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4.2.- Corrientes unitarias y corrientes poblacionales
4.3.- Mecanismo de “compuerta” en canales idnicos
4.4.- La técnica del voltage-clamp
4.4.1.- ¢{COmo podemos “bloquear” familias de canales?
4.4.2.- ¢{Codmo se fabrican los microelectrodos?
4.4.3.- ¢{COmo es el montaje experimental?
4.4.4.- ¢Qué “aspecto” tiene la instrumentacion electrdonica?
4.5.- El patch-clamp como complemento del voltage-clamp
4.5.1.- ¢éComo es el acoplamiento microelectrodo-célula?
4.5.2.- ¢Se pueden medir corrientes unitarias?
4.5.3.- ¢Se puede automatizar el proceso?
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Estructura del tema

 Perspectiva historica
« Corrientes unitarias y corrientes poblacionales
« Mecanismo de “compuerta” en canales idnicos
- La técnica del voltage-clamp
« ¢Como podemos “bloquear” familias de canales?
« ¢Como se fabrican los microelectrodos?
« ¢Como es el montaje experimental?
« ¢Qué “aspecto” tiene la instrumentacion electrénica?
» El patch-clamp como complemento del voltage-clamp
« ¢COmo es el acoplamiento microelectrodo-célula?
« ¢Se pueden medir corrientes unitarias?
« ¢Se puede automatizar el proceso?
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Hitos en la Electrofisiologia Experimental

Hito Premio Nobel
1922 Primer registro experimental del potencial de accidn Gasser, Erlanger 1944
Mernst 1920
1920-1940 | Teoria basica de la membrana celular
Goldmann, Katz 1970
1940 - 1945 Invencion del voltage-clamp
1945 - 1952 Desarrollo del(voltage-clamp)e interpretacion de los procesos idnicos transmembrana Hodgkin, Huxley 1963

1960 - 1980 Descubrimiento de nuevas corrientes idnicas

1980 - 1990 Invencion y desarrollo del'patch—cfamp ' Sakmann, Neher 1991

1990-¢7? Descubrimiento y caracterizacion de (muchas) nuevas corrientes idnicas

Bert Sakmann & Erwin Neher
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Corrientes ionicas unitarias y poblacionales
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Corrientes ionicas unitarias y poblacionales

BOMBAS,
FAMILIAS DE INTERCAMBIADORES,
CANALES IONICOS COTRANSPORTADORES
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Corrientes i6nicas|unitarias|
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La amplitud de la corriente unitaria depende del potencial de membrana M
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» La probabilidad de que un canal esté abierto depende del potencial de membrana
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* Laamplitud de la corriente unitaria depende del potencial de membrana M

La probabilidad de que un canal esté abierto depende del potencial de membrana
(entre otros factores) H.J' U \
» La corriente de la familia (poblacion) es la suma de las corrientes unitarias + | } ' U

(a través de los canales individuales de la familia)
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* La corriente de la familia depende del potencial de membrana
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La amplitud de la corriente unitaria depende del potencial de membrana M
La probabilidad de que un canal esté abierto depende del potencial de membrana

(entre otros factores) H.J' U \
La corriente de la familia (poblacién) es la suma de las corrientes unitarias + | / ' U

(a través de los canales individuales de la familia)
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FAMILIAS DE INTERCAMBIADORES,
CANALES IONICOS COTRANSPORTADORES
Na* Ca?* K* Cl Na*, Ca?*, K*, CI

| | I En una situacion “real”, todas las familias
INaF ICaL IKI’ IKS NaK NaCa KCI

H H H de canales estan funcionando a la vez...
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La apertura y cierre de los canales i6nicos es un fenébmeno estocastico
La amplitud de la corriente unitaria depende del potencial de membrana

La probabilidad de que un canal esté abierto depende del potencial de membrana
(entre otros factores)
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La corriente de la familia (poblacién) es la suma de las corrientes unitarias
(a través de los canales individuales de la familia)

La corriente de la familia depende del potencial de membrana
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La estrategia para registrar corrientes ionicas: el "Voltage Clamp
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La estrategia para registrar corrientes ionicas: el "Voltage Clamp”
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Preguntas...

INSTRUMENTACION
ELECTRONICA

corriente ionica a través
de UNA familia de
canales idnicos particular

Ir= 1R (Viest)

V

m(t)

e \/,

test

0

I .e ec . a .y 7 . .
Universidad Politécnica de Valencia

Iz (NA)
10
out

In

-10-

¢, Cémo podemos “bloquear” familias de canales?

¢, Como se fabrican los microelectrodos?

¢, Como es el montaje experimental?

¢, Qué “aspecto” tiene la instrumentacién electrénica?
¢, Como es el acoplamiento microelectrodo-célula?

¢, Se pueden medir corrientes unitarias?

¢, Se puede automatizar el proceso?
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¢ Podemos “bloquear” familias de canales? ;Cémo se fabrican microelectrodos? ;Cémo es el setup? ;Qué “aspecto” tiene la instrumentacion? ;Cémo es el acoplamiento microelectrodo-célula? ;Se pueden medir corrientes unitarias? ¢ Se puede automatizar el proceso?

¢Como podemos “bloquear” familias de canales?

] Vhold
i — M |
I IR IS - <L medio intracelular
O
Q 6‘2’9 +
— O &

o o
° Bloqueantes

g\’be"ooo V.=V

m
TE51 TEsz -
_’ .

medio extracelular

test

Ir

I (nA)
10
out

e \/,

test

In

-10-

t=0
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¢ Podemos “bloquear” familias de canales? ;Cémo se fabrican microelectrodos? ;Cémo es el setup? ;Qué “aspecto” tiene la instrumentacion? ;Cémo es el acoplamiento microelectrodo-célula? ;Se pueden medir corrientes unitarias? ¢ Se puede automatizar el proceso?

¢Como podemos “bloquear” familias de canales?

Vhold EJEMPLOS DE AGENTES BLOQUEANTES
* TTX (Tetrodotoxina) =» bloquea ly¢

|

* TEA (Tetraetilamonio) =» bloquea varios canales de K*

I

+ Dofetilide: bloquea I,

o O

° Blogueantes « HMR 1556: bloquea I

+ Nisoldipina, Cd?* =» bloquean I,

» Oubaina = bloquea la bomba Na*/K*

|l o 2me 04410
Dofetilide
Capsules

— V

test

t=0
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¢ Podemos “bloquear” familias de canales? ;Cémo se fabrican microelectrodos? ;Cémo es el setup? ;Qué “aspecto” tiene la instrumentacion? ;Cémo es el acoplamiento microelectrodo-célula? ;Se pueden medir corrientes unitarias? ¢ Se puede automatizar el proceso?

¢Como podemos “bloquear” familias de canales?

|

I

o o
° Bloqueantes

e \/,

test

t=0

I .e ec . a .y 7 . .
Universidad Politécnica de Valencia

EJEMPLOS DE AGENTES BLOQUEANTES
* TTX (Tetrodotoxina) =» bloquea ly¢

* TEA (Tetraetilamonio) =» bloquea varios canales de K*

Vtest

A I [nA]
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5 10
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-10 Control

1
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¢ Podemos “bloquear” familias de canales? ;Coémo se fabrican microelectrodos? ;Coémo es el setup? ;Qué “aspecto” tiene la instrumentacion? ;Cémo es el acoplamiento microelectrodo-célula? ;Se pueden medir corrientes unitarias? ¢ Se puede automatizar el proceso?

