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SEKIL LISTESI

Ayberiyotoksinin ( 30nM) aksiyon potansiyeli HEAP pik amplitiit
degerine ve bu potansiyelin % 63 oraninda geri doniistim stiiresi
tizerine etkisi

Ayberiyotoksinin ( S0nM ) aksiyon potansiyeli HEAP pik amplitiit

degerine ve bu potansiyelin % 63 oraninda geri doniigim stiresi

{izerine etkileri

Paksilinin ( 1uM) aksiyon potansiyeli HEAP pik amplitiit

degerine ve bu potansiyelin % 63 oraninda geri doniigiim
stiresi tizerine etkileri

Paksilinin ( 10uM) aksiyon potansiyeli HEAP pik amplitit
degerine ve bu potansiyelin % 63 oraninda geri doniisiim
stiresi tizerine etkileri
Paksilinin (30pM) aksiyvon potansiyeli HEAP pik amplitiit
degerine ve bu potansiyelin %63 oraninda geri déniisim

siiresi lizerine etkileri
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1. OZET

Bu c¢aligmamn amaci sican dorsal kok gangliyon (DKG) sinir hiicrelerinde
paksilinin ve iberiotoksinin kalsiyum bagimhi potasyum kanallarina etkilerini
belirlemektir. Sigan dorsal kok diigtimleri ‘yeni dogan siganlardan diseke edilerek
enzimatik ve fiziksel muamelelerle izole tek hiicreleré aymstirildr ve sinir biiytitme
faktoril iceren kiltlir vasat: igerisinde 37 °C de % S karbondioksit iceren nemli bir
inkiibatdrde kiiltiire edildi. Bu hiicrelerden patch kenetleme tekniginin akim kenetleme
kay1t formu kullam}arak aksiyon potansiyelleri kayit edildi. Kalsiyum bagimli potasyum
kanallarmin zitlanma potansiyelleri tespit edildi. Paksilin ve iberiotoksin hiperpolarize
edici ard potansiyelleri doz bagimli olarak anlémh derecede inhibe etti. Bu ¢alismanin
sonuglari sigan arka kok dtgtim sinir hiicrelerinde iberiotoksin ve paksilinin aksiyon
* potansiyeli ard potansiyellerini kalsiyum bagimli potasyum kanallarimi bloklayarak

inhibe ettigini gostermektedirs.

Anahtar kelimeler: Aksiyon potansiyeli, paksilin, iberiotoksin, hiicre kiiltiirii, patch

kenetleme, kalsiyum bagimli potasyum kanal1.



2. ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effects of paxillin and iberiotoxin on
calcium-activated potassium channels in cultured rat dorsal root ganglion neurones.
Dorsal root ganglia were dissected out and isolated as single cells by enzymatic and
physical procedures and placed in humidified incubator containing % 5 CO, at 37° C.
Actions potenﬁals were recorded from these cells using the whole cell current
clamp mode of the patch clamp technique. Reversial potential of the calcium-
activated potassium channels were determined. Application iberiotoxin and paxillin
significantly inhibited afterhyperpolarisation in a dose dependent manner. Result from
this study indicates that, iberiotoxin and paxillin inhibits action potential after
hyperpolarisations in cultured rat dorsal root ganglia neurones by blocking calcium-

activated potassium channels.

Key words: Action potential, paxillin, iberiotoxin, cell culture, patch clamp, calcium-

activated potassium channel



3. GIRIS

3.1. Ca®- Bagimh K" Kanallarmm Alt Tipleri

Hicre zarinm i¢ ylzindeki kalsiyumun membrandan potasyum akigini
diizenleyebildigi ilk defa alyuvar hiicrelerinde Gardos tarafindan g6sterilmistir
(19). Daha sonra Meech ve Strumwasser bu konuya daha direkt bir yaklagim
gerceklestirdi ve hiicreye kalsiyumun mikro enjeksiyonunun bir Aplysia
noronunun hiicre zarim hiperpolarize edebildigini gosterdi (41). Membranin bu
cevabinin zar iletkenligindeki bir artistan kaynaklandigi ve bu membran akiminin
zitlanma potansiyeli kullamlarak yapilan caligmalar bu akimm K' kanal
iletkenliginden kaynaklandigini ortaya koymustur.‘ Bu konuda yapllan calismalar
sonugunda bir Ca®-bagimli K* iletkenligi (Gk(ca)) tamumlandi ve bu iyon
kanallarinin esas roliintin belki de zar iletkenligi ile hiicre metabolizmasi arasinda
bir baglanti kurmak oldugu Onerildi. Patch kenetleme calismalar1 ve diger
teknikler kullamlarak hiicre igi kalsiyum birkac farkli K™ kanallarini aktive ettigi
gosterilmistir (11). Kanal iletkenligi, kalsiyuma olan duyarliligi, voltaj bagimlilig
ve farmakolojik Ozellikler bu kanal ailesinin farkli alt tiplerinin ayrimi icin
kullanildi. Birkag pikosimensden birkagyliz pikosimenslere kadar olan kanal
iletkenlik sahalar kalsiyﬁm-baglmll potasyum ka;lallannl (K(ca)) gruplandirmak
icin kullanilan 6zellliklerden biridir (11). Bu kanallar, diisiik iletkenlikli (9, 10,
11) ve yiiksek iletkenlikli kalsiyum bagimli potasyum kanallar1 (BK ya da maksi-

K) (48) ve orta-iletkenlikli kalsiyum-bagimli potasyum kanallar1 (IK¢,) olarak

PoXTMANTASY ON MERICELE



siniflandirlabilirler. Hiicrelerde ve dokularda dagilmis bulunan bu kanallar
bezlerde salgilamada, bazi n6ronlarda ve kas tiipciiklerinde tekrariamali aksiyon
potansiyeli ateslemelerinde, hiperpolarize edici ard potansiyellerde (HEAP)

6nemli bir rol oynar.
3.1.1. Yiiksek iletkenlikli Ca**-bagimli K™ Kanallar

Yiiksek iletkenliklerinden dolayi, en iyi ¢aligilan K kanallarn  maksi K*
kanallaridir. 100- 140 mM simetrik KCI de iletkenlikleri 130-300 pS arasinda degisen
bu kanallar ilk 6nce hem hiicre zarlarinda hem de planar lipid bilayerlerinde
gozlemlendi. Bu kanallar noronlarda, ¢izgili ve diiz kasda (7, 37) endokrin ve ekzokrin
bezde, bobrek tiibiillerinde (21), ve koroid sinir liflerinde (17) bulunmaktadir. Baz
durumlarda maksi- K kanallarinin r6lii net olmasa da, bu kanallarin endokrin ve
ekzokrin bezlerde salgilanimin ayarlanmasina katkida bulunduklan patch kenetleme

calismalan ile gosterilmistir (38).

3.1.2. Iyon gecirgenligi

Bircok maksi-K kanali, bir g6zenek i¢in farzedilen siur degere yakin olan
yiiksek bir iletkenlige ve bununla birlikte yiiksék bir katyon segiciligine sahiptir (30).
Bu durum paradoksdur ¢iinkii yiiksek bir segicilik segici filtreli gegirgen gliclii iyon
etkilesimlerini isaret eder (49). Bu kanallar bir segicilik dizisine sahiptir (TI'> K™>
Rb*> NH;>> Cs’, Na', Li"). Na" ve K" arasindaki gecirgenlik oram 0.01 den azdir (9).
Bundan dolayi, maksi- K kanallari sinir ve kas hﬁc;relerinin gecikmis dogrultucu

kanallar1 kadar segicidir, fakat maksi-K kanallarimin iletkenligi 10 ila 50 kat daha



biiytktiir. Diger taraftan, kanéi giriglerinin sabit bir negatif ytik igerdigine iligkin delil
kuvvetlenmektedir.

Bu ozellikler (maksi-K" kanallarinin ¢oklu iyon kanallar: olmasi ve gegitlerinde
sabit bir negatif yiik igermesi) iyon iletimi mekanizmasit agiklamaya yardim eder ve
maksi-K  kanallarmmin  yliksek  iletkenligini izah edebildi. Diislik iyon
konsantrasyonlarinda iletkenlik yiiksektir, ¢linkii kanal girislerinde yiiklerle olusturulan

negatif potansiyel katyonlar: toplar (38).

3.13 Kalsiyum baglayie1 bilgelerin ka_pl ozellikleri, kalsiyum duyarlihg ve
kalsiyum seciciligi

Maksi-K" kanallarimin kap: kinetikleri, bir kanalin tamamen agilmasi igin birkag
Ca*" iyonumun baglanmasim gerektirir (6). Diger iki degerli katyonlarin yoklugunda,
deik durum ihtimalini en iyi sekilde tamumlayan Hill katsayilarinm 2 ve 4 arasinda
degismesi, kanal ag¢iimasi i¢in en azindan 2-4 kalsiyum iyonunun gerekli olduguna
isaret eder (6). Bununla beraber, i¢ taraf lizerindeki Mg un milimolar miktarlarinin
varliginda Hill katsayilar1 6 ya kadar artabilir ve Ca*" i¢in kanalin goriinen egiliminde

bir artis gézlemlenir (22). Ca*"un yoklugunda, magnezyum kanali aktive etmemektedir.

Ca** konsantrasyonundaki degisiklige olan maksimum hassasiyet farkl hiicre
tiplerindeki maksi- K* kanallarinda bilyiik olgtide degisdi. Bundan dolayi, memeli
tikkriik bezlerinde Ca?’un yoklugunda zar depolarizasyonun maksi- K~ kanalinn
acilmasmm sagliyabilir (47). Bu hiicrelerde, hiicre i¢i serbest kalsiyum ([Ca2+]i)

miktarindaki degisiklere olan maksimum hassasiyet 107 107 molar simrindadir (44).



Ters olarak, kiiltlir edilmis rat kasinda maksimum aktivasyon 105- 10™* molar [Ca2+]
sahasinda bulunur (6). Kromaffin hiicrelerde ve 6n hipofiz bezinde 10 molarlik bir
[Ca®*] da kanal agilmalar1, -20 ve —40 mV arasindaki zar potansiyellerinde goriilebilir.
Proteinle bigimlenmis kanalin ¢evresindeki lipid tipi, Ca®* duyarliligimi kontrol edebilir

(44). Negatif yiiklii lipidler goriinen Ca®* hassasiyetini arttirir.

llging sekilde, spinal noronlarda Ca®" hassasiyeti hiicre gelisimine baglhiddi.
Olgunlasmis hiicrelerde yiikselen [Ca2+] acilma ihtimalini arttirmasina karsin, geng
néronlarda Ca®* hassasiyeti diisiiktiir va da hi¢ yoktur (8). Kalsiyum hassasiyetindeki bu
artig, bu hiicrelerdeki aksiyon potansiyelinin Ca**-bagimli plato evresinin kaybolusuyla

iliskilidir (44).

Baz1 +2 yuklu katyonlar rat kas hiicre zarindan alinan maksi-K kanallarinin
agonistleri olarak calistlmustir. I¢ yiizdeki Ca®"win yoklugunda, bu iyonlarin kanal
aktivasyonundaki etkinlikleri Cd** > Sr** > Mn** > Fe** > Co*" dir ve kadyimun. kanal
aktivasyonunda Ca®* dan 100 kat daha az etkilidir. Kanali aktive eden kabiliyetin
katyon hacmine baglidir, sadece 0.072 nm (Co®") den daha biyitk 0.113 nm (Sr*") den
daha kiiciik ¢apli katyonlar kanali aktive edebilir ayrica maksi- K kanallarinin Ca®'-
baglayic1 bolgeleri, kalmodulin ve troponin C gibi kalsiyum-baglayici proteinlere
benzer (44). Ca®*'un mevcudiyetinde, baz1 +2 degerli katyonlar, iskelet kast maksi- K
kanalimn Ca®* aktivasyonunu kuvvetlendirir (22). cd®, Mn®, Co** ve Ni** Ca*

.....

sahiptir (22). Nikelin kendisi bir kanal aktivatorii degildir, fakat Ca® un acilma



ihtimalini arttirma yetenegini kuvvetlenir, iste bu sonu¢lar kanal aktivasyonunu kontrol

eden bir i¢ modﬁlatﬁr bolgenin varlifini igaret eder (44).
3.1. 4. Yiiksek Iletkenlikli Caz+-bag1mll K' Kanallarinin Voltaj Bagimhihg:

Maksi- K" kanallan voltaj bagimhdir. Bu kanallarin agik olma ihtimalleri, kas
hiicre kiiltiirlerinde (6.) kromafin hiicrelerinde, iskelet kaslarindaki kanallarda 11-15
mV arasinda yaklasik 2.7 kat artar, hipofiz hiicre sirasinda ve diiz kasda 9 mV da yine

yaklagik 2.7 kat artar (23)

3. 1. 5. Diisiik iletkenlikli Ca**-bagimli K" Kanallar:

SK kanallan, simetrik 140 mM KCI mevcudiyetinde 80 pS’den daha disiik
iletkenliklere sahip Kca) kanallariddi. Kiltiir edilmig rat iskelet kasinda, 4 ve 12 pS lik
iletkenliklere sahip SK kanallar1 bulunmaktadir (9). Burada bulunan her iki SKc, kanal
da Ca**'a birlikte bulundugu maksi- K kanallarindan daha fazla duyarlidir ve bundan
dolay1 Ca*"'un daha diisiik milimolar konsantrasyonlariyla aktive edilebilir. 12 pS lik
kanal aslinda voltaj-bagmmsizdir, K™ icin ¢ok segicidir, ve tetraetilamonyum (TEA) ile
de bloklanamaz (38). Bu SK kanali kas iggiklerinde hiperpolarize edici ard
potansiyelleri agiklamak igin gerekli dzelliklere sahiptir. Rat kasinda bulunmus 9- 14 pS
lik bir iletime séhip olan bir SK kanali Ca>" a ¢ok hassastir, fakat TEA ile bloklanr
(36). Aplysia noronlart 35-pS’lik bir SK kanalina sahiptir. Sifir mV da ve bir

mikromolar Ca®* da kanalin agik olma ihtimali (Po) 0.86 dir ve bu Po 44 mV



depolarizasyonla yaklagik 2.7 kat artar ve kanal aktivitesi 2-5 mM dis kaynakli TEA ile

famamen bloklanda.

3.1.6 Orta Iletkenlikli Ca**-bagimli K" Kanallan

Orta iletkenlikli kalsiyum-bagiml potasyum kanallar: (IKc,), tahminen 30 pS’lik
tek kanal iletkenligine sahiptir, bu kanallarin negatif dinlem’m zar potansiyellerinde
aktif oldugu diisliniiltir ve bu kanallar gerime duyarsizdir, ayrica kalsiyuma olan
duyarlilif1 zar potansiyeline bagli degildir (28, 29). Orta iletkenlikli Ca**- bagimh K*
kanallarinin Slack ve Slo alt tinitelerinin tegekkiiliinden olustugu bilindi. Bunlarin tam
farmakolojik 6zellikleri, tek bagina her iki alt tinitenin farmakolojik 6zelliklerine uymaz.
Bu kanallarin bazi bolgelerde iletkenliginin 70pS e kadar ¢iktigi gériilmistiir. Cesitli

noronlarda, bu kanallarin CTX veya TEA, ya da her ikisiyle bloklandi$ gériiliir (51).

3.2. Diger Ca**-bagimh K* kanallart

Daha 6nceden Ca**-bagimli X kanallarmin smiflandinimasinin ti¢ farkli tip
icerdigi belirtilmisti (14, 38). Yiksek iletkenlikli (100-250 pS) Ca’ -bagimhi K"
kanallar: ki bunlar karibdotoksinin nanomolar konsantrasyonlariyla inhibe edilir (6).
Disiik iletkenlikli Ca**-bagimli K kanallan (<80 pS) bunlar da apaminin nanomolar
konsantrasyonlarryla inhibe edilirler (9). Bu ailenin igiincti bir smifi 18-60pS
iletkenliklere sahip orta-iletkenlikli Ca**-bagimli K* kanallaridir ki bunlarda nanomolar

konsantrasyondaki karibdotoksin ile inhibe edilmektedirler (25).



Kap kanallan, digiik iletkenlikli apamin- duyarli SK kanallarina benzer
ozelliklere sahiptir (38). K¢y kanallar ise 18 pS lik bir iietkenlige sahiptir, bu deger ise
hem disik iletkenlikli hem de orta iletkenlikli Ca**-bagimli K* kanallarina uygun
diismektedir. Bununla birlikte, K¢y kanallar1 SK kanallarindan farkli olarak, apaminle
inhibe edilmez ve karibdotoksine incelenmis IK kanallarindan yiizlerce kez daha az
duyarlidir (14). Bundan dolay1, K¢y, kanallan agik bir sekilde BK ve SK kanallarindan
farklidir aym sekilde farmakolojik olarak incelenmis IK kanallarindan da farklidir. Kcyp
kanallari i¢ zar yiizindeki [Ca®] daki 0.1-1 uM lik bir artigla aktive edilirken Ka,
kanallar yalmizca 0.5 uM dan biiytik bir [Ca*]ile aktive edilir. Kcn kanallarinin ayrica
rat aortunun endotheliumundaki ACh-uyarimli hiperpolarizasyona karigtigt da tahmin

edilmektedir(40).
3.3. Néronlarda Ca**-bagimli K™ Kanallart

Bircok noronda, aksiyon potansiyellerini birkag saniye siirebilen  bir
hiperpolarizasyon izler. Bu hiperpolarize edici ard potansiyel bazi fazlara sahiptdi.
Bu fazlarin her biri, K kanallarimin farkl: tiplerinin aktivasyonuyla olusur. Hemen
izleyen aksiyon  potansiyelinde, hizli bir hiperpolarizasyon varddi. Bu
hiperpolarizasyon 1-10 ms arasinda siirer ve baslica voltaj kapili K* akimlarinin
aktivasyonundan kaynaklandi. Bazi néronlarda, izl bir Ca**-bagimli K* akimi da bu
unsura istirak eder. Izleyen hizli hiperpolarizasyonda uzamis bir faz bulunabildi.
Bu faz birkag yiiz milisaniyeden birkag saniyeye kadar siirebildi. Iste bu faz,
aksiyon potansiyeli sirasindaki ikincil Ca** girisinden kaynaklanan Ca®*-bagimh K*

iletiminin aktivasyonundan dolayiddi. Bu daha yavas faz genellikle hiperpolarize

EXOCRETIM KUBTLY
%m PERAIEL
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edici ard potansiyel (HEAP) olarak adlandirnildi. HEAP in bagslica iki fonksiyonu
varddi. N6éronun atesleme frekansimi sinirlar ve aksiyon potansiyeli-frekans uyum

fenomeninin olusumundan sorumludur.

Memeli sinir sistemlerinde, beyin kesitlerinde ve periferal gangliyamn
néronlarinda HEAP c¢alisilmig ve bu hiicrelerde tek veya ¢ok yonli aksiyon
potansiyellerini izleyerek olusan HEAP’ler iki ana tipe aymlabilirler (51, 53). 11k tip
aksiyon potansiyelini izleyerek nispeten hizli bir baglangica sahiptir ve elli ile birkag
yiiz milisaniye arasinda siirer. Diger tip (ki bu tek aksiyon potansiyelinden sonra sik
goriilmez) yavas yiikselen bir faza sahiptir ve birkag saniye stirer. Bu iki HEAP bazen
orta ve yavas HEAP olarak isimlendirildi. Bazi nﬁronlarda, her iki tip HEAP
gorilebilirken, bazi noronlarda yalmz bir tip mevcuttur. Ca’*-bagimli akimin

hiperpolarizasyonun her ti¢ fazini olusturdugu agiktdi.

3.4. Hiperpolarize Edici Ard Potansiyellerin Altinda Yatan Ca**-bagimh K~

Akimlar:

Voltaj-kenet calismalar1, hiperpolarize edici ard potansiyellerin altinda yatan
akimlarin iki farkli tipe ayrlabilecegini  gostermistdi. Birinci akim aksiyon
potansiyelini izleyerek hizli bir sekilde (1-5 ms) zirve degerine ulagir, ve 100-200 ms lik
bir zaman sabitiyle eksponansiyel bir sekilde zayiflar (51, 53). Bu akim zar
potansiyeline duyarsizdir ve hiicre dist TEA’un diisiik milimolar konsantrasyonlariyla

bloklanamaz; bununla beraber, bu akim apamim ile bloklanir (51, 53).
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Akimin diger tipi, birka¢ yliz milisaniyelik bir zaman sabitiyle bir pik yapar ve
1-2 sn lik bir zaman sabitiyle zayiflar (52, 53). Bu akim da zar potansiyeline
duyarsizdir ve yine TEA ile bloklanmaz, fakat, 6ncekinden farkli olarak apamine
duyarsizddi. Bu akim, bir takim ndrotransmiterlerle amplitiidde zayiflatildi. Bu daha
yavag akimin apamine duyarsizlifn yetersiz apamin girisiyle izah edilemez, ¢linkii
akimin her iki tipi bazi néronlarda bir arada meveuttur (52, 53). Hippokampal ve
olfaktdr noronlarda, bu daha yavas akima da Iygap denildi (44,114) otonomik
ndronlarda bu akim 8k(ca) (53) ve kortikal néronlarda sHEAP olarak adlandirildi. Bu
akimin aktivasyonu apamine duyarsiz HEAP ye sebep olur (53). Akimin bu iki tipi
arasindaki fark sik olusturulmamasidir, her ikisi kismen Iypap olarak verildi. Iki akim
kinetik ve farmakolojik kriterlere gbére kolayca ayrilabilecegi i¢in, apamine duyarlt

akimi Iggap olarak, apamine duyarsiz akimada slygap dendi.
3.5. Memeli Noronlarinda Ca**-bagimh K™ Akimlar:

Orta iletkenlikli kalsiyum-bagimli potasyum kanallar1 (IK,), tahminen 30 pS lik
tek kanal iletkenligine sahiptir, bu kanallarin negatif dinlenim zar potansiyellerinde
aktif oldugu disiiniilir ve bu kanallar gerilime duyarszdir ayrica [Ca®™] a olan
duyarlilign zar potansiyeline bagli degildir (28, 29). Bunlarin tam farmakolojik
ozellikleri, tek bagina her iki alt {initenin farmakolojik 6zelliklerine uymaz. Bu
kanallarin bazi bélgelerde iletkenliginin 70pS e kadqr ¢iktigi goriilmiisttir. Cesitli
néronlarda, bu kanallarin CTX veya TEA, ya da her ikisiyle bloklandig: goriiliir (52,

53, 54).
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BKc, kanallar, yiiksek, boliinmez iiniter bir iletkenlige sahiptir, gerilime duyarlt
ve TEA mn milimolar mertebesindeki konsantrasyonlartyla bloklamir (11). Bu
kanallarin bazilar ayrica karibdotoksin (CTX) ile de bloklanir (49). Istirahat membran
potansiyeline yakin zar potansiyellerinde (-50 mv dan —70 mv a kadar), bu kanallarin
aktivasyonu igin 1-10 mikromolar Ca®* iyonuna ihtiyag vardir. BKc, kanallarinin
aktivasyonuna karsilik gelen makroskobik akim incelendi Ic seklinde adlandirilds (46).
Fonksiyonel olarak, Ic nin aktivasyonu aksiyon potansiyeli repolarizasyonuna ve hizli
hiperpolarizasyona katkida bulunur 'Ve Ic nin TEA ya da CTX ile bloklanmas: aksiyon
potansiyeli repolarizasyonunu yavaglatir ayrica hizli hiperpolarizasyonu zayiflatir. Bu
kanallar HEAP olusumuna katilmamaktaddi. BK¢, kanallar1 bityiik molekiiler dokulara
sahiptir ayrca voltaj-bagimli K™ kanallarina biraz simrli benzerlik gdstermesi, BKc, ve

voltaj-bagimh K kanallarinin yapisal olarak iliskili olduklarina isaret eder.

Tezat bir sekilde, SKc, kanallar1 daha diisiik bir tek kanal iletkenligine sahiptir
(5-20 pS), zar potansiyeline duyarsizdir ve nispeten TEA da duyarsizdir . SK¢, kanallar
100-400 nanomolar Ca’" ile aktif olur, ve bundan doléyx SKca kanallar1 negatif zar
potansiyellerinde Ca®* iyonuna BKc, kmallarlndm cok daha fazla duyarlidir (52, 53).
SKca k;lnallan CTX ile etkilenmez, fakat apamin ve dTC nin yiiksek
konsantrasyonlariyla bloklanir (14). Bu kanallar, dnce kas hiicrelerinde teshis edildi ve
gesitli uyarilir ve uyarilmaz hiicrelerde bulundu ve bu hiicrelerin ¢ogunda , bu kanallar
norotransmiter ya da hormon hareketinin bir sonucu olarak aktive edildi. SKc,
kanallarinin  aktivasyonunun  aksiyon potansiyelleri sirasindaki- igeri Ca® akisim

izleyeren HEAP in altinda yattig1 varsayilir (30).
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HEAP in altinda yatan akimlarin voltaja duyarsiz olmasi ve TEA ya da CTX in
distik konsantrasyonlariyla bloklanamiyor olmasindan dolayr, HEAP lerin BKc,

kanallar1 vasitasiyla olusturulamiyacag agiktdi.

Apamine duyarli Iygap nin biyofizik ve farmakolojik profilinin SKc,
kanallarinin profiline ¢ok benzerdir: her ikisi voltaja duyarsizdir ve TEA un dustk
konsantrasyonlariyla bloklanamaz, fakat her ikisi de apamin ile bloklanir (30). Bundan

dolay1, SK¢, kanallarinin aktivasyonu stiphesiz bu akim i¢in sorumludur.

Ineap 1-5 ms iginde maksimum degerine ulastig: icin, aktif K* kanallarnin igeri
K" akisinin oldugu noktaya yakin yerlesmis olabilecegi zaman zaman tartigilmigdi.
Ornegin, sitoplazmadaki Ca*" un diffiizyon katsayis1 18 mikrometre”sn” olarak alinirsa
ve yalmz iki boyutta difiizyon diisiinildiginde, Ca®* iyonlari 5ms iginde giris
noktalarindan ¢ogunda takriben 0.5 mikrometre yayilabilir (30). Bundan dolayi, voltaja-
bagimli kap: hareketleri olan Ca?* kanallarinin hangi tipinin bu akimu aktif etmek igin
Ca®* sagladifint sormak uygundur.

Voltaj-kapili kalsiyum kanallari, biyofizik ve .farmakolojik duyarliliklarinin
temelinde alt1 bilyiik gruba ayrilabilir. Bunlar N, L,-P, Q, T ve resistant ya da R tipi
kanallardir (62). Kalsiyum kanallarimin farkli tiplerinin, farkli kalsiyum bagimli

potasyum akimlarim aktive edebildigi ihtimali agirliklidir (53).

Birgok calisma kalsiyum ve potasyum kanallar arasindaki eslenimi incelemek
icin iki 6zelligi kulland1: (i) farkli kalsiyum bagimli potasyum kanallart cesitli gegici

olaylarin altinda yatar (aksiyon potansiyeli repolarizasyonu ve hiperpolarize eddici ard
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potansiyel); ve (ii) bircok farkli kalsiyum kanali, bir takim farkli farmakolojik ajanlarla

bloklanir (30).

Noronlarin muhtelif bir alaninda, N-tipi kalsiyum kanal blgkorlerinin ilavesi
apamin-duyarli HEAP in altinda yatan kanallarin aktivasyonundaki bir ‘azalmayla
sonuglanir. N-tipi kanallarin bloklanmasi ayrica BK kanalarinin aktivasyonunu ve
aksiyon potansiyeli repolarizasyonunu bloklamasi néronal uyarilabilirligin
diizenlenmesinde kalsiyum kanalinin tek bir simifinin ¢ok yonlii rol oynayabildigini

dnermektedir (52, 54).

Kalsiyum-bagimli potasyum kanallarinin aktivasyonu iizerinde L-tipi kalsiyum
kanallarinin bloklanma etkisi, N-tipi kalsiyum kanallarinin bloklanmasini izleyerek
goriilen etkiden ¢ok farkliddi. Sempatik néronlarda, L-tipi kanallarm bloklanmas:
aksiyon potansiyeli repolarizasyonunu yavaslatmas: L-tipi kalsiyum kanallarinin
bloklanmasinin BK-tipi kanallarinin aktivasyonunu zayiflattigi saviyla tutarliddi. Diger
néron tiplerinde, L-tipi kanalin bloklanmasi aksiyon potansiyeli repolarizasyonu
tizerinde az bir etkiye sahipti hatta bazen tamamen etkisizdi. P-tipi kanallarin
bloklanmasinin slygap nin altinda yatan apamin-direngli kanallari ya da SK-tipi

kanallar blokladig gsterilmigti (61).

Cesitli hiicrelerde voltaj-kapih Ca®* kanallariyla, Ca**-bagimli K™ kanallarinin
eslenimi saptandi.Vagal noronlarda, N-tipi voltaj-kapili Ca®* kanallanyla SKc,
kanallarimin  eslestigi tespit edilmistir. SCG néronlarda, N-tipi voltaj-kapih

Ca*'kanallarniyla SKc, kanallart esleniktir. Lumbar sempatik zincirde, N-tipi voltaj-
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kapili Ca** kanallariyla SKc, kanallar: esleniktir. Otic noronda, N-tipi voltaj kapih Ca?*
kanallariyla SK¢, kanallari anatomik agldankbitisiktir. Trigeminal néronda, N-tipi voltaj-
kapili Ca** kanallariyla SKc, kanallar bitisiktir. Nucleus basalisde, N-tipi voltaj-kapili
Ca?* kanaliyla SK¢, kanallan biebirlerine yakin yerlesmistir (61). Lamprey spinalde, N-
tipi voltaj-kapili Ca®* kanallariyla SK¢, kanallarimin bitisik oldugu gorilmiistiir.
Hypoglossal néronda, N-tipi voltaj-kapili Ca** kanallariyla SKc, kanallarinin bitisik
oldugu saptanmugtir. CAl piramidal néronda, N-tipi voltaj-kapili Ca*'kanallariyla
SKc. kanallar1 bitigiktir. Neokortikal piramidal néronda, N-tipi voltaj-kapili Ca**
kanallartyla sIapp kanallari eslesmistir. Bazi sempatik sinir terminallerinde, N-tipi
voltaj-kapili Ca®" kanallariyla BKc, kanallarmin bitisik oldugu saptanmistir. Bazi
sempatik noronlarda, L-tipi voltaj-kapili Ca*" kanallariyla BKc, kanallar1 eslesmistir.
Bu 6rnekler ¢ogaltilabildi. Cesitli néron tiplerinde P, Q; T ve R tipi voltaj-kapilt Ca**
kanallarinin ¢esitli Ca**-bagimli K* kanallariyla anotomik agidan eslenik oldugu

izlenmistir : (52).

Voltaj-bagimli kanallar vasitasiyla igeri dogru gerceklesen kalsiyum akiginin, ve
SK kanallar1 (9) gibi iyon kanallarimin aktivasyonuna neden oldugu kesindir. Ayrica bu
kanallar, zar iletkenligini arttirarak ve zar potansiyelini hiperpolarize ederek

uyarilabilirligi zayiflatirlar (52).

Apamine duyarsiz sIygap nin altinda yatan kanalin kimligi stk sik bir karigiklik
kaynagiddi. Bu akima zaman zaman Iygap denildigi i¢in, bu akima SKc¢, kanallarinin

karistign farzedildi (30).. Bununla beraber, slygap in TEA min ya da apaminin diisiik
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konsantrasyonlariyla bloklanamadigindan, ne BKc, nede SKc¢, kanali bu akimin
dzelliklerini izah edebilir ve bu akimn halen kullamsli farmakolojik biokdrleri yoktur
(52).Kﬁltﬁr edilmis hippokampal noronlardaki tek kanal ¢alismalar1 TEA ya ve apamine
duyarsiz olan ve 19 pS Jik bir iletkenlige sahip olan bir Ca**-bagiml1 K™ teshis etti. iste
bu kanalin sIyeap ye aracilik edebilecegi 6nerildi. Yine de slpgap de bu kanalin roli

saptanamamugtdi.

Slueap in altinda yatan kanal tiim hiicre akimi giiriiltii analizi yoluyla dogrudan
tanimlandi. Bu kanal, SK¢, kanallarinin iletkenligine yakin olan 5-7 pS lik {initer bir
iletkenlige sahiptir, bundan dolay1 bu kanal apamin baglayict bélgesi eksik olan bir

SK¢a kanali olabilir (51).
3.6. Yavas Hiperpolarize Edici Ard Potansiyel Akiminin Yavas Zaman Sabiti

SIueap nin Snemli 6zelligi yavas aktivasyonu ve zayiflamasiddi. Igeri kalsiyum
akisini izleyerek, 100-300 mslik bir zaman sabitiyle maksimum degerine ulagir ve sonra
neredeyse Islik bir zaman sabitiyle zayiflar. Bu yavas zaman kinetikleri igin bazi
aciklamalar getirildi.

a) slyeap in yavas zaman sabiti kalsiyumla uyarilmig kalsiyum salinimindan
dolay1 olabildi.‘ Bu mekanizmanin duyusal vagal néronlar igin dogru oldugu
g0ziikiir.

b) slucap nin altinda yatan kanallar, kalsiyumun diginda bir ikinci mesajct

gerektirebildi.
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¢) Bir diger ihtimalde, slyeap nin yavag aktivasyonu kalsiyumun slheap yi
aktive  etmesini saglayan  kalsiyum  kanallarinin = gecikmis
kolaylastirmasindan dolayi olabildi. |
d) K" kanallar, iceri Ca®* akisinin gergeklestigi noktadan biraz mesafelidir.
Ancak uzak bir bolgeye Ca®" un basit diflizyonu slggap in zaman sabitini izah etmek
i¢in yeterli degildir.
Bu ozelliklerden Ozellikle kalsiyumla uyarilmis kalsiyum salinmmi bazi

hiicrelerde g6sterilmistdi. Ancak her birinin kendine gore baz: eksiklikleri vardir.

3.7. Ca’*-bagumh K Akimlarmm Modiilasyonu

SIyeap in karasterstikdzelligi kendisinin yavas zaman sabiti ve norotransmiterlerle
mddiilasyonudur Fonksiyonel olarak, sIyeap in bloklanmas: aksiyon potansiyeli-frekans
uyumunu zayiflatir ve néronun uyarilabilirligini arttirdi. Ayrica, hem tek kanal
¢alismalari hem de tiim hiicre galigmalart bu akimin hiicre igi ikinci mesajcilarla ve
pinacidil ve cromakalim gibi K™ kanal agicilariyla modiile edilebildigini gdstermistir,
diger K" kanal tiplerinin bu ajanlarla etkilenmemesine karsin SAMP, isoprenaline, ve
forskolinin rat aortundaki kiiltiir edilmis hiicrelerde Ca**-bagimli K™ kanalinin agilma
ihtimalini arttrmast sAMP-bagimli fosforilasyonun bu kanallarin aktivasyonuna
karnsabilecegini isater ediyor. Noradrenaline, serotonin (5-HT), Ach ve glutamat hepsi
G- proteini-bagli reseptorler vasitasitasiyla slygap yi bloklar. Bu norotransmiterler igeri
Ca®" akigim etkilemedigi igin, modiilasyon bélgesinin Ca*" akist yoniinde, belkide
kanalda ya da yakin ilgili bir proteinde olabilecegi diisiiniiliir (52). Monoaminler i¢in,

ikinci haberci sistemin cAMP ve sonraki protein kinaz A (PKA) nin aktivasyonu oldugu
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agiktir. Diger transmiterler tarafindan kullanilan ikinci haberci yollarn bilinmezligini
korurken, asetilkolinin Ca**-kalmodiilin kinaz II nin aktivasyonuyla etki ettigi 6nerildi
(43). Modiilasyon i¢in hedefin kanal agilma ihtimali oldugu agiktdi. Iygap nin dogrudan
modiilasyonu rapor edilmedi, Igeap ve slypap nin birlikte bulundugu néronlarda bile,
slupap modiile edilirken Iypap etkiden uzakti. BKc, kanallarinin PKA ile modiile

edildizi gok iyi bilindi.

Hem tek-kanal hemde tiim-hiicre ¢alismalart Onermistir  ki;  Ik(ca,
ndrotransmiterlerle ya da hiicre i¢i ikinci mesajcilarla, ve pinacidil ve cromakalim gibi
varsayilan K* kanal agicilarryla médiile edilebilir. Diger K™ kanal tiplerinin bu ajanlarla
etkilenmemesine karsin SAMP, isoprenaline ve forskolinin rat aortunda kiilttir edilmis
hiicrelerde Ix(ca) min agilma ihtimalini arttirmasi, sAMP-baglmh fosforilasyonun bu
kanallarin aktivasyonuna karigmis olabilecegini isaret ediyor (51,52).

Hiicre dis1 isaretler bazi K(ca kanallarnin aktivitesini modiile edebildi. Asetilkolin
gbzyas: hiicrelerindeki bir maksi- K kanali vasitasiyla siirekli bir hiperpolarizasyona
sebep olur (57). Inozitol trifosfat (InsP3) in Ca**-bagimli K™ akiminda gegici bir artisa
sebep oldugu ve bu akimdaki siirekli bir artigin yalmzca InsP3 ve tetrakisfosfat (InsP4)
{in gézyas: bezlerindeki acinar hiicrelerin i¢ gevresinde birlikte bulundugunda olstugu
gosterildi (43). Bu sonuglar yine bu hiicrelerde Ca®" girisini regiile eden haberciler ile
ilgili olarak delil saglar, bundan dolayt K(cq) kanal aktivitesi InsP3 ve InsPy iin birlikte
tesiriyle olusur; bu bilesikler belkide diger dig bezlerde de K(c,) akimlarini regiile eden
habercilerdir (44). Forskolin bir adenylate cyclase aktivatoridiir ve ADH, cAMP-aracili

vasitali yollarla  bébrek distal tiibgiiklerine tesir eder. Bundan dolayi, bdbrek
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hiicrelerindeki maksi- K kanallarinin bir cAMP-bagimli yontem vasitasiyla modiile

edilebildigi saniimaktadir.
3.8. Gegirgenlikleri ve Kalsiyum Duyarhhklar:

Ix(ca), K" icin ¢ok yliksek bir segicilik sergiler. Art1 bir degerli katyonlar i¢in bir
gecirgenlik serisi tespit edildi ve buna gore bu kanallaﬁn art1 bir degerli iyonlar i¢in
biiytikten kiigiige gecirgenlik srralamast TI" > K* > Rb™> NH; >> Cs™> Na* > Li"
oldugu tespit edildi (63). Bu segicilik siralamasinin Ca**-bagimli K* akimimin

kaydedildigi hiicre tipinden bagimsiz oldugu goziikiir (2).

Bununla beraber, [Ca2+] a olan hassasiyet farkli hiicre tiplerindeki K" kanallart
arasinda onemli sekilde degisdi. Kiiltiir edilmis rat iskelet kasinda (6). Ca*"-bagimlt K*
akimini aktive etmek igin gerekli [Ca**] 1 mikromolardan yiiksek olmalidir, kromafin
(chromaffin) hiicrelerdeysekanal agilmas: icin gerekli [Ca*"] esigi 0.01 mikromolardur.
Bununla beraber, goriinen kalsiyum duyarlilig Mg*" ile gogaltilabilir (22), Mg?* kanal
acilma ihtimalini arttirds. Bu K kanallarinin aktivasyonu igin iki ila dért Ca®* iyonu
gereklidir (63). Birgok hiicre tipinde, hem Ba?" hemde TEA Ca**-bagimli K" kanallarin
bloklayabilir (63). [Ca2+] daki artiglar iceri yonlii transmembran Ca®" akisindan, hiicre
i¢i depolardan Ca®* salimmdan ya da her ikisinden kaynaklanabilir ve sonug olarak
Ix(cay sarkoplazmik retikulumdan (SR) Ca?* salimmuna sebep olan ajanlarla oldugu
kadar Ic, y1 aktive etmek i¢in yeterince biiyiik olan depolarizasyonlarla da aktive
edilebilir (2). Ayrica kafeinin 10 milimolar1 SR salinimindan kaynaklanan [Ca®*] daki

bir artig sebebiyle kanalin aktivitesini gegici olarak arttirir (2).
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3.9. Yiiksek iletkenlikli.Caz’L-baglmh K’ Kanallarinin Yapisi

Maksi-K kanallarinin a-altiinitesinin topolojisi alt1 transmembran bélgeli ve bir
gbzenek bolgeli yapisiyla voltaj-kapih K™ kanallarimin topolojisine benzemektedir.
Ayrnica bu « alt {initelerinin dort tane daha transmembran segmenti oldugu diisiiniilir. 3
alt iinitesi ise iki hidrofobik transmembran alanina, bir bilyiik hiicre dis1 alana ve iki kisa
hiicre ici N ve C smir alanma sahiptdi. Iki glycosylation bolgesi hiicre dig1 bdlgede
yerlesmistir, ki bu Lys rezidiileri ChTX e ¢arpraz bagla@a i¢in potansiyel bir bolgedir.

Sitoplazmik N- sinirinda bir protein kinaz A fosforilasyon bélgesi varddi.

Na* ve Ca’ kanallari gibi bir takim voltaj-kapili iyon kanallari farkli alt
{initelerin heteromultimerleridir, ancak bazen tek bir o alt tinitesi fonksiyonel
homomerik kanallari olusturabilmektedir. Bu durum voltaj-bagimli K~ kanali igin

dogrudur, bu kanalda bitytik o alt tinitesi kanali olusturmak i¢in yeterlidir (51, 52).

Yiiksek iletkenlikli, Ca**-bagimli K kanallari, negatif potansiyellerde hiicre
zarin stabilize ederek sinir, kas ve diger hiicrelerin uyarilabilirligini regiile etmede
6nemli bir rol oynar (44).

o. alt iiniteleri kendi baglarina fonksiyonel kanallar1 olusturmak icin tetramer
olarak birlesebilirken, B alt uniteleri kendi baglarina birlesemezler. Ancak B alt uniteleri
a alt uniteleriyle 1: 1 stoichiometry bir sekilde birlesebilir ki bu o alt unitelerinin
goriinen Ca®" duyarlihigim 10 kat artirir. Nitekim diiz kasda BK kanallarma olan artmig

Ca*" duyarligmin biiyiik 6lgiide katkida bulunan B alt unitelerinin varhgidir.
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Bazi incelemelerde BKc, kanallarinin, kanal fonksiyonunu birgok Onemii
y6nden regiile eden B yardimcr alt {initeleriyle beraber, iyon kanali gézeneginiﬁ

olugumuna igtirak eden dort 6zdes a alt iinitesi peptidinden olustugunu gostermistir.
3.10.Ca**-bagmh K* Kanali Farmakolojisi

Potasyum kanallari, hemen hemen her dokuda bulunan proteinlerin muhtelif bir
ailesidirs. Bu kanallarin fonksiyonu, depolarize olmus hiicreler i¢in bir repolarizasyon
yolu saglayarak ya da dinlenim plazma zar potansiyelini kurarak hiicrelerin elektriksel
uyarilabilirligini idare etmektir (33). Biyofizik ve f@&olojik siniflandirmalara bagli
olarak K" kanallarimin adedi coktur, fakat bu smiflama, bu kanallarin zar
potansiyelindeki degisikliklerle (voltaj-kapilt), ya da kiigiik molekiillerle etkilesip
etkilesmedigine (ligand-kapil)) ve bu suretle aktive edilip edilmedigine gore K°
kanallar1 gruplandirilmas: basitlestirilebildi. Fizyolojik olarak, en ilging K"
kanallarindan biri yiiksek iletkenlikli kalsiyum-bagimli K* (maksi-K) kanaliddi. Bu
maksi- K kanallar1 hem plazma zar depolarizasyonuyla hemde kanaln i¢ yiizeyine
mikromolar mertebede kalsiyum iyonlarinin baglanmasiyla aktive edilir (44). Bu
kanallarin 200 pS {izerindeki yiiksek iletkenliklerine ek élarak, diger bir 6zelligi K" icin
belirgin iyonik segiciligidir ve maksi- K kanallan hem elektriksel agidan uyarilabilir
hem de uyanimaz hiicrelerde mevcuttur (33). Yine bu kanallar, noroendokrin
dokulardan transmiter salimmu ile birlikte vaskiiler, havayolu, rahim ve diger tip diiz
kaslarda uyarilma-kasilma baglantisi siirecini diizenler, uyarimsiz hiicrelerde  sivi

salgilanimim ve hiicre hacmini ve hiicre hacmini diizenler ayrica hiicre gogalmasini
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bile kontrol edebilir (33). Farkli dokularda, bu kanallar kendi zar reseptérleri vasitasiyla
dis kaynakli ligandlar tarafindan modiile edilirler, diizenleyici mekanizmalarin
fosforilasyon, GTP-baglayici proteinlerle etkilesim ya da hiicre igi ikinci mesasjcilarla
dogrudan modiilasyon oldugu teshis edilmistir. Maksi- K* kanallarmin molekiiler
farmakolojisinin gelisimi biiyiik 6l¢iide Miller ve arkadaglarnin yaptigi c¢aligmalarla
kolaylagt1 bu ¢aligmaya gore ham akrep (Leiurus quinquestriatus) zehiri iskelet kasi t-
tibtillerindeki maksi- K kanallarini  bloklamaktadir. Inhibitsr edici aktivite,
karipdotoksin (ChTX) olarak isimlendirilen akrep venomunun kiigiik bir peptid
unsurundan dolayidir, bu peptid sonradan agiga kavusturuldu ve bu peptidin tam birincil

yapist anlasildi(31,42).

Bilindigi gibi ardistk amino asid dizilimlerinde biiyiik bir benzerlik varddi.
ChTX, bir bloklanmis N- simrl, ti¢ distilfid képrilii ve-fizyolojik pH da +5 net ytkli
37 amino asitli bir proteindir. ChTX in kimligi i¢ boyutlu faz teknikleri kullanilarak
teyit edildi ve aym tlirden olan diger yapay peptidlerle benzer 6zelliklere sahip oldugu
gozlendi (31). Yapay ChTX, bu peptiddeki ii¢ disiilfid baglantisimin (Cys 7.25 , Cysi3-33
ve Cys)7.35) tayini igin kullanilmigtir ve ikif boyutlu NMR teknikleri kullamlarak, ChTX
in ¢ anti-paralel P tabakasinin bir yliziine sahip oldugu gésterildi ki bu anti-paralel 3
tabakalar1  10-18 rezididen olusmus bir heliks bolgesine distilfid koprileriyle
baglantilidir (31, 32). Ek olarak, biyolojik olarak aktif ChTX biosentetik tekniklerle
olusturulabildi. ChTX in biyosentezi birgok mutant Uriiniinii saglar ki bu {irinler, hangi
toksin rezidiisiiniin maksi- K kanal gbzenegiyle temas ettigini belirleme igin faydali ve
kullanisliddi. ChTX in maksi-K kanallarini bloklama mekanizmasy genis bir sekilde

incelendi, ChTX iyon iletim yolunu fizyolojik olarak tikamak i¢in basit bir bimolekiiler
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reyaksiyon yoluyla kanalin dig girisine baglandi. ChTX baglanmasi negatif olarak
ylklenmis rezidiilerle elektrostatik bir etkilesimle olusur ve rezidiiler kanalin dig
g6zenek kismuni bi¢imlendirdi. Lysyy, Gluy,, Argie, Hisyj, Lyss; ve Lyss, rezidiilerindeki
degisimler toksin aktivitesi iizerinde az etkiye sahiptir, potansiyeldeki kayip aslinda
ChTX ayrisma oranlarindaki artislardandi. Lys;7 nin kanalin i¢ agzindan iyon iletim
yoluna giren K™ ve peptid arasindaki etkilesim i¢in sorumlu rezidii olmas: 6nemlidir. Bu
tip ¢aligmalar, maksi- K kanalina ChTX in baglanmasi i¢in 6nemli olan 37 rezidiiniin 8
ini teshis etmistdi. Bu rezidiiler, tahminen peptidin dis yiiziiniin 25 % ini kaplar ve
ChTX in Gi¢ anti-paralel B kenar ile tertip edilen yiizey lizerindeki ticgensel bir alanmn.
maksi- K kanalr tizerindeki tamamlayici bir ylizeye baglandig: tahmin edilmektedir
(31). Peptid, tetramerik bir kompleks oldugu beklenilen bazi kanal altiinitelerini
baglayabilen bir alanla yakin temas yapmaktadir ve bu etkilesim dig gbzene@in

tikanmasiyla iyon iletimini bloklar.

Bundan baska, bir dig gbzenek blokoérti olarak isleyen TEA iyonu 130
mikromolarlik bir K; ile ['*IJChTX baglanmasini inhibe eder. Akrep zehirinden elde
edilen ve iberitoksin (IbTX) olarak isimlendirilen bir peptidin kimligi agikliga
kavusturulmus ve tammlanmstir (3). TX 37 aminoasitlik bir peptiddir ChTX ile 68%
lik bir benzesim gosterir . IbTX, ChTX den daha az pozitif olarak yiiklenmistir ve
maksi-K kanallart i¢in olduk¢a segicidir; bunun diginda IbTX diger ChTX- duyarl
kanallar {izerinde etkisizdir. IbTX ve ChTX ile maksi-K kanali bloklanmas:
mekanizmas1 benzerdir, IbTX in kanaldan ayrilmasi daha yavas gelismektedir, ve bu
durum uzun bloklanma zamanlanyla sonuglanir. IbTX biyosentez ile oldug}l kadar,

kimyasal sentez ile de iiretildi ve peptidin eriyik yapist NMR teknigi ile tayin edildi.

gg@mﬁw on R
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IbTX in omurga tesekkiilti ChTX i¢in kaydedilen omurga sekliyle neredeyse 6zdestir ve
IbTX, bugiine kadar tanimlanmis en tesirli ve segici mal%si-K kanali peptid blokoriidiir.
Yine bilinmektedirki maksi-K kanali aktivitesi iyonik homeostasiyi etkiliyebilmektedir.
Bundan dolayi, B-adrenoseptér agonistlerinin ve ajanlarinin, trakeal diiz kast gevseten
hiicre i¢i sGMP vyi yiikselttikleri mekanizmamn bir kismimn maksi-K (yiiksek
iletkenlikli) kanallarimin aktivasyonundan dolay1 oldugu gézitkmektedir ¢iinki ChTX ve
IbTX fonksiyonel oarak bu gevsetici cevaplar1 antagonize edebilir (3).

Tesirli nonpeptidyl maksi-K kanal blokdrlerinin birinci serisi tremorgenic indol
alkaloidlerinin bir ailesidir bu familya ['*IJChTX baglanmas1 goriintiilenmesiyle

kesfedildi.

3.10.1.Tre1horgenik Alkaloidler

Tremorgenik mikotoksinler, omurgali hayvanlarda aralikhh ya da devamli
istemsiz titremeleri saglayan Claviceps, Aspergillus, Penicillium tipi mantarlarla
olusturulan metabolitlerdir. Bu ajanlar kimyasal benzerliklere bagli olarak dort gruba
ayrilabilir : paspalitrem, penitrem, fumitremorgin-verruculogen, and tryptoquivaline
yapisal siniflar1 (56). Yukaridaki siniflardaki biitiin tremorgenler triptofan dan alinmis
bir indol parcaya miistereken sahiptirler, ayrica bu gruplara dahil kimyasal olarak
iliskiki bazi metabolitler vardir ki bunlar tremorgenic degildir Srnegin paspaline,
paspalicine ve cyclopiazonic asit. Mikotoksinlerin sebep oldugu zehirlenmeler
esnasinda gozlenen klinik belirtiler aktivite azalmasi, agir1 duyarlihgm izledigi

hareketsizlik, konvulsiyonlar, kas titresimi, ataksia ve tetanik nébetlerdir (16).
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Bununla beraber, 6liim nadiren olusur, ve bu belirtiler hayvan toksik kaynaktan
uzaklastirihirsa tersine gevrilebilir karakterdedir ayrica tremorgenik mikotoksinler
lipofilik molekiillerdir ve bu molekiiller kan- beyin bariyerini gecebilir hatta merkezi
sinir sistemiﬁe sizabilirler (56). Fungal tremorgenlerin hangi mekanizmayla tesir ettigi
iyi bir sekilde tanimlanmis degildir, biyokimyasal ve klinik ¢aligmalar gostermektedir ki
bu bilesikler ndrotransmiter salimmint etkilemektedir (56). Penitrem A, serebrokortikal
sinaplardan glutamatin, y-aminobutrik asid (GABA) ve aspartatin kendiliginden
salimimini arttirir ancak bu arada spinal kortdan ya da medullary synaptosome lerden
ayni salgilatimi yapamamaktadir. Verruculogen de ayrica kendiliginden glutamat ve
aspartat salmimimi arttirir (56). Kobay hayvanlarimin  ince bagirsaklarinin son
boliimiinden olusan prepatlarda, paksilin, penitrem B ve verruculogen elektriksel alan
uyarimindan dolayr olusan kasilma cevaplarinda bir aﬁlsa sebep olur ve bu etkinin

presinaptik sinir terminallerinden asetilkolinin salimimin: artirdigina hitkmedildi.

Bu alkaloidlerin kanal bloklama giiglerinin aslinda tremorgenic olup
olmamalariyla da ilgisi direkt yoktur, 6rnegin paksilin tremorgenicdir bununla birlikte
bir maksi-K* kanal blokérii olarak paspalisin’den daha az tesirlidir (56). Diger
tremorgenic mikotoksinler Penitrem A, Verruculogen, Paspalitrem A, paxilline,

Paspalitrem C, Aflatremdir.

Paspalitrem A, Paspalitrem C, Penitrem A, aflatrem ve paspalinine gibi ajanlar
['®]ChTX baglanmasinin konsantrasyona-bagimli inhibisyonuna neden oldu ayrica bu
bilesiklerin en tesirlisi aflatremdir, ve paspalitrem C, penitrem A ise [ 12hehTX

baglanmasinin en zayif inhibitorleridir. Paksilin  ve verruculogen konsantrasyon
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bagimli bir sekilde ['*IJChTX baglanmasint arttirdi, paspalicine ise ['*IJChTX
baglanmasinda paksilin ya da verruculogen den daha az bir artisa sebep oldu, bunlarin
disinda paspalinine ve paspalitrem A [*’IJChTX baglanmasim zayif bir sekilde inhibe
etti, bu gozlem ChTX baglanmasimnin modiilasyonunun ¢ok muhtemelen allosterik bir
mekanizmayla vuku buldugunun isaretidir, ancak cyclopiazonic asidin toksin
baglanmasi lizerinde gézlemlenmis etkisi yoktur. Yine rat beyin zarlarma ChTX
baglanmas1 maksi-K kanallarindan farkli olan voltaj-bagimli potasyum kanallariyla

toksinin etkilesimi sonucunu yansitir.

I¢inde maksi-K kanallarinin bulundugu kesilmis zar yamasimun i¢ yiiziine 10 nM
paspalitrem C nin uygulanmas: 2 dakika iginde kanallarin neredeyse tamamen
bloklanmasina sebep olmaktadir, 10 nM paksilinin tatbiki ise yama daki maksi-K
kanallarmimn izl bir gsekilde bloguna sebeﬁ oluyor, ilging olan ise bu iki bilesigin
['"PIJChTX baglanmasi iizerinde zt etkileri olmasma ragmen her ikisi maksi-K

kanallarinin tesirli inhibitérleriydi.

Yukaridaki belirtilen indol diterpenelerinin maksi-K kanallarini bloklama
kuvvetleri kiyaslandifn zaman, paksilin bu sartlar altinda en zayif blskor oldugu
goriilir. Simdi bu unsurlardan paksilin, verruculogen ve paspalicine ['®11ChTX
baglanmasini arttirirlar bu bilesiklerin, maksi-K kanallarim bloklamada ['**IJChTX
baglanmasini inhibe eden bilesiklerden daha az tesirli oldugu gozikir (56). Bu
muhtemel goriinmemektedir ¢linkii paksilin trernorgenik' olmasina ragmen bir maksi-K

kanal blokorii olarak paspalicine’den daha az tesirlidir, bundan dolayr maksi-K
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kanallarinin  bloklanmasinin bu bilesiklerin tremorgenik etkileriyle bir iligkisi

olmayabilir

Paksilinin C-16 daki karbonil grubunun azalmasi paksilin-163-0l ve paksilin-
16a-0l adli iki adet steroizomer verdi. Bu bilesiklerin hi¢biri sigir aortik diiz kas
zarlarinda 100pM lara kadar olan konsantrasyonlarda, maksi-K kanallarma ['2°I JChTX
baglanmasinda hicbir etkiye sahip degildi, ve yine bunlarin maksi-K kanali inhibitorleri
olarak aktivitesi paksiline kiyasla diisiiktii. Paksilinden bir oksijen eksiltip bir amino
grubu eklendiginde paksilinamin sentezlenir ve bu analog baglanma reaksiyonlar

lizerinde etkisizdi (56).

Karibdotoksin (ChTX), yalmzca kanalin dis tarafina ve gézenege girise yakin bir
yere baglandiginda maksi-K kanallarim bloklar. Farkli olarak indol alkaloidleri kanalin

hem i¢ hem de dis yiiziine tatbik edildiginde maksi-K kanallarini bloklar (56).

Paspalitrem A, paspalitrem C, aflatrem, penitrerﬁ A ve paspalinine gibi ¢esitli
indol diterpene ‘leri toksin baglanmasini inhibe eder, bu arada yapisal olarak iligkili li¢
unsur, paksilin, verruculogen ve paspalicine konsantrasyon-bagimli bir tarzda
['"®I]ChTX baglanmasim uyarir, bu etkiler indol diterpeneleri igin s6z konusu bir
baglayic: bolge ile kanalin digyliziindeki ChTX reseptorii arasindaki allosterik bir
etkilesimden dolayidir. Indol diterpenelerinin hepsi tesirli kanal blokdrleridir. Indol
alkaloidleri maksi-K kanallar1 igin olduk¢a segidir, ¢linkii bu alkaloidler uM

konsantrasyonlarda diger K¥, Ca®* veya Na" kanallariizerinde etki sahibi degillerdir.
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Ilging olarak, paspalinine bir dehidroksi analogu olan tremorgenik aktivite noksanlig

bulunan paspalicine de ayrica tesirli bir kanal blokoriidtir,

Karibdotoksin, akrep zehirinden ayrilmis bir protein olup 4.3 Kda lik bir
polipeptiddir bu polipeptid birgok Ca®*- bagimli K™ kanalim inhibe ettigi gibi voltaj-
kapili K* kanallarimda inhibe eder. Omegin ChTX , néroendokrindokularin baz
tiplerinde, vaskiiler diiz kas ve iskelet kasinda bulunan yiiksek iletkenlikli, Ca2+-bag1mll
K" kanalimn dig yiiziinde etkilesime girer ve iyon iletim yolu boyunca K' akisina
miidahele ederek kanal aktivitesini bloklar. Bunlara ek olarak, ChTX Aplysia
noronlarinda tanimlanmig 35 pS lik bir Ca**-bagimli K* kanalni, lymphocytelerde
bulunan bir voltaj-bagimlt K* kanalii da bloklar, bununla beraber bu toksin Na~

kanallarin, L ya da T- tipi Ca** kanallarim etkilememektedir.

KTX de akrep zehirinden artilir ve 37 aminoasit igeren 4—Kdaitonluk tek bir
polipeptid zinciri oldugu digiiniildii. Ancak daha sonra C-sinirinda ek bir Lys teshis
edildigi i¢in tabi KTX in 38 aa uzunlugunda oldugu distiniiliir (53). KTX, yapisindaki
aminoasit dizileri benzesimi agisindan karibdotoksin ile %44 liik, Iberiyotoksin ile %44
liik, ve noksiyustoksin/noxiustoxin ile de % 52 lik bir benzesim gésterir (13).

Apamin ve scyllatoxin, néronal ve diger hiicrelerin diisiik iletkenlikli K™ kanallarimn
inhibitorleri olarak bilinir ayrica diisik ve orta tesirli '*I-ChTXin baglamminin en

azindan bir kismini bozar (13).
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Bu toksinlerin diigiik iyonik siddet sartlarinda tesirliliklerinin siralamasi ChTX>
StK> MgTX> KTX> IbTX seklidedir (53). KTX in inhibitor olarak tesiri ChTX in

tesirinden daha dugiiktiir.

3.10.2. Iberiotksin ve Karibdotoksinin Ca*-bagimli K* Kanallarini Bloklama

Mekanizmasi

Iberiotoksin (IbTX) akrep zehirinden elde edilen 37 amino asitlik bir
polipeptiddir Ca®*- bagimhi K* kanallrmu 6zellikle de yiiksek iletkenlikli kalsiyum-
bagumli potasyum kanalinin tesirli bir blokariidiir (27, 32).

Son zamanlarda ChTX in ve IbTX in NMR analizleri iki toksinin benzer aminoasit
dizileri icerdigini gostermistir. Yiiksek ardisik benzesim.ve ChTX ile IbTX i¢in benzer
i¢ boyutlu yapilar, bu iki toksinin maksi-K kanalinin blogu i¢in benzer mekanizmalar
sergiliyebilecegini diigtindtiriir (32).

Iskelet kasindaki maksi- K kanalmin ChTX ile bl(;gu lizerindeki mekanik
caligmalar, ChTX in gbzenegin hiicre disina bakan agzina baglanarak ve tikayarak

potasyum iyonu iletimini blokladigini g6sterir.

Kanal tizerindeki bélgeye ChTX in yaklasimi, kanalin dis agzina yakin bir sekilde
yerlesen negatif ytiklti karboksilatlar ve ChTX tizerindeki popzitif olarak yiiklii amino
asitler arasindaki elektrostatik etkilesimlerle kolaylagtirilir.  Kanaldan ChTX in
ayrilmasi muhtemelen kovalent olmayan etkilesimlerle belirlendi. Bnununla beraber,

ChTX ig¢in ayrigma orani depolarize edici zar potansiyelleriyle ve hiicre i¢i ytizdeki
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kanal g6zenegine giren potasyum iyonlarinin artan konsantrasyonlariyla ¢ogalir. ChTX

de bulunan yedi adet pozitif yiiklii rezidiiniin altis1 IbTX de korunmustur.

3.10.3. Iberitoksinin Dis Yiizdeki Yiiksek Iletkenlikli Ca’**-bagimh K* Kanalni

Bloklamasi

IbTX yalnmizca kanalin dis tarafina tatbik edildigiﬁde maksi-K kanali vasitasiyla
olusan akimlarin akisini bloklar, kanal kapi hareketleriyle iliskili hizhi acilma ve
kapanma gegisleri milisaniyelik zamanlarda olur , 6rnegin hiicre ici tarafa 50nM IbTX
ilave edilmesi kanalin agik durum olasilig: tizerinde nemsenebilecek bir etkiye sahip
degildir bununla birlikte hiicre dis1 bélgeye 10nM IbTX in sonraki ilavesi uzun,
iletimsiz s6niik periyotlarin olusumuna neden olmaktadir bu séniik periyotlarin ortalama
siresi 18 daki civarindadir, bloklanma etkisi hiicre disi eriyikten IbTX in
uzaklagtirimasiyla bozulabilmektedir, bu  bilginin en basit yorumu bu sessiz
periyotlarin kanalin dis yliziindeki bir bélgeye IbTX in 1.t)agla.nmasl durumudur. Ayrica
yapilan incelemeler toksinin kanalin agik oldugu zamanlar tizerinde etkisiz oldugunu

gostermektedir (32).

3.11. Ca**-bagimli K* Kanallarmnin Fizyolojik Rolleri
Endotel tabaka, kan basinci kontrolii, damarsal olusum, ve kan damarlarinin
olusumu gibi cesitli vaskiiler fonksiyonlarda merkezi bir rol oynar. Endothelial
fonksiyonun kotroliinde, iyon kanallar1 devreye éirmektgdir. Iyon kanallan bu kontrolii
endothelial zar potansiyelini ve sivisal uyarﬁna cevaptaki Ca®* homeostasisini regiile

ederek yapmakta, anahtar bir rol oynamaktadir (1). Ozellikle, Ca**- bagimli K™ (Kc,)
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kanallarinin sivisal uyarima cevaptaki endotelial hiperpolarizasyona aracilik ettigi
diistiniilmektedir. Endothelial hiperpolarizasyon Ca®* girisi icin elektrokimyasal
stirdiirticti etki saglar ki bu Ca®" girisi damar genisletici faktorlerin Ca?*-bagiml

sentezinde dnemlidir.

Sonug olarak endotheldeki Ca**-bagimhi K* kanali fonksiyonu ve Ca®’
homeostasisinin, angiyogenesisin regiilasyonunda bir rol oynadifi kuvvetle
Onerilmektedir. Ayrica orta-iletkenlikli K¢, kanallarimin, T lenfositlerinde, insan

fibroblastlarinda gogalmay1 ve mitogenik hiicre bﬁyﬁmesini regiile ettigi bilinmektedir.
3.11.1. Caz+-baglmll K’ Kanallarmin Damarlarin Gevsemesinde Rol Oynamasi

Sikluksijenis yoluyla aragidonik asidin metabolizmasindan olusan
prostaglandinler bir takim muhtelif biyolojik siireclere karisirlar, bunlar arasinda
inflammasyon, trombosit fonksiyonu ve damarsal diiz kas tonunun regiilasyonu da
dahildir. Bu yolun baglica firiinlerinden biri prostasiklindir, prostasiklin damarsal

tonusun ve trombosit agregasyonunun gii¢lii bir inhibit6riidiir.

3.11.2. Diisiik iletkenlikli Ca**-bagimh K" Kanallar Kolinerjik

Inhibisyona Aracilik Eder

Pili¢ efferent terminalinde asetilkolin salinmasi, bir kalsiyum-bagimli potasyum
akiminin aktivasyonundan dolay: tily hiicre zarmin hiperpolarizasyonuyla sonuglanir.

Pili¢ isitme tily hiicrelerinde kolinerjik inhibisyona neden olan ACh-uyarimli potasyum
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akimi i¢in BK kanallarinin sorumlu oldugu 6nerildi. Bununla birlikte, bu dneri memeli
kil hiicrelerindeki bulgularla ihtilaflidir, bu hiicrelerdeki ACh cevabimin apamin ile
inhibe edilmesi akla SK tipi kanali getiriyor. Igeri kalsiyum akisi, ACh-kapili reseptr

kanali vasitasiyla efferent inhibisyonu siirer.

Sonug olarak, isitme tiiy hiicrelerindeki BK kanallar1 ChTX ile bloklanir, ancak
Ixacny akimuni tasiyan kanallarsa apaminle bloklanir, Cs™ iyonu BK akimlarin
bloklamakta fakat isitme tliy hiicrelerindeki Ixacny akimini bloklamamaktadir, tiim bu
sonuglar goz 6niine alindiginda Igacn i¢in sorumlu olan kanallarin SK kanallar1 oldugu
ihtimali oldukga yiiksektir ayrica bu SK kanallarinin pili¢ isitme tiiy hiicrelerinde

kolinerjik inhibisyona aracilik ettigi de gorilmiistiir.

3.11.3. Diger Fizyolojik Roller

Fare AtT20 kortikotroplarindaki yiiksek iletkenlikli kalsiyum ve voltaj-bagimli
potasyum kanallart ACTH salgilamminin regiilasyonunda ¢ok onemli bir rol oynar
(15).

Farelerde yapilan calismalarda SK¢, kanallari, ar1 venomundan elde edilen bir
norotoksin olan apaminle bloklandi. Bu kanallarin bloklanmas:1 farede hafiza ve
ogrenmeyi kolaylasgtirdi. SK kanallarmin  epinefrinin salimm oranimmi kontrole de
kanistit ve hafizayla, 6grenmeyi modiile ettigi dnceden yapilan ¢aligmalarla da tespit

edilmistir.



Fare AtT20 kortikotrop yiiksek iletkenlikli kalsiyum-bagimli potasyum
kanallart ACTH salgilamminin regiilasyonunda esasli bir rol oynar. Burada uyarici
noropeptid CRH tesirli bir sekilde BK kanallarini inhibe eder, bunu da BK kanal
kompleksinin protein kinaz A (PKA)-vasitali fosforilasyon yoluyla yapmaktadir.

BKc, kanallarinin zar potansiyelini ve ve kiigtik arterlerin dinlenim ¢apin regiile

ettigine dair kuvvetli deliller mevcuttur (12).
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4. GEREC VE YONTEM
4.1. Sican Dorsal Kok Gangliyon Hiicrelerinin Primer Kiiltiirii

Bu ¢alismada kullanilan hiicre i¢i elektrofizyolojik kayitlarin yapilabilmesi ve
elde edilen bulgulann giivenilir ve saglikli olabilmesi i¢in hiicreler ile temas eden
elektrotlarin mekanik stabilitesi son derece onem arzeder. In vivo sartlarda mekanik
stabilite saglanmasimin zorlugu, calismacilan ﬁzyol(;jik kosullarin azami oranda
orneklendigi ortamlarda saklamilan izole doku ve hiizrelerde ¢aligmaya yoneltmistir.
Bununla beraber hiicre diizeyindeki c¢alismalar, patofizyolojik ve fizyolojik

mekanizmalarin hiicresel diizeyde ortaya ¢ikarilmasina da imkan saglar.

Mevcut ¢alismada, sigan dorsal kok gangliyon (DKG) hiicreleri izole tek hiicreler
halinde elde edilerek elektrofizyolojik kayitlarda kullanilmak icin, enzimsel ve mekanik

islemlere tabi tutuldu.

DKG hiicrelerinin primer kiiltiirleri Forda ve Kelly (1985) tarafindan gelistirilen

ve asagida agiklanan metode gére gerceklestirildi (18).
4.1.1. Kiiltiir Soliisyonlar ve Kullanilan Kimyasal Ajanlar

' Bu maksatla igerigi asagida verilen kiiltlir vasati ve enzimatik ayrigtirma

maksadiyla kollegenaz, tripsin, DNAz ve sinir biiyiitme fakt6rti kullamlmigtdi. Primer
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hiicre kiiltiirti yapilmasina uygun olan biitiin bu ajanlar ticari olarak Sigma firmasindan

temin edilmigtir.

4.1.2. Kiiltiir Vasati
100 mililitrelik kiiltiir vasatlar1 asagidaki soliisyonlar1 igermektedir
1 ml Penisilin/ Streptomisin (ICN, Ingiltere)
120 mg NaHCO; (Sigma)
10 ml modifiye edilmis Dulbeco medyumu (Gibco Laboratuvarlar, Ingiltere)
10 ml at serumu (Sigma)
Bu igerikli karigim distile su ilave edilerek iOO mililitreye tamamland: ve
ardindan filtreden siiziilrek sterilize edildi. pH’s1 kontrol edilerek kullanim anina kadar

+4°Cde saklandi.
4.1.3.Hiicre Kiiltiirii icin Genel Prensipler

Sican DKG hiicrelerinin primer kiltiirlerinin yapimt ve bu kiilttire hiicrelerin
saklanmalar1 sirasinda kontaminasyon durumlarina karsi gerekli asepsi kurallarina
uyuldu. Bu maksatla diseksiyon ve enzimatik aynstmne; islemleri sabit akiml giivenlik
kabini icerisinde gerceklestirildi (Klas I, Laminar Flow, Ankara). Bunun disinda
kullanilan biitiin gereg ve soliisyonlar ya steril olarak sagland1 ya da uygun sekilde

sterilize edildi.
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4.1.4. DKG Hiicre Kiiltiirii Protokolii

% 70’ lik etanolde tutulan cam lameller (Sigma, Almanya) kiiltiir yapimindan
bir giin dnce etanolden gikarildi ve sabit akimli giivenlik kabini iginde steril bir kurutma
kagid1 tizerinde kurutuldu. Bundan sonra 100ul poly-L-ornitin (Sigma; 25 mg/ml stok
soliisyon) 10ml’ lik distile suya ilave edildi ve olusan bu sivi ¢ap1 S0mm olan steril bir
petri kutusuna bosaltildi. Kuruyan lameller alevden hizla gegirildi ve bu poly-L- ornitin
iceren siviya yerlestirilirek 37°C’de % 95 oksijen, % 5 karbon dioksit ihtiva eden
inkiibat6rde (Heraus, Almanya) bir gece bekletildi. Ertesi giin lameller inkiibatdrden
alindi ve Laminar flow igerisinde steril su ile yikandi. Her bir lamel tizerine 100ul
laminin (Sigma) ilave edilmek suretiyle kiiltlir tablasi inkiibatére kaldirildi. Ayni giin
kiiltiir vasatida hazirlanarak 10ml fosfatla tamponlanmis fizyolojik tuzlu su (PBS) ile
birlikte bir kisum kiiltiir medyumu da (~ 40 ml) steril bir plastik tiip i¢inde inkiibatore
yerlestirildi. Diseksiyon cerrahi seti ile birlikte diseksiyon mikroskobu dezenfekte

edilerek sabit akimli glivenlik kabinine alindz.

Iki giinlik Wistar sigan yavrulan (Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi
Biyomedikal Arastrma Unitesinden temin edilerek) dekapitasyonla 6ldiiriilmek
suretiyle yayvan bir petri kutusuna yerlestirildi.

Uygun bir makasla vertebral kolonun ayrildi, bunun ardindan kaudal ugtan
baglayarak boyuna kadar spinal kolonun i¢i yayl kigiik bir makasla agildi. Petri
kutularina yerlestirilmis PBS ile bu izole spinal kolon ti¢ defa yikandi. Ardindan biitiin
dorsal kdk gangliyonlarn mikroskop altinda forsepslerle hassas bir sekilde izole edilip

kiiciik bir petri kutusu igindeki kiltiir vasadina yerlestirildi.
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DKG govdeleri disekse edilip petri kutusunda toplandiktan sonra, hassas yuvarlak
hareketlerle petri kutusu sallandi ve bdylece tiim gangliyonlarin bir araya toplanmasi
saglandiktan sonra kiltiir medyumu bir pastor pipeti ile gekilerek 900 ul 1lik (37°C de
inklibe edilmis) kiiltiir vasatt ile 100 ul kollagenaz (Sigma, 0.125 %) ilave edilip hafif
bir sekilde calkalandi ve 13 dakika siireyle inkiibatdre kaldirildi. Stirenin bitiminde
hiicre, sollisyon ve enzim karigimi inkiibatdrden alinirak hizla PBS ile ii¢ defa yikand:.
Bundan sonra 100 pl tripsin (Sigma, 0.25%) ve 900 ul PBS eklenerek hafif bir sekilde
¢alkaland1 ve 6 dakika boyunca inkiibe edilirdi, ardindan steril plastik tiibe aktarilarak
15 ml 1lik kiiltiir vasati ilave edilirek ti¢ defa yikandi. Ardindan 900 pl kiiltiir medyumu
ve 100 pl DNAz enzimi (Sigma) ilave edilip ucu daratilmis steril bir pastér pipetine
hizli bir sekilde ¢ekilip bosaltilarak gangliyonlar mekanik olarak tek hiicrelere
aynistirildi. Hemen ardindan hiicre kiiltiir vasat: stispansiyonu kiiltiir vasat: ilave edilip 5

ml’ ye tamamland.

Bir giin 6nce lamellerin poly-L-ornitinle inkiibe edildigi petri kutusuna
bosaltilarak 2-3 saat inkiibe edildi. On inkiibasyondan amag; 6lii hiicreler ve non-
néronal dokularin uzaklastirilmasiddi. 2-3 saatlik 6n inkiibasyonun bitiminde i¢inde
hiicrelerin bulundugu petri kutusu inkiibatérden alindi, tistlerindeki sivinin 6nemli bir
kismu Pastdr pipetiyle uzaklagtirilir ve petri kutusunun dibine yapismis olan hiicreler
1ml’lik taze 1ilik kiiltiir vasatiyla yikanarak soliisyona alindi. Petri kutusu mikroskop
altinda iyice incelenerek biitlin hiicrelerin uzaklastirildigr kontrol edildi. N&ronal
olmayan hiicreler daha siki yapisacagindan petri kutusunun tabaninda kalir ve elimine
edildi. Hemen ardindan hiicre siispansiyonuna ilik kiiltlir vasati eklenir ve2.4 ml’'ye

tamamlandi. Son inkiibasyon i¢in daha Onceden lamininle kaplanan lamellerin



38

bulundugu kiigiik petri kutular: inl%ﬁbatérden alinarak laminin igeren sivinin biiytik bir
kismi lamellerden uzaklastirildi. Hiicre siispansiyonu barindiran soliisyona 240ul sinir
biiytitme fakt6rii (NGF) ilave edildi ve her lamele 200ul hiicre i¢eren bu soliisyondan
ekildi ve bir aksam igin inkiibatore kaldirildi, ertesi sabah her bir petri kutusuna 1.5 ml
NGF ihtiva eden (10 ul/petri kutusu) 1lik kiiltiir vasati ilave edildi ve tekrar inkiibatore
kaldirild1. Izleyen 5-7 giinde petri kutularindaki 1-5 ml kiiltiir vasati ¢ekilerek NGF (10
wl NGF / petri kutusu) igeren yeni kiiltlir vasati ilave edildi. DKG hiicreleri 24 saat

sonra elektrofizyolojik kayitlar i¢in kullanilmaya baslandi.
4.2. Elektrofizyoloji

Tezdeki biitiin deneyler tiim hiicre diyaliz patch kenetleme teknigi ile
gerceklestirildi (26). Pipet ucu ile hiicre membram arasinda yiiksek direngli b&r miihiir
oolusturulur, ardindan negatif basingla hiicre zar1 hasara ugratilarak tiim hiicre diyaliz
patch kenetleme bigimi olusturuldu. Bu sekilde hiicre sitoplazmas: ile pipet igerigi
arasinda siirekli temas temin edildi. Bu konfigiirasyonun olusturulmasinda sadece
negatif basing uygulamasi yapilmaz bunun yaninda baz hiicrelerde kisa siireli yiiksek
amplitiidlii negatif akim enjeksiyonlar,, < zapping”’, ile mithiir bolgesinde zar hasara
ugratildi.  Unutulmamas: gereken bir husus tiim deneyler oda sicakliginda
gergeklestirildi (20-23 © C). Ister voltaj kenetleme deneyleri olsun ya da akim kenetleme
deneyleri olsun hepsi Axoclamp- 2B (Axon Instruments, ABD) patch kenetleme
amplifikatorii ile amplifikatoriin sirastyla current clamp mode veya discontinuous single
electrode voltage clamp (dSEVC) modu kullanilarak gergeklestirildi. Elektrofizyolojik

kayit yapilan DKG hiicreleri diigiik voliimli (< 1 ml) bir ekstraseliiler kayit
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soliisyonunda tutuldu. Diisiik voliimden dolay: pipet kapasitansi siurhiddi. Diisiik
direngli patch pipetleri Pyrex borosiligat cam ¢ubuklardan (1.4 / 1.6 mm dis ¢ap, 0.8 /
1.0 mm olan i¢ ¢ap: igerisinde 0.15 mm fibril igeren, Pl(;wden and Thompson Ltd, Dial
Glass Works) pipet ¢ekici ile gekildi (Sutter Inst, ABD). Direng degerleri 3-7 M-ohm
arasinda degisen pipetler hiicre igi patch pipet soliisyonu ile doldurulur. Pipetler
yalnizea bir hiicreden kayit igin kullanildi. Hiicre dis1 ve hiicre i¢i soliisyonlar 0.2 pum
delik biiylikliigiine sahip filtrelerden siiztildti. Hamilton siringasiyla pipetler patch pipet
éoh’isyonuyla doldurulur, en 6nemli noktaysa pipet igerisinde ve pipe tutucu igerisinde
herhangi bir hava kabarc18: kalmamasina 6zen gosterildi. Pipet tutucu (HL-1-17 pipette
holder, Axon Instruments, ABD) 1 M KCI ile doldumldu ve CV-4 1/100 headstage
(Axon Instruments, ABD) igerisime yerlestirildi. Pipet tutucunun kenarinda miihiir
olusturma sirasinda negatif basing uygulanmasiyla ilgili kistm bir silikon hortumla
Iml’lik bir siringaya baglandi. Bu headstage, pipeti saga sola, ileri-geri ve asagi- yukar
hassas hareket eftirmeye yarayan ti¢ boyutlu bir mikromanipulatére (NarashigeMX-3L,
Japonya) monte edildi. Mikromanipulatorler, ters mikroskop mekanik stabiliteyi
saglamak gayesiyle titresimsiz bir elektrofizyolojik masa (Intracel, UK) iizerine
yerlestiridi. Elektrofizyolojik masa ve {izerindeki aletler, elektriksel giiriiltiiyli azaltmak
gayesiyle Faraday kafesi araciligiyla topraklandi. Elektrotlar ile amplifikatorler
arasindaki elektriksel kontak, Ag-AgCI elektrotu, pipet tutucu igerisindeki kablo ve KCI
banyosu ile saglandi. Ekstraseliiler kayit soliisyonu ile KCI banyosu arasindaki kontak
ise agar KCI kopriisti ile saglanir (3 % agar igeren borosikat cam tiip 1 M KCI
icerisinde hazirlandi ve kullanimda olmadii zaman siirekli olarak bu soliisyonda
saklandy).
KOS
T
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DKG néronlan elektrofizyolojik kayit igin inkiibatérden alindiklarinda kayittan
once 5 dk aralarla hiicre dis1 kayit soliisyonuyla li¢ defa yikandi. Tiim hiicre diyaliz
modunun saglanmasinin ardindan, akim kenetleme deneylerinde dinlenim zar
potansiyeli olglildi ve akim enjeksiyonuyla zar potansiyeliyle arzu edilen zar

potansiyeline tutuldu.

4.2.1. Akim Kenetleme Deneylerinde Kullanilan Kayit Soliisyonlar:

Membran potansiyeli, giris direnci, aksiyon potansiyelleri ve aksiyon
potansiyelleri ard potansiyelleriyle alakali deneylerde hiicrenin iyonik dengesi genelde
degistirilmeyerek fizyolojik sartlar ve homeostazis azami derecede taklit edildi. Bu
sebeple patch pipeti soliisyonu:

140 mM KCI,

1 mM MgCl,

0.1 mM CaCl,,

10 mM HEPES,
1 mM ATP,
1.1 mM EGTA .
TRIS kullanilarak pH 7.4, osmolarite ise sukroz ilavesiyle 310 mOsm/ litreye
ayarlandi.
Hiicre dis1 kayit soliisyonuysa:
3 mM KCI,
130 mM Na(l,

2 mM CaCl,
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0.6 mM MgClL,

1 mM NaHCO;,

10mM HEPES,

S5mM glukoz igerdi.

NaOH kullanilarak pH 7.4’¢ ve sukroz ilave edilerek osmolarite 310-320
mOsny/litreye ayarland:.

Akim kenedi deneyleri i¢in KCI iceren hiicre i¢i kayit soliisyonlan ve NaCl igeren
hiicre dist kayit soliisyonlar:1 kullamildi. Hiicrelerin dinlenim zar potansiyellerinin
Slgtilmesinden sonra hiicreler asgari 5 dakika bu zar potansiyelinde tutulur ve aksiyon
potansiyeli depolarize akim enjeksiyonu ile aktive edildi. Depolarize edici ard
potansiyele sahip hiicreler (daha Once aksiyon potansiyeli hiperpolarize edici ard
potansiyellerinden (Igcay) akimlarmin sorumlu oldugu tespit edilmistir) 40/ - 120 mV
arasinda 10mV’luk araliklarla tutularak aksiyon potansiyelleri aktive edildi. Bu sekilde
elde edilecek aksiyon potansiyeli ard potansiyellerinin zitlanma potansiyeli hesaplandi,
hesaplanan bu deger CI" ve K* kanallarmin hiicre igi ‘ve hiicre dis1 soliisyonlardaki
konsantrasyon degerlerine gére Nerst denkleminden hesaplanan zitlanma

potansiyelleriyle kargilagtirildi.

Zitlanma potansiyelleri membran iletkenliginin iyonik temelinin biyofiziksel
olarak belirlenebilmesi icin sik bir sekilde kullanilan bir yontemdir. Bu maksatla Nernst

denklemi kullamiimaktadir.
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Nerst denklemine goére asagidaki parametreler g6z 6niinde bulundurularak hesaplama
yapildi.

E=(RT)/(ZF) In (Cd/ Ci).

R (Genel gaz sabiti) = 8.3143 ] K™ mo] !

F (Faraday sabiti) = 96500 C mol’

T (Mutlak sicaklik) = (273+ °C) K

7= Iyon degerligi

Cd = Hiicre dist molar konsantrasyon

Ci= Hiicre i¢i molar konsantrasyon

4.3. ila¢ Uygulamas

Calismada hiicre dis1 ilag uygulamas: ile kaydedilen elektrofizyolojik verilerin
farmakolojik yaklasimlarla agiklanmasimi saglanmasi amaglandi. DKG hiicrelerine
hiicre dis1 ilag uygulamasi, hiicre dig1 mikroperfiizyonla saglandi.

Ilaglarin hiicre dist mikroperfiizyonu ucu genisletilmis bir patch pipeti
vasitasiyla diisiik basingli mikroenjeksiyonla saglandi. Pipetler Hamilton siringasi
(Hamilton Company, Isvicre) ile hiicre digt kayit sollisyonunda hazirlanmis olan
paksilin ve iberitoksinin arzu edilen konsantrasyonu ile dolduruldu. Ilag uygulama
pipetinin ucu temiz bir metal ylizeye hafifge dokundurularak kirilir ve ilag akimini
saglamak icin yaklagik 10 um ¢ap elde edildi. Ilagla dolu olan pipet tutucu
mikromanipiilatore yerlestirilirek (WPI, ABD), basing siiresi ve siddeti ayarlanabilen
basing kaynagina (Pneumatic Pump, WPI, ABD) silikon tiip araciligiyla baglandi. Kayit

alinan hiicreden kontrol verileri elde edildikten sonra ilag uygulamak igin kullanilacak



pipeti mikroskop altinda mikromanipiilatér vasitasiyla hiicre dis1 kayit soliisyonuna
daldirilarak ilgili hiicrenin 50-100 pm uzagina yerlestirildi. Ilacin ayr ayri her bir
tatbikinden sonra hiicre digt kayit sollisyonu birkagkez taze soliisyon ile degistirilmek
suretiyle hiicreler yikand: ve bundan sonraki kayitlar aymi lamelin uzak noktalarindaki

hiicrelerden saglandi.

Ca*"-bagimhi K™ kanallarimun sorumlu oldugu aksiyon potansiyeli hiperpolarize
edici ard potansiyellere yeni gelistirilen paksilinin ve iberitoksinin g¢esitli

konsantrasyonlar: uygulandi.

4.4. Aksiyon potansiyellerinin kayit edilmesi

Lamel flzerinde yer alan DKG hiicrelerinden kayit i¢in se¢ilen hiicre ters
mikroskobun (Nikon, Japonya) goriintli alaninin ortasina yerlestirildi. Daha sonra pipet
soliisyonu ile doldurulmus patch pipeti mikromanipulatér (Narishige, Japonya) aracilig
ile 6nce kayit soliisyonu igerisine ve kademeli olarak ta hiicre {izerine yerlestirildi. Patch
kenetleme amplifikatérii Axoclamp 2B (Axon Instruments, ABD) siiresi ve frekans:
Digitimer D4030 (Ingiltere) stimulus programlayicist {le kontrol edilen elektrik
dalgalar ile eksternal olarak tetiklendi. 10 pA hiperpolarize edici akim (1 Hz, 100 ms
stireli) uygulamasi ve elektrojenik potansiyelin 6l¢iilmesi ile pipet direnci belirlendi. Bu
esnada voltaj defleksiyonunu gidermek i¢in uygulanan akim amplifikatérden okunarak
pipet direnci belirlendi. Bu esnada voltaj defleksiyonu giderilinceye kadar rezinstans
kompanzasyonu uygulandi ve voltaj defleksiyonunu gidermek igin uygulanan akim

amplifikatorden okunarak pipet direnci mega ohm olarak belirlendi. Bu g¢alismada



direnci 3-7 mega ohm arasinda degigen pipetler kullanildi. Daha sonra osiloskop
ekraninda voltaj gozlenene kadar pipet dikkatle asagiya indirildi. Pipet ucu ile hiicre
ylizeyi arasindaki fiziksel temas direncin arttifinin belirtisi olarak yaklagik 0.5mV luk
bir defleksiyon gésterdi. Miihiir olugmasi i¢in pipet tutucuya silikon bir hortumla bagh
bir enjektorie ¢ok hafif bir negatif basing uygulandi. Birkag dakika igerisinde 5-15 giga
ohm’luk miihtirler gelisti. Osiloskop 20-50mV / division;a ayarlanarak miihiir rezistansi
takip edildi, membram1 zedelememek icin uygilanan akimin siddeti —50 pA ile
sinirlandirildi. Tiim hiicre diyaliz kayit formuna gegildikten sonra akim kenedi modunda
pipet ve hiicre kapasitans kompanzasyonu uygulandi. Tiim hiicre diyaliz formunun
gergeklestirilmesi i¢in genelde hafif ilave negaﬁf basing uygulamas: yapildi. Akim
kenedi kayit modunda once istirahat membran potansiyeli 6l¢iildii ve voltaj injeksiyonu
ile membran potansiyeli istenilen gerilim degerinde tutulur. Amplifikatér g¢ikislar:
osiloskop tizerinde goriintiilendi (Hameg PM3305, 35MHz, two channel oscilloscope)
ve pClamp 7 (Axon Instruments, ABD) program: ile ki‘sisel bilgisayara kayit edilerek

analiz edildi.
4.5. Veri Analizi

Elektrofizyolojik veriler deney sirasinda bilgisayarin hafizasina kayit edildi ve
daha sonra analiz edildi. Analizlerin yapilmasi igin pCLAMP 7.0 (Axon Inst, ABD)
analiz programi kullanildi. 1kHz frekansinda digitalizq edildi (Digidata 1200, Axon
Inst, ABD) ve bilgisayar hafizasinda kayit edildi.

Akim kenetleme sartlarinda aksiyon potansiyeli esik degeri, pik amplitiit,

aksiyon potansiyelinin siiresi ve ard potansiyellerin (hiperpolarize edici) amplitiit ve bu
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gerilimlerin istirahat membran potansiyellerine dsnme zamam 6lgiilerek degerlendirildi.
Kayit degerleri daha sonra yazdinldi (Hewlett Packard).

Tiim veriler ortalama + standart hