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4.4 The Patch-Clamp Technique
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Patch-clamp

4

کیالکتریجریان هايمی دهداجازهدانشمندانبهکهاستکلمپولتاژازیافتهتکاملروشی•

ی کنند،معبورسلولغشايدر)یونیکانال هاينامبه(خاصیپروتئین هايازکهراکوچکبسیار

.بگیرنداندازه



Patch-clamp

5

شیشه ايه يلولیکلبه يبیننزدیکومحکمبسیارتماسیکایجادتکنیک،اینطلایینکته•

.استسلولسطحو)پیپت(نازكبسیار

امکانهک.می شود)گیگااهمحددر(بالابسیارالکتریکیمقاومتیکایجادباعثتماساین•

می کندفراهمراپیکوآمپرمحدودهدرغشاییجریان هايثبت



Patch-clamp

6

کمیمنفیرفشاوباشدتمیزوصافکاملاًپیپتلبه يبایدکند،کاردرستروشایناینکهبراي•

گیگااهم100تا1بینمقاومتی.بچسبدشیشهلبه يبهسلولغشايتاشوداعمالآنداخلبه
بازلکاناپروتئینیکازحاصلجریانمیتوانحتیکه(.می گیرندشکلخودبه خوديطوربه

)کردضبطرامنفرد



مقیاس اتمی این مقاومت بالا نتیجه تعاملات مستقیم بین سطح شیشه اي پیپت و غشاي سلول در•

ه و غشا احتمالاً این تعاملات شامل پل هاي نمکی بین یون هاي مثبت و منفی در سطح شیش. است

.می شود

چگونگی اتصال

7



بینهیدروژنیپیوندهايودوظرفیتیکاتیون هايتوسطغشاوشیشهسطحرويمنفیبار هاي•

رواالس،وان دتعاملاتهمچنینوغشا،سازندهفسفولیپیدهايوشیشهسطحدراکسیژنگروه هاي

.می شوندواسطه گري

استممکنالکتریکینظرازشدهجداغشايقطعهکانال ها،تراکموسلولنوعپیپت،اندازهبهبسته

درناگهانیتغییراتایجادباعثکانال هااینشدنبستهوباز.باشدکانالپروتئینچندیایکحاوي

voltageازاستفادهباراآنمی توانکهمی شودجریان clampکردثبت.

چگونگی اتصال
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)FBA(تقویت کننده بازخورد 
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امکانامرینا.استبرخورداربالاییمکانیکیثباتازنیزغشاء-شیشهتعاملبالا،مقاومتدلیلبه•

.می کندفراهمراشدهجداکاملاًغشاءقطعاتباکار

انواع پیکربندي در پچ کلمپ
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مومومهرایجادازپس:شوندتشکیلمتنوعیروش هايبهمی توانندبرعکس-داخلغشاءقطعات•

.میکنیمجداسلولازراپیپتاهم،گیگا

انواع پیکربندي در پچ کلمپ

دوايکاتیون هکلسیمیوننبوددر

چگییکپارتضعیفباعثالکترون

حمام،محیطدرمی شودغشاء

دستبهشده ايجداغشاءقطعه

.می آید
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.می شودتشکیلوزیکولیک،+Ca2حضوردر•

انواع پیکربندي در پچ کلمپ
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حتیکاراین.شودمختلشیمیایییامکانیکیصورتبهمی توانداست،حمامبهروکهسطحیاما•

.استامکان پذیرنیزسلولکلبا

انواع پیکربندي در پچ کلمپ
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فشاراعمالباابتدامتصل شدهغشاء،)outside-out(برعکس-خارجغشاءقطعهتشکیلبراي•
یمیاییشصورتبهراآنمی توانیامی شود،شکستهقويولتاژپالسیاپیپتدرملایممنفی

.کردسوراخ

انواع پیکربندي در پچ کلمپ
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درپیپتجداسازيازپس.می گردد)whole-cell(سلول-کلپیکربنديبهمنجرفراینداین•

.می شودتشکیلبرعکس-خارجقطعه،+Ca2حاويمحیط

انواع پیکربندي در پچ کلمپ
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یون هايترکیبپیپت،محلول.طبیعیفیزیولوژیکیشرایطدرتک واحدکانال هايخصوصیات•

.)استامکان پذیرپیپتویژهنگهدارنده هايطریقازمحلولتبادل(می کندشبیه سازيراخارجی

است،سلولهبمتصلغشايعرضیدقیقپتانسیلبودنناشناختهپیکربندي،اینمعایبازیکی

.می شودسوارثابت شدهپتانسیلبرسالمسلولاستراحتپتانسیلزیرا

Cell-attached
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.دسترسی به سطح داخلی غشا از طریق محلول حمام

در گلبول هاي قرمز+Ca2فعال شده با  +Kکانال پتاسیم : مثال

.شودمشکل سازحمام،محلولدرنامعلوموضروريداخلیمادهیکنبوداستممکن

Inside out- without cell
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.دسترسی به سطح خارجی غشا از طریق محلول حمام•

)15H2​DIDSتوسط  K562در سلول هاي  (−Clمهار کانال هاي انتخابی کلرید : مثال•

پت، در این پیکربندي نیز ممکن است نبود یک ماده سلولی ضروري و نامعلوم در محلول پی•

.مشکل آفرین باشد

Outside out- without cell
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)patch(ویژگی هاي پیکربندي هاي مختلف پچ 
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•Whole-cell

•Giant Patch

Patch Clampحالت هاي مختلف 
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استفادهبامثالطوربهکوچک،یون هايبرايفقطوصله زنیپیپتدرغشاءنفوذقابلیتایجادبا•

تخریبیا)دمی کنجلوگیريسیتوپلاسمحیاتیاجزاياتلافازکهسوراخ دار،وصله(نیستاتیناز

.کردیبررسراآنسیتوپلاسمیکمحتوايتمامباهمراهکاملسلولرفتارمی توانغشاء،کامل

برايفقطروشاین.استامکان پذیرپیپتمحلولطریقازسیتوپلاسممحلولجزئیتبادل•

یونیکانال هايیاحامل هاتوسطکهجریان هاییمی دهداجازهامادارد،کاربردکوچکسلول هاي

اندازه گیريرامی شوندتولید)4.16شکلکانال،زیاديتعدادگیِتینگترکیب(ماکروسکوپی

.کنیم

Whole-cell
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پدیده هايتحلیلبراي.استمیکرومتر2تا1بینمعمولیوصله زنیپیپت هاينوكقطر•

افزایشمیکرومتر5بهراپیپتقطرمی توان،)4.3بخشگیِتینگ،جریان هايمانند(چندکاناله

همکاران،ورتینگرروشمثلاً(پیپتنوكرويخاصروش هاياعمالبا.)ماکرووصله(داد

وصله(میکرومتر50تاقطرباپیپت هاییباگیگااهمیامپدانسمهرهايمی توان،)1994

.کردایجاد)غول پیکر

جدایغشایوصله هايدرحامل هاسایرویونیپمپ هايازناشیجریان هايتشخیصتکنیکاین•

بای توانمرابیرون به درونودرون به بیرونسلول،بهمتصلپیکربندي هاي.می سازدممکنراشده

.نمودایجادغول پیکرپیپت هاي

Giant Patch
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Giant Patch
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تخمین جریان تک کاناله. 1
𝐸𝐸𝑚𝑚(اضافیجریان عبوري در صورت نبود گرادیان پتانسیل الکتریکی • = 0(

)c₂و  c₁فعالیت یون ها در دو طرف منفذ (رسانایی تک کاناله محاسبه •

𝐽𝐽 = −𝑧𝑧𝑧𝑧𝑧𝑧𝑧𝑧
𝑑𝑑𝑑𝑑
𝑑𝑑𝑑𝑑

= −𝑧𝑧𝑧𝑧𝑧𝑧𝑟𝑟2𝐷𝐷
𝑐𝑐
𝑙𝑙

r = 3 × 10⁻⁸ cm (0.3 nm) l = 5 × 10⁻⁸ cm (0.5 nm) D = 1.5 × 10⁻⁵ cm²/s 

c₁ = 0 c₂ = 150 mM 

J ≈ 1.3 × 10−16  mol/s ≈ 7.7 × 107  ions/s ≈ 12  pA

:z  بار یون:F   ثابت فارادي
:D ضریب نفوذ:c اختلاف غلظت

:A=π𝑟𝑟2           سطح مقطع منفذ:l طول منفذ
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تخمین جریان تک کاناله. 1
براي یک منفذ استوانه اي ) Access resistance(رابطه مقاومت •

اصلاح دقیق تر مدل•

•apparent length

با استفاده از طول مؤثر، جریان تک کاناله کاهش یافته •

.استثانیهدرجابجایی100–1تنهامحدودهدرمعمولیحاملیکانتقالنرخ:مهمنکته

𝑅𝑅 = 𝜌𝜌 𝑙𝑙
𝜋𝜋𝑟𝑟2 2�

𝑎𝑎

∞ 𝑑𝑑𝑑𝑑
2𝜋𝜋𝑟𝑟2 =

𝜌𝜌
𝜋𝜋𝑟𝑟2 𝑙𝑙 + 𝑟𝑟

𝑅𝑅 =
𝜌𝜌
𝜋𝜋𝑟𝑟2 𝑙𝑙 2

𝜋𝜋 𝑟𝑟

𝑙𝑙∗ = 𝑙𝑙 +
𝜋𝜋𝜋𝜋
2

𝐽𝐽 ≈ 4 × 107  ions/s ≈ 6  pA
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تخمین رسانایی تک کاناله.2
مقاومت یک کانال منفرد•

اثر مقاومت دسترسی•

رسانایی تک کاناله •

𝑅𝑅 =
𝜌𝜌 𝑙𝑙
𝜋𝜋𝑟𝑟2 = 1.8 𝐺𝐺Ω

𝜌𝜌 = 100 Ω ⋅ 𝑐𝑐𝑐𝑐

𝑅𝑅 ≈ 3.5 𝐺𝐺Ω

𝛾𝛾 =
1
𝑅𝑅 ≈ 300 𝑝𝑝𝑝𝑝
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رسانایی تک کاناله

(a)  امکان طبقه بندي انواع مختلف کانال ها

(b) تغییرات رسانایی می تواند اطلاعاتی درباره مکانیسم اثر داروها ارائه دهد.

(c)  تغییرات رسانایی ناشی از جهش ها)mutations(عملکرد –می تواند براي بررسی روابط ساختار
.و همچنین اختلالات فیزیولوژیک مورد استفاده قرار گیرد
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)The gating mechanism(مکانیزم گیتینگ . 3

زمانزاهیستوگرام هاییمی توان،)کانالشدنبستهوباز(گیتینگویژگی هايتحلیلبراي•
dwell(ماندگاري time(یمارکوفآمارازفرایندهااین.کردمحاسبهبستهیابازحالتدرکانال

)Markovian statistis(یفتوصنماییتوابعبامی توانراهیستوگرام هااینمی کنند،پیروي
:کرد

N:تعداد دفعاتی که کانال به مدت𝑡𝑡 مانده) یا بسته(باز
𝐴𝐴𝑖𝑖:ضریب تعیین کننده ارتفاع نمودار
𝜏𝜏𝑖𝑖 :میانگین زمان ماندگاري کانال در یک حالت مشخص

𝑁𝑁 = �𝐴𝐴𝑖𝑖 𝑒𝑒− ⁄𝑡𝑡 𝜏𝜏𝑖𝑖
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)The gating mechanism(مکانیزم گیتینگ . 3
vanadateدر نبود •

:  توزیع زمان هاي باز و بسته با یک نمایی ساده توصیف می شود

vanadateدر حضور •
𝜏𝜏0تغییر نمی کند .

:توزیع زمان بسته به دو ثابت زمانی نیاز دارد

𝜏𝜏𝑜𝑜 ≈ 𝜏𝜏𝑐𝑐 ≈ 5 𝑚𝑚𝑚𝑚

𝜏𝜏𝑐𝑐1 ≈ 1 𝑚𝑚𝑚𝑚, 𝜏𝜏𝑐𝑐2 ≈ 10 𝑚𝑚𝑚𝑚
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کاربردهاي هیستوگرام هاي گیتینگ

کانالمختلفحالت هايبین (reaction diagrams) واکنشیدیاگرام هايرسم•

سموموداروهاثانویه،پیام رسان هاياثرمکانیسمبررسی•

طبیعیکانال هايوجهش هامقایسهباعملکرد–ساختاررابطهتحلیل•

داده هاپیشرفتنمایش•
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داده هاپیشرفتنمایش

اریتمیلگبازه هايباهیستوگرام هاییازاستفادهبامی تواندهمچنینبستهوباززمان هايتوزیع•

.می دهدنشاندقیق تريبه صورترا)pd(احتمالچگالیتابعروش،این.شوددادهنمایش

𝑡𝑡 درتوزیعقله هاينمایشایندر• = 𝜏𝜏𝑖𝑖گیتینگحالتیکبامتناظرقلههرومی شوندظاهر
.است
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Sniffer-Patchروش 4.4.4



Sniffer-Patchروش . 1
کاهش–اکسایشواکنش هايطریقازداروهاکمبسیارمقادیرتشخیصبرايکربنیفیبرازاستفاده•
راهمفرامی شوندآزادانتقال دهندهعنوانبهکهمولکول هاییحساسبسیاروسریعتشخیصامکان•

.می کنند
درمثبتايپتانسیل هاعمالمعمولاًفیزیولوژیک،شرایطدرآنتی اکسیدان هابالايمقادیروجوددلیلبه•

.می شودمربوطه)mediator(واسطهشدناکسیدباعثکربنیفیبرنوك
واکسیدشدهحالتبینبه راحتیبتواندمولکولکهاستاینروشاینازاستفادهاصلیشرط•

.شودتبدیلکربنیفیبرنوكدرکاهش یافته

ابسلول هاییغشاییتکه هايازکهمی کندفراهمراامکاناینpatch-clampتکنیکبالايحساسیت•
over-expressed(بیش بیان شدهگیرنده هاي receptors(برايکهگیرنده هاییشود؛استفاده

ل هايناقهورمون ها،باگیرندهپروتئینتعامل.هستنداختصاصیبسیارخاصمولکول هايتشخیص
ندفرایایندرمهمینقشمی شوند،آزاددیگريسلولازکهخارج سلولیواسطه هايسایریاعصبی

.دارد

یونیکانال هايپاسخازاستفادهبامولکولچندتنهاآشکارسازيامکان،Sniffer-patchروشدر•
اینشدنالفعازکهکالیبره شدهجریانسیگنال هاي.می شودفراهمغشاییقطعاتدرلیگاندبهوابسته

.می کنندایجادسریعوحساسبسیارپاسخ هاییمی شوند،حاصل»آشکارسازیونیکانال هاي«
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Sniffer-Patchروش . 1
رياندازه گیقابلغلظت هايدامنهامااست،بالاییزمانیومکانیوضوحدارايروشایناگرچه•

.داردقرارکانال-گیرنده)K_m(ظاهريمقدارحوالیدرمعمولاًوبودهمحدود

+  mV100در پتانسیل)HMC-1(در یک سلول ماست انسانی )Whole-cell current(جریان کل سلولی 
5موشی که در حین آزمایش به مدت )microdialysate(سلول با مایکرو دیالیزات superfusionدر طی 

).این بازه با نوار خاکستري مشخص شده است(قرار گرفته بود )acupuncture(دقیقه تحت طب سوزنی 

سلول هايازواسطه هاآزادسازي•
درموجودسلول هايازیاکشت شده،

یناشآزادسازيحتییابافتی،برش هاي
نوريقفل شدهمولکول هايدرنوراز
)caged molecules(آشکارسازيقابل

درواسطه هاتغییراتهمچنین.است
.استپایشقابلنیزمیکرو دیالیزمایعات
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با تشکر از توجه شما
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