Vhold - - -
1 Microelectrodos vs mICI'OPIPEtaS
_I
I (A
1 _
e 05 -
g -
microelectrodo (metalico) s D m 20 30T|me me] 40 micropipeta (vidrio)

Hodgkin, Huxley, Cole 1940s

“Voltage clamp” con

“Voltage-clamp” con micropipeta
microelectrodo metalico
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¢ Podemos “bloquear” familias de canales? ;Coémo se fabrican microelectrodos? ;Coémo es el setup? ;Qué “aspecto” tiene la instrumentacion? ;Cémo es el acoplamiento microelectrodo-célula? ;Se pueden medir corrientes unitarias? ¢ Se puede automatizar el proceso?

1 Vhold t=0

Microelectrodos vs micropipetas

T [RA)

B
»

microelectrodo (metalico) ! ! !

| | e v
a5 0 10 20 30Time [ms] 40 icropipeta (vidrio)

Hodgkin, Huxley, Cole 1940s Sakmann, Neher 1980s

“Voltage clamp” con

microelectrodo metalico
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¢ Podemos “bloquear” familias de canales? ;Coémo se fabrican microelectrodos? ;Coémo es el setup? ;Qué “aspecto” tiene la instrumentacion? ;Cémo es el acoplamiento microelectrodo-célula? ;Se pueden medir corrientes unitarias? ¢ Se puede automatizar el proceso?

Microelectrodos vs micropipetas

Sakmann, Neher 1980s

“Voltage-clamp” con “Patch clamp”
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¢ Podemos “bloquear” familias de canales? ;Coémo se fabrican microelectrodos? ;Coémo es el setup? ;Qué “aspecto” tiene la instrumentacion? ;Cémo es el acoplamiento microelectrodo-célula? ;Se pueden medir corrientes unitarias? ¢ Se puede automatizar el proceso?

¢Como se fabrican las micropipetas?

D) e ———————————— ))—y

“Voltage-clamp” con “Patch clamp”
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¢ Podemos “bloquear” familias de canales? ;Coémo se fabrican microelectrodos? ;Coémo es el setup? ;Qué “aspecto” tiene la instrumentacion? ;Cémo es el acoplamiento microelectrodo-célula? ;Se pueden medir corrientes unitarias? ¢ Se puede automatizar el proceso?

¢Como se fabrican las micropipetas?

MODEL P-97

FLAMING/BROWN WICROPIPETTE PULLER

SUTTER INSTRUMENT CO.

“Voltage-clamp” con “Patch clamp”
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¢ Podemos “bloquear” familias de canales? ;Coémo se fabrican microelectrodos? ;Coémo es el setup? ;Qué “aspecto” tiene la instrumentacion? ;Cémo es el acoplamiento microelectrodo-célula? ;Se pueden medir corrientes unitarias? ¢ Se puede automatizar el proceso?

¢Como se fabrican las micropipetas?

PRI

“Voltage-clamp” con “Patch clamp”
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¢ Podemos “bloquear” familias de canales? ;Coémo se fabrican microelectrodos? ;Coémo es el setup? ;Qué “aspecto” tiene la instrumentacion? ;Cémo es el acoplamiento microelectrodo-célula? ;Se pueden medir corrientes unitarias? ¢ Se puede automatizar el proceso?

¢Como se fabrican las micropipetas?

“Voltage-clamp” con “Patch clamp”
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¢ Podemos “bloquear” familias de canales? ;Coémo se fabrican microelectrodos? ;Coémo es el setup? ;Qué “aspecto” tiene la instrumentacion? ;Cémo es el acoplamiento microelectrodo-célula? ;Se pueden medir corrientes unitarias? ¢ Se puede automatizar el proceso?

¢Como se fabrican las micropipetas?

“Voltage-clamp” con “Patch clamp”
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¢ Podemos “bloquear” familias de canales? ;Coémo se fabrican microelectrodos? ;Coémo es el setup? ;Qué “aspecto” tiene la instrumentacion? ;Cémo es el acoplamiento microelectrodo-célula? ;Se pueden medir corrientes unitarias? ¢ Se puede automatizar el proceso?

Trabajando con células pequeiias: micropipetas

“Patch clamp”
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¢ Podemos “bloquear” familias de canales? ; Cémo se fabrican microelectrodos? ;Como es el setup? ;Qué “aspecto” tiene la instrumentacion? ;Cémo es el acoplamiento microelectrodo-célula? ;Se pueden medir corrientes unitarias? ¢ Se puede automatizar el proceso?

El montaje experimental

“Patch clamp”
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¢ Podemos “bloquear” familias de canales? ; Cémo se fabrican microelectrodos? ;Como es el setup? ;Qué “aspecto” tiene la instrumentacion? ;Cémo es el acoplamiento microelectrodo-célula? ;Se pueden medir corrientes unitarias? ¢ Se puede automatizar el proceso?

El montaje experimental

“Patch clamp”

DI rIcCl 2 2 - o
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¢ Podemos “bloquear” familias de canales? ; Cémo se fabrican microelectrodos? ;Como es el setup? ;Qué “aspecto” tiene la instrumentacion? ;Cémo es el acoplamiento microelectrodo-célula? ;Se pueden medir corrientes unitarias? ¢ Se puede automatizar el proceso?

El montaje experimental

“Patch clamp”
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¢ Podemos “bloquear” familias de canales? ; Cémo se fabrican microelectrodos? ;Como es el setup? ;Qué “aspecto” tiene la instrumentacion? ;Cémo es el acoplamiento microelectrodo-célula? ;Se pueden medir corrientes unitarias? ¢ Se puede automatizar el proceso?

El montaje experimental

S

o2 b Seew A~
SAEREERRS

“Patch clamp”
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¢ Podemos “bloquear” familias de canales? ; Cémo se fabrican microelectrodos? ;Como es el setup? ;Qué “aspecto” tiene la instrumentacion? ;Cémo es el acoplamiento microelectrodo-célula? ;Se pueden medir corrientes unitarias? ¢ Se puede automatizar el proceso?

El montaje experimental

“Patch clamp”
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¢ Podemos “bloquear” familias de canales? ; Cémo se fabrican microelectrodos? ;Como es el setup? ;Qué “aspecto” tiene la instrumentacion? ;Cémo es el acoplamiento microelectrodo-célula? ;Se pueden medir corrientes unitarias? ¢ Se puede automatizar el proceso?

La instrumentacion electronica

— convertidor corriente-tension

/ \ \
[ cell = | uP ( AW
i e — R, amplificador
i diferencial
Cm ‘ Gf E + (

oo Ie
° Bloqueantes IERf compensador de R,

compensador de C,,

Vtest

t=0

' P . . . )
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¢ Podemos “bloquear” familias de canales? ; Cémo se fabrican microelectrodos? ;Como es el setup? ;Qué “aspecto” tiene la instrumentacion? ;Cémo es el acoplamiento microelectrodo-célula? ;Se pueden medir corrientes unitarias? ¢ Se puede automatizar el proceso?

¢Como es el acoplamiento microelectrodo-célula en el patch-clamp?
¢Se pueden medir corrientes unitarias?
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Registro de Corrientes Ionicas: "Patch Clamp”
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Automated Patch Clamp

@patcherBot
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This video is a demonstration of patch-clamp pipette cleaning technology. This is the first system
to perform sequential patch-clamp recordings in cell culture (HEK293 cells) without a human

operator using a single pipette
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¢ Podemos “bloquear” familias de canales? ; Cémo se fabrican microelectrodos? ;Como es el setup? ;Qué “aspecto” tiene la instrumentacion? ;Cémo es el acoplamiento microelectrodo-célula? ;Se pueden medir corrientes unitarias? ¢ Se puede automatizar el proceso?

Automated Patch Clamp

Key Features of SyncroPatch 384PE

EIectrophys:ologlcal Attributes
High success rate of gigaohm seal formation
Series resistance compensation
Leak subtraction

Multiple protocols per run
Expandable to 768 wells
Current clamp upgrade in 2015
Data format easy to export

quwd Handling
Beckman Biomek FX platform
Additions with 384-head pipettor
Can assay partial plates
Additional span-8 feature
Capability to use multiple internal solutions

Intangibles b
» Familiarity with PatchLiner platform
« Beckman service is local

P »l o) 47:40/11238

Webinar - High Throughput and High Fidelity: Automated Patch Clamp in Screening and Research

42 visualizaciones * 20 mar. 2020 1w O $ o # COMPARTIR GUARDAR

[nanjifon) Lq;nlgnT?chnologles SUSCRIBIRSE
suscriptores

The webinar covers the use of the Patchliner and the SyncroPatch 384/768PE for characterization
of ion channels and screening of ion channel active compounds.
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Conclusiones

Las diferentes a-hélices y B-hélices que constituyen las proteinas-canal pueden desplazarse y girar en respuesta a cambios en el potencial de
membrana porque pueden poseer carga eléctrica. Como resultado de esos movimientos, un canal puede abrirse o cerrarse, y la probabilidad de
hacerlo depende por tanto del potencial de membrana. Se dice que un canal tiene “compuertas” que se abren o se cierran al variar el potencial de
membrana.

La estrategia del “voltage-clamp” (fijacion de potencial) permite medir corrientes idnicas a diferentes potenciales; la técnica del “patch-clamp” permite
implementar esa estrategia.

Para medir la corriente de una sola familia de canales iénicos, es necesario inactivar el resto de familias para que no interfieran en la medida. Esto se
consigue mediante diferentes métodos, entre los que destaca la inactivacion mediante agentes quimicos y/o farmacos.

Una vez inactivados los canales ionicos de las familias que no se desean medir, el registro corresponde (idealmente) a la corriente a través de la
familia de interés MAS la corriente capacitiva, que es de alto valor y de duracion muy breve (< 2 ms).

La corriente capacitiva puede dificultar la medicién de corrientes de activacién rapida (por ejemplo, la corriente de sodio).
De la mediciodn de las corrientes idnicas puede deducirse el comportamiento dindmico de la “fraccion de canales abiertos” f.

Un montaje (setup) experimental de patch-clamp incluye un aparato de fabricar micropipetas, otro para pulirlas, una jaula de Faraday, una mesa
inercial, unos amortiguadores sobre los que situar la mesa, una placa termostatizada y oxigenada en la que situar las células, un preamplificador, un
amplificador/estimulador, un microscopio y una cadmara CCD, entre otros.

Para poder realizar medidas de corrientes idnicas con una relacion sefial-interferencia aceptable, es necesario formar el gigaselllo antes de realizar la
medida.

La técnica del patch-clamp manual requiere mucha precisién en la succiony la traccién.

El patch-clamp tiene cinco configuaciones posibles:
. Whole-cell: permite medir corrientes poblacionales, eligiendo la concentracién extracelular;
. Whole-cell perforated-patch: permite medir corrientes poblacionales sin “dializar” la célula;

. Cell-attached: permite medir corrientes unitarias (a través de un Unico canal) in-situ (manteniendo la célula intacta) eligiendo la
concentracion extracelular;

. Inside-out: permite medir corrientes unitarias (a través de un Gnico canal) eligiendo las concentraciones intra y extracelular;
. Outside-out: permite medir corrientes unitarias (a través de un Gnico canal) eligiendo las concentraciones intra y extracelular.

Muy recientemente, la técnica del patch-clamp se ha automatizado pero solo para células con forma globular.

La técnica del patch-clamp, junto con la estrategia del voltage-clamp, revela comportamientos muy distintos en diferentes familias de canales idnicos:
. En los canales de sodio, por ejemplo, la corriente crece, alcanza un pico y después decrece ante un salto de potencial;

. En algunos canales de potasio, por ejemplo, la corriente crece y se estabiliza ante un salto de potencial.
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