Tkincisi ise, biyoelektriksel sinyallerin
zayif olmasi ve tek iyon kanalindan gecen iyonik
akimlarin ¢ok kiiglik olmasindan dolay1 uygulanan
tekniklerin en zor laboratuvar teknikleri arasinda
yer almasidir. Zayif akim kayitlarinin yapildigi
bu yontemlerde, zayif ve kiiciik olan sinyal ¢ogu
zaman ortam ve elektronik sistem giiriiltiisii i¢cinde
kaybolabilir. Diizgiin ve ortam giiriiltiisiinden izole
edilmis sinyal kaydi alabilmek i¢in iyi tasarlanmis
kayit sistemlerine ve izole ortamlara ihtiyag vardir
(10, 14, 18, 19).

Hiicre membran potansiyelindeki degisiklikler iyon
kanali aktivitelerini etkileyen bir faktor oldugu igin,
iyon kanallarmin aktivitesi organizmada pek ¢ok
fizyolojik aktivitenin 6nemli bir gostergesidir. Hiicre
membran potansiyeli, iyon kanal fonksiyonlarini en
az li¢ bagimsiz yolla diizenler:

1. itici kuvvetlerin degisiminden iyon kanali
aktivitesinin etkilenmesi ve iyon akiminin degisimi,

2. Cogu iyon kanalinin hiicre membran potansiyel
degisimlerinden etkilenen voltaj bagimli kapi
mekanizmasinin olmasi,

3. Bazi iyon kanallarinin, intraselliiler faktorler
ile belirli hiicre membran potansiyellerinde iyon
akimini sinirlamasi(13, 14, 20, 21).

Elektrobiyofiziksel deneylerde temel amag; normal
ve patolojik sartlarda kaydedilen biyoelektriksel
sinyalin iyonik mekanizmalarini arastirmaktir.
Hiicre membranindan gegen iyonik akim, istenen
degere kenetlenerek hiicre membran potansiyel
degisimi ya da hiicre membran potansiyeli
istenen degere kenetlenerek hiicre membranindan
gegcen iyonik akim degisimi Olgiilebilir. Hiicre
membraninin  Ozelliklerinin ~ arastirilmasinda,
hiicre membran potansiyeli istenen degerde
tutularak hiicre membranindan gegen iyonik akim
degisiminin kaydedilmesini saglayan yonteme
“Voltaj Clamp Yontemi” adi verilir (11, 13, 16,
22). Voltaj clamp yontemi, 6l¢iilen hiicre membran
potansiyelinin kenetlenen potansiyel degeri ile
karsilagtirildigr elektronik bir feedback sisteminden
olusur. Kaydedilen hiicre membran potansiyelinin
kenetlenen potansiyelden sapmasi, sisteme akim
uygulamasi ile diizeltilir. Hiicre membran potansiyel
degisiminin &l¢limii ve akim uygulanmasi ayni
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mikroelektrot ile gergeklestirildigi i¢in, akim feed
backianiolmalidir ve intraselliilerkayitigin ince uglu
6zel mikroelektrot kullanilmalidir (11, 13, 18, 23).

Voltaj clamp yonteminin temel amaci, komut
voltajinda tutulan hiicre membraninin tamamindan
gecen iyonik akimi dlgmektir. Bu yontem ile ilgili
kanalin karakteristigi belirlenebilmesine ragmen tek
bir kanala ait birim iletkenlik hakkinda fikir vermez.
Bu nedenle voltaj clamp yontemi gelistirilerek,
hiicre membran1 {izerinde bulunan belirli bir
bolgeden ya da tek bir iyon kanalindan gegen
iyonik akimin ya da hiicre membran potansiyelinin
kaydedilmesini saglayan Patch Clamp Yiontemi
daha genisuygulamaalani bulmustur (10, 16,23,24).

Patch Clamp Yontemi

Hiicreden  hiicreye  degismek iizere iyon
kanallarindan ~ gegen  birim  akimlar  pA
seviyesindedir. Bu boyuttaki kiigiik bir akimm
ortam ve sistem giiriiltiisiiniin oldugu bir ortamda
kaydetmek oldukca zordur. 1 pA seviyesinde bir
iyonik akimi % 10 hassasiyette kaydetmek igin
sinyal kaynaginin en az 2 GQ direncine sahip olmasi
gerekir (10, 16, 17, 18, 25). Canli organizmada
bulunan hiicrelerin neredeyse tamami bu kadar
yiiksek bir dirence sahip degildir. Hiicrelerin boyutu
kiigtildiikce, direnci artacagi igin biiyiik direng elde
etmek amaci ile kii¢iik direncli hiicre elde etmeyi
hedefleyen Erwin Neher ve Bert Sakmann; hiicre

Mikroelektrot

Mikroelektrot

membraninin kiigiik bir boliimiinden akim kayd1
yapmay1 denediler. Bu amagla, ucu inceltilmis
cam kapiller bir mikroelektrot ile hiicre membran
parcasin1 sabitleyip, bu cam elektrot ile hiicre
membran1 arasinda yiiksek elektriksel dirence
sahip bir kenetleme yaptilar. Mikroelektrot
voltajim1 kontrol ederek, mekanik ve enzimatik
teknikler ile kiigiik uglu cam mikroelektrotlar
hiicre membranina bastirtp GQ seviyesinde direng
olusturabilen kayit diizenegi kurmayi denediler.
Fakat mikroelektrot ucunun hiicre membranina
temas ettigi yerde meydana gelen sizinti akimlari
sebebiyle en iyi laboratuvar kosulunda dahi ancak
10-20 MQ’luk direng elde edebildiler. Bu tiir
sistemlerde yapilan akim kayitlarinda, kaydedilmek
istenen akim ¢ok zayif oldugu i¢in ortam ve sistem
giiriiltiisii iginde kaybolarak basarili bir kayit
alimmast basarilamamgtir (10, 13, 17, 20, 23).

Erwin Neher ve Bert Sakmann, cam mikroelektrot
icerisine negatif basing uygulanarak hiicre
membrani mikroelektroda dogru emildiginde cam
mikroelektrot yiizeyi ile hiicre membrani arasinda
giliclii bir kaynasma ile GQ seviyesinde “giga
seal” adi verilen siki mihiirlenme - kenetleme
elde etmislerdir. Bu kosullar altinda kaydedilen
akimlarin istenen sonuglari verdigi ve iyon kanali
hipotezinin evrensel olarak kabul gérmesini
sagladigr bilinmektedir (Sekil 2) (10, 13, 25).

Mega seal —Af - . y
Giga seal
[}
h‘l’“ [ wil' # l'-."i‘!# 1 Ul |

Sekil 2: Giga seal elde edilmesi (1, 10).
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Giga seal olusumunun bilinen tek etkisi ortam ve
sistem glriiltiisiinii azaltmak degil, aynt zamanda
sinyal kaynaginin direnci artirilarak hiicre membran
potansiyelinin zaman ve genliginin kontroliinii daha
giivenli hale getirir. Burada amag; mikroelektrot
ile temasta bulunan hiicre membran pargasini
olabildigince kiiciik tutarak tek bir iyon kanali iceren
hiicre membran bolgesi bulmak ve buradan gegen
iyonik akimi 6lgmektir. Mikroelektrot u¢ ¢apt pm
seviyesinde tutuldugu i¢in bu bélgeden gegen iyonik
akimlar ¢ok kiiciik ve kaydedilen akim dogrudan tek
iyonkanalindangegenakimaesitolur(10,11,21,23,26).

Calismanin  amacina, arastirilmasi  istenilen
kimyasal, iyon kanali blokorii ya da ndrotransmitter
maddenin tiirline gore dort farkli patch clamp kayit
tird vardir (Sekil 3) (12, 27-29):

1- Hiicre iizerinde (Cell attached-on cell) kayzit:
Cam mikroelektrot ile hiicre membran pargasi
arasinda siki kenetleme ile giga seal olusturulduktan
sonra elde edilen pozisyondaki patch clamp kayit
yontemi hiicre iizerinde kayit ydntemi olarak
tanimlanir. Bu pozisyon diger kayit yontemlerine
gecis olarak kabul edilir. Yaklasik 1-5 um capinda
ve 2-10 MQ direncinde cam mikroelektrot
hazirlandiktan sonra mikromanipiilator araciligi

Mikroelektrot capt 0.5-1 um

50 MQ
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ile ekstraselliiler ortamda bulunan hiicreye
mikroelektrot ile temas edilir. Mikroelektrot,
ckstraselliiler ortama daldirildiktan sonra ekranda
kare dalga goriliir (11, 12, 16, 22). Mikroelektrot
ucunun bu ortamda bulunan mineraller tarafindan
kontaminasyonunu Onlemek amaci ile hiicreye
temas edene kadar, mikroelektroda pozitif basing
uygulamak gerekir. Uygulanan akim, patch clamp
sisteminden hiicreye temas eden mikroelektrot
boyunca gecip hiicre membranina geliyorsa,
bu pozitif akimdir. Bu yontemde pozitif yonde
basing uygulanmasi, hiicre membran pargasini
hiperpolarize ederek negatif yonde hiicre icine dogru
akim olusturur. Hiicre membranina mikroelektrot
ile temas ettikten sonra, mikroelektrot direnci %
50 oraninda artig gosterene kadar mikroelektrot
ile hiicreye bastirilir ve sonrasinda negatif basing
uygulamasina gegilir (10, 11, 28, 30). R ,, hiicre
membran direnci 1-10 GQ seviyesine gelene kadar
basing sistemi ile negatif basing uygulamaya devam
edilir. Mikroelektrot direncinin negatif yonde arttig1,
akim cevabindaki azalmadan anlasilir. Eger herhangi
bir potansiyel uygulanmayacaksa mikroelektrot 0
mV seviyesinde hiicre membran pargasi istirahat
membran potansiyelinde tutulur ya da istenen
potansiyele kenetlenerek hiicre membranindan
gecen iyonik akim kaydedilir (13, 26-28, 30).

Hilcre membrarm — — " M

Vakumlama

Giga seal: 10-100 GQ m

Membran alam

I Hiicre Uzerinde ]

\ \Basmﬂ; ile hiicre membram yutibr

|- Tiim Hiicre

I igi Disarida

Sekil 3: Patch clamp yonteminde kullanilan kayit tiirleri (29).
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Hiicre iizerinde kayit yonteminde mikroelektrot
ekstraselliiler ortam soliisyonu ile doldurulmalidir.
Bu kayit pozisyonunda ekstraselliiler olarak
uygulanan hormon veya kimyasal maddelerin
mikroelektrot ile temasta olan hiicre membrani
pargasindaki iyonik akim iizerine etkisinin analizi
yapilabilmektedir. Kayit sirasinda mikroelektrot
hiicre ile temasta oldugundan hiicre i¢i organellerin
iyon kanali lizerindeki etkileri devam etmektedir
(27-29, 31).

2- Tiim hiicre (Whole cell) kaydi: Hiicre
iizerinde baslanan kayit isleminin sonraki agamasi
tiim hiicre kayd: olarak tanimlanir. Mikroelektrot
ucu hiicre membrani ile temasta iken negatif basing
uygulanarak olusturulan giga seal esnasinda
basing sistemi ile sirekli vakum yapilarak
hiicre membrani yirtilir. Mikroelektrot ile hiicre
membraninin yirtilmasi sonucunda, mikroelektrot
ile hiicre sitoplazmasi arasinda elektriksel agidan
diisiik direcli bir baglanti kurulur. Mikroelektrot
ve hiicre sitoplazmasi arasinda denge durumuna
gelene kadar, mikroelektrot icerisinde bulunan
intraselliiler ortam  soliisyonu ile hiicre
sitoplazmasi arasinda madde alis verisi devam
eder. Boylece mikroelektrot direkt hiicre igi ile
temasta olur ve mikroelektrot dogrudan hiicre
sitoplazmasinin potansiyel degisimlerini olger
(30, 32-34). Tum hiicre kayit (THK) yontemi
ile alinan kayitta, hiicre membrani yirtildiktan
sonra hiicre igine girer girmez mikroelektrot
potansiyeli ile hiicre i¢i potansiyel esitlenecegi
icin hiicre i¢ine girmeden Once mikroelektrot
potansiyelini istirahat membran potansiyeline
kenetlemek gerekir. Bu durumda hiicre igine
dogru sabit bir iyonik akim olusur. Hiicre igine
girildiginde bu durum ortadan kalkar ve tekrar
komut voltaj pulsuna cevap olan iyonik akim
olusur. Komut voltajina ulagmak i¢in kullanilan
akim, hiicre membran direnci ve hiicre membran
direncine seri bagli olan mikroelektrot direncinin
tamamint bu voltaj seviyesine getirmek igin
harcanan akimdir. Bu sekilde bir hiicrede voltaj
sabit bir degere kenetlendigi zaman, kiigiik bir
depolarizasyon yapilarak hiicre membranindan
gecen iyonik akim degerlendirilebilir (32, 33, 35).
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Tiim hiicre kayit yontemi ile yapilan kayit, bir
hiicrenin tiim kanallarinin verdigi cevabi gdsterir.
Mikroelektrot hiicre membranint yirtmistir, fakat
mikroelektrot ve hiicre hala temas halinde oldugu
icin kayit sirasinda hiicre i¢i organeller ile iyon
kanallar etkilesimi devam etmektedir. Bu yontem,
kiigiik hiicrelerden (5-20 pm) akim ya da potansiyel
degisimi kaydetmek icin kullanilan en uygun patch
clamp yontemi olarak tanimlanmaktadir. Téim hiicre
kaydi, hiicre membranindaki tiim Ca?* kanallarinin
aragtirtlmast  istendigi  arastirmalarda  tercih
edilmektedir. Ayrica iyon kanali aktivatdrlerinin,
blokerlerinin ve ikinci habercilerin arastirilmasi
amact ile bu yontem kullanilmaktadir (27, 28, 30,
35, 36).

3- Disi1 Disarida (Outside out) kayit: Hiicre
ile mikrolektrot siki kenetleme halinde iken
vakumlama yapilarak hiicre membrani yirtildiktan
sonra, mikroelektrot dikkatlice hiicreden geriye
dogru ¢ekilirse mikroelektrot hiicre membranindan
ayrilir ve mikroelektroda yapisip kopan hiicre
membran pargasi ters yonde tekrar birleserek dus:
disarida yontemine gegilmis olur. Hiicre membran
pargast hiicreden ayrildigi i¢in, bu yontemde
hiicre i¢i organellerin etkisi ortadan kalkar ve bu
yontem hiicre i¢i organellerden bagimsiz aragtirma
imkani saglar (10, 28, 32, 37). Hiicre membraninin
hiicrelerarasi bosluga bakan tarafi banyo soliisyonu
ile temas ederken, intraselliiler ortama bakan tarafi
ise mikroelektrodun igerisindeki intaselliiler ortam
soliisyonu ile temas halindedir. Bu yodntemde,
mikroelektrot igine intraselliiler ortam soliisyonu
doldurulmalidir. Hiicreden izole edilen kiigiik bir
hiicre membran parcasindaki iyon kanallari {izerine,
hormonlarin ve kimyasal maddelerin etkisinin
aragtirtlmasinda dist  disarida  kayit yontemi
kullamlabilir (11,27, 28, 30, 38).

4- ici Disarida (Inside out) kayit: Hiicre
iizerinde kayit yonteminde iken, hiicre ile temasta
olan mikroelektrot hizlica hiicreden geriye dogru
cekilirse mikroelektrot hiicre membranindan ayrilir.
Bu islem esnasinda mikroelektrot ucundaki hiicre
membraninin banyo soliisyonundan ¢ikmamasina
dikkat edilmesi gerekir. Mikroelektrot ucundaki
hiicre membranimnin hiicre i¢i tarafi banyo
solisyonuna bakacak sekilde, hiicre membran
parcast ters donerek tekrar birlesir ve i¢i disarida



kayit yontemine gegilmis olur. Bu yontemde
hiicrelerin bulundugu ortam ekstraselliiler ortam
soliisyonu ile doldurulurken, mikroelektrot
intraselliiler ortam soliisyonu ile doldurulmalidir.
Tek kanal arastirmalari, intraselliiler faktorler ile
aktive olan iyon kanallari ¢aligmalarinda i¢i digarida
kay1t yontemi kullanilabilir (25, 26, 36, 38).

Patch Clamp Yonteminin Biyofiziksel Prensibi
Patch clamp yOntemi, istenen direncte 6zel olarak
hazirlanan mikroelektrotlar yardimi ile hem hiicre
membraninin tiimiinden hem de hiicre membraninin
elektriksel ve mekanik olarak izole edilmis kiigiik
bir pargasindan hiicre membran potansiyelininin
sabit bir degerde tutularak iyon kanalindan gegen
akimin ya da akim sabit bir degerde tutularak hiicre
membran potansiyel degisiminin kaydedildigi
elektrobiyofiziksel bir yontemdir (4, 17, 20, 28).

Ucu 0,5-1 pm capma sahip mikroelektrotlar,
intraselliiler ortam sollisyonu ile doldurularak
mikroelektrodun manipiilatdr yardimai ile hiicrelerin
bulundugu ekstraselliiler ortam soliisyonuna girmesi
saglanir. Bu duruma yanit olarak mikroelektrot
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Hiicre membrani ile mikroelektrot temas ettiginde
10-50 MQ araliginda olan direng, basing sistemi
ile hiicreye birkag kez vakum yapildiginda
GQ seviyesine yiikseltilebilir. Bu olay, hiicre
membranmnin mikroelektrot igine emildiginde
fiziksel deformasyonunu gosterir (35, 40, 41).

Mikromanipiilator ile mikroelektrot hareketi devam
ettirilerek hiicreye temas etmesi saglanir. Negatif
basing yapilarak mikroelektrot hiicre membranina
sikica kenetlenir. Boylece hiicre membran
mikroelektroda yapisir, mikroelektrot igindeki
intraselliiler ortam soliisyonu ile mikroelektrot
disindaki soliisyonu hem elektriksel olarak hem
de soliisyon i¢inde bulunan maddelerin gegisi
acisindan birbirinden izole eden bir engel olusturur.
Boylece bu bolgede giga ohm seviyesinde yiiksek
elektriksel dirence sahip “giga seal” adi verilen
engel olusturulmus olur. Giga seal olusumu ile
cam mikroelektrot i¢inde kalan hiicre membran
parcas1 “patch” ya da “yama” olarak adlandirilir.
Siki kenetleme olusumunda R direncinin

membran

1-10 GQ arasinda oldugu ve kare dalganin sekil

direnci 2-8 MQ arasinda olur ve akim degisiminin  degistirdigi gozlemlenir (Sekil 5) (17, 18, 36).
degerlendirildigi akim-zaman grafiginde kare dalga
olusumu gozlemlenir (Sekil 4) (1, 19, 39).
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Sekil 4: Mikroelektrot ekstraselliiler ortam soliisyonu i¢indeyken kare dalga olusumu (1).
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Sekil 5: Giga seal olusumu (1).

Neher ve Sakmann 2,5 MQ u¢ direncine sahip mikroelektrot ile hiicre membraninin 14 pm? béliiminiin
omega harfine (Q) benzer sekilde mikroelektrot igine dogru emildigini ve bu hiicre membran pargasinin
mikroelektrot - hiicre membrani kenetlemesine bagli oldugunu gostermislerdir (Sekil 6) (14, 17, 18).

- intraselliler
ortam

soliisyonu Mikroelektrot

25 Sik: kenetlenme
R T _"b'.
£ -.l"‘::

Hiicre

Sekil 6: Giga seal olusumunda mikroelektrot - hiicre membrani iliskisi (18).
Rm,; Kenetleme direnci, R; Si1zint1 direnci, C o Membran kapasitansi, R,; Membran direnci.
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Giga seal olusumda mikroelektrodun i¢ duvari  Giga seal  olusturulduktan  sonra,  diger
ile hiicre membrani arasinda temas alaninin  pozisyonlarinin baslangici olan hiicre {izerinde
arttigi goriilmektedir. Mikroelektrot ve hiicre  kayit pozisyonuna gegilmis olur. Hiicre lizerinde

membrani arasinda olusan etkilesimin fiziksel ~ Kayit pozisyonundayken, mikroelektrot ile hiicre
i¢ine girildiginde mikroelektrot potansiyeli ile hiicre

i¢i potansiyel esit olacagindan mikroelektrotun
potansiyelini hiicre istirahat membran potansiyeline
kenetlemek igin -60 mV degerine sabitleme yapilir
ve iyon kanalindan gegen akim kaydina baslanir (34,
40). Mikroelektrot, akim degisimini patch clamp
sisteminin bagli oldugu amfiye aktarir ve sisteme
bagli olan bilgisayar ve yazilim programinda akim
degisimleri say1sal verilere déniisiir. fyon kanalindan
gecen akim degisimi, yazilim programinda sayisal
deger ve grafik iizerinden takip edilebilir. Tim
) o o hiicre kayit yontemine gegerken Sekil 7°de verildigi
50 - 200 GQ direncini elde etmek icin, iki ylizey gibi hiicre membran pargast yirtildiginda ani akim
arasindaki mesafenin 2-5 A°’den biiyik olmadig1  diisiisii ekrandan takip edilir. Calismanin amacina
ve en yiiksek kenetleme direncinin 400 GQ oldugu  gore iyon kanalmm aktivatér ve inhibitorleri

prensibini agiklamak ve kenetleme siirecini
saptamak i¢in 3 fiziksel kuvvetin etkili oldugu
ifade edilmektedir:

1. Ca?* gibi iki degerlikli katyonlari i¢eren tuz
kopriileri

2. Hidrojen baglar1

3. Van der waals kuvvetleri (4, 18, 21).

tahmin edilmektedir (11, 18). uygulanarak kanalin agilip-kapanmasi gézlemlenir
ve kayit iglemi sonlandirilir (1, 17, 24, 37).

Tiim hiicre (hiicre membranmmn yirtilmasi)

l — ——  Inhibitér
— e Inhibitdr
0,0 -_'\f\— /ﬁ« Aktivatir
: ~ 044 i_\'u:ml-:muluu.n
negatif basing < acilmast — ;
oot ) Iyon kanalimn
= +—— kapanmas1
0.8
12 . 1 T
0 1000 2000 3000

Zaman (s)

Sekil 7: Hiicre membranina negatif basing yapilarak tiim hiicre kaydina gegilmesi ve aktivator/inhibitor
uygulamasi ile akimin zamana gore degisimi (1).
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Patch clamp yontemi ve biyofiziksel semast Sekil 8’de gosterilmistir.
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Sekil 8: Patch clamp yontemi ve biyofiziksel semasi (41).
I, Membran akimi, R ' Referans elektrod direnci; Vref; Referans elektrod voltaji,
R ; Mikroelektrod direnci, R, ; Kenetleme direnci, Rpa o Patch direnci.
Patch Clamp Yonteminde Kullanilan Ekipmanlar
Patch clamp yonteminde kullanilan ekipmanlar faraday kafesi, titresim nleyici masa, invert mikroskop,
mikromanipiilatdr, amplifikator, mikroelektrot ¢ekici (puller), mikroelektrot, basing sistemi, bilgisayar
yazilim programi, bilgisayar ve kamera olarak siniflandirilabilir (Sekil 9, 10, 11) (34, 37, 39, 42).

Sekil 9: Patch clamp sistemi (1).
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Sekil 10: A-B. Patch clamp sisteminde hiicre-mikroelektrot iliskisi (1).

Basinc
kontroli
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Kavit cemberi
é ___J'

Basinc sistemi \

Osziloskop

Mikroskop

Titresim dnlevici masa

Soliisyonlar

e

Sekil 11: Patch clamp sisteminin semasi (43).

Faraday kafesi: Iletken malzemeleri olusturan
atomlarin en dis yoriingelerindeki elektronlar,
atomlarindan kolayca ayrilarak hareket etme
yetenegine sahiptirler. Dolayistyla kapali  bir
ylizeye sahip olan iletken bir cisim, elektrik alan
igerisine yerlestirildiginde bu elektronlar, iletkenin
icerisindeki elektrik alan sifirlanincaya kadar
hareket eder ve yeniden dagilima ugrar. Elektrik
alanin sifirlanmasiyla birlikte, elektronlarin hareket

Tip Fakiiltesi Klinikleri ilt T Sayi 1 - Nisan 2018 (93 - 108)

etmelerinin sebebi ortadan kalkmis olur. Faraday
kafesi bu ilkeye gore calisir ve igindeki kayit
sistemlerini dis elektrik alanlara kars1 korur. Tletken
teller ile ag bi¢iminde kaplanmis ve topraklanmis
her kafesle bu koruma gergeklestirilebilir. Ag gozii
sikligr ve topraklama kalitesi koruma kalitesini
artirir. Faraday kafesi sayesinde disaridaki elektrik
alan kafesin igine etki edemez (Sekil 12 a-b) (11,
13, 24, 42).
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Sekil 12a-b: Faraday kafesi (1).
Iyi topraklanmus bir faraday kafesi ile patch clamp deneylerinde saglikl bir sekilde akim ya da potansiyel

degisimi kaydedilebilir (11, 13, 39).

Titresim onleyici masa: Hiicre membrani ile
mikroelektrodun siki bir kenetleme olusturdugu
patch clamp deneylerinde, kayit sirasinda yiiksek
hassasiyet gereklidir. Caligma esnasinda, hiicre
ve mikroelektrodu gormemizi saglayan invert
mikroskop ve mikroelektrodun hareketini saglayan
mikromanipiilatér sistemi titresim Onleyici masa
lizerine sabitlenmis halde bulunmaktadir. Bu
sirada olusabilecek en kiigiik sarsint1 bile hiicre ile
mikroelektrot arasinda kurulan temasin kopmasina
neden olabilmektedir. Bu nedenle titresim onleyici
Ozel sistemlerle donatilmis bir masanin kullanilmasi
busisteminolmazsaolmazlarindandir(11,13,37,42).

Invert mikroskop: Invert mikroskoplarda

objektifler mikroskop tablasinin altina yerlestirilmis
oldugu i¢in hiicrelerin goriintiilenmesi, kayit
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elektrodunun hareket kabiliyeti ve incelenen alanin
arttirllmasinda ¢ok 6nemli avantajlar saglamaktadir.
Ayrica floresan lamba igeren tiirleri sayesinde
floresan 151k yayan hiicrelerin goriintiilenmesi de
miimkiindir (11, 13, 37, 44).

Mikromanipiilatéor: Patch clamp deneyleri
esnasinda invert mikroskop vasitasiyla hiicreler
tespit edildikten sonra mikroskobun makro ve
mikro vidalar1 ile bir daha oynanmamalidir.
Mikroelektrodun ucunu hiicre membranina temas
ettirebilmek icin li¢ boyutlu olarak (One-arkaya,
saga-sola ve yukari-agagl) hareket ettirilmesini
saglayan mikromanipiilatorler kullanilmaktadir.
Kontrol paneli, keypet ve mikroelektrot ucunun
bagli oldugu headstage’den olusan bir sistemdir
(11, 13, 39, 45).



Amplifikator: Hiicre veya hiicre katmanlarinda
patch clamp yontemi ile iyi bir kayit alabilmek i¢in
giirtiltiiden izole bir ortama ve iyi tasarlanmus bir kay1t
sistemine ihtiya¢ vardir. Hiicre membran potansiyeli
veya hiicre membranindan gegen iyonik akimlart
kaydetmek amaci ile amplifikatorler kullanilir; en
etkin kayit diizenini olusturmak i¢in kullanilan
mikroelektrotlarmn  direnci olabildigince kiigiik,
amplifikatorlerin giris direnci ise yiiksek olmalidir.
Alman akim ya da potansiyel degisimini gosteren
sonuglar yiikseltilerek ekranda sayisal veri olarak
gozlemlenir, gerekli yazilim programlar kullanilarak
degerlendirilir. Patch clamp kayit sistemi ile tekli
kanal ve tek hiicre ¢alismalarinda hiicre membran
potansiyeli kenetlenerek pA diizeyindeki iyonik
akimlar veya akim kenetlenerek mV diizeyindeki
potansiyel degisimleri ortam ve sistem giiriiltiisiinden
izole edilerek kaydedilir (11, 13, 37, 44).

Mikroelektrot cekici (puller): Patch clamp
sisteminde kullanilan cam mikroelektrotlar, i¢i bos
silindir tiip seklindedir. Hiicre membranina temas
ederek gerektiginde buradan hiicre membran pargasi
koparabilecek 6zelligin olmasi igin cam tiipler 6zel 1s1
ve cekme kuvveti uygulanarak sivriltilir; cam silindir
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tiipleri mikroelektrot haline getiren bu tiir cihazlar
mikroelektrot cekicisi (puller) olarak adlandirilir.
Istenen capta ve direngte yapilmak istenen
mikroelektrot, mikroelektrot ¢ekicisinin {izerinde
bulunan mikroelektrot oluklarma yerlestirilir.
Mikroelektrot tam olarak dengeli sekilde takilarak
cihazin orta bdliimiinde bulunan isitma igleminin
uygulandigi box ya da true flament bulunan tungsten
rezistansin iginden gegirilecek sekilde ileriye dogru
striilir. Yan bolimde bulunan kiskaclar yardimi
ile mikroelektrot dikkatlice sikistirilir ve sabitlenir.
Calisma Oncesinde ramp testi yapilarak segilen
uygun sicaklik ve ¢ekme hizi ayarlanmis cihaz ile
mikroelektrot ¢ekim islemi baslatilir. Mikroelektrot
¢ekimi sirasinda, mikroelektrodun orta bolimii
wsitilirken, ayni anda kiskaglar ile sikigtirilmis
mikroelektrodun her iki tarafina, zit yonde ve
ayni dogrultuda ¢ekme kuvveti uygulanir. Bu
sirada cam mikroelektrot 1s1 ve kuvvetin etkisiyle
yavas yavas ortasindan ismip incelirken, hiicre
membranina temas edebilecek seviyede sivriltilmis
olur. Cihazda bulunan sogutma sistemi aracilig1
ile mikroelektrot igindeki bosluk kapanmaz ve
mikroelektrot hazir hale gelir (Sekil 13) (11, 13, 39).

#— Hava/N: avan

Mikroelektrot
o=
L)) . —
Cekme Cam pipet | Cekme

Isitier flaman

C

Sekil 13: A. Mikroelektrot ¢ekici. B-C. Mikroelektrot ¢ekici semas1 (1, 11).
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Mikroelektrot: Mikrolelektrot ¢ekici kullanilarak,
calismanin konusuna gore farkli caplara sahip
cam mikroelektrot yapilir. intraselliiler kayitlarda
kullanilan mikroelektrotlarin diregleri 2 - 10 MQ
arasinda olmasi1 gerekir. Mikroelektrot cekici ile
sicaklik ve cekme hizi degistirilerek istenen ¢apta
ve direngte cam mikroelektrot yapilabilmektedir.
Mikroelektrot ¢ekicisi ile yapilan mikroelektrotlarin
uc capt arttikea mikroelektrot direncinin diistigi,
azaldik¢a yikseldigi bilinmektedir. Bu da
mikroelektrodun ucu ne kadar ince olursa iyon
gecisinin o kadar fazla engellendigini ve elektriksel
direncin de o kadar arttigin1 géstermektedir (10, 11,
13, 25).

Basing sistemi: Mikromanipiilator yardimi ile cam
mikroelektrot ekstraselliiler ortam solilyonu igine
daldirildiginda, mikroelektrot ucunun kirlenmemesi
icin basing sistemi ile pozitif basing uygulanmasi
gerekir. Mikroelektrot ile hiicreye temas ettikten
sonra giga seal ad1 verilen siki kenetleme olusmasi
ve patch clamp kayit yontemlerine gegilmesi igin
negatif basing uygulanarak hiicre membraninin
mikroelektrot igine emilmesi saglanir (Sekil 14)
(10, 11, 13, 44).

Mikroelektrot
tutucu —_ —

Kayit cemberi
k%mumu i

Sekil 14: Basing kontrol sistemi (11).

—

Bilgisayar yazilim : Patch clamp kayit sistemine
uyumlu olarak Patch master ve Fit master gibi akim
ya da potansiyel degisim sonuglarini sayisal verilere
dontigtiiren yazilim programlart kullanilmaktadir
(11,13, 37).

Bilgisayar: Patch clamp sisteminde iyonik akim
ya da hiicre membran potansiyeli kayitlarin takip
edilmesi amaci ile kullanilan yazilim programi ve
hiicrenin  gozlemlenmesini saglayan programin
kullanilabilmesi icin uygun bir bilgisayara
gereksinim vardir (11, 13, 45).
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Kamera: Bilgisayara ve invert mikroskoba baglh
olan kamera aracilig1 ile hiicreden alinan goriintii
bilgisayara aktarilabilir. Kayit oncesi hiicrenin
izlenmesi, kayit anmnin goriintiilenmesi ya da
kayit alindiktan sonra hiicre iizerinde Slgim ve
hesaplama yapilmasi amaci ile kamera sistemi
kullanilabilir. Goriintii invert mikroskoptan ya da
kamera ile bilgisayardan takip edilebilir (11, 13, 39,
45).

Patch clamp sistemi teknolojik gelismelere paralel
olarak gelismekte ve multidisipliner alanda kullanim
alan1 bulmaktadir. Giinlimiizde en yaygin goriilen
hastaliklardan aritmi, diyabet, epilepsi, agr1 ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi pek ¢ok hastaligin
olusum mekanizmalarinin arastirilmasi ve bu
hastaliklar i¢in tedavi yontemlerinin gelistirilmesi
amaciyla patch clamp tekniginin  kullanimi
arastirmalara 6nemli katkilar saglayacaktir.
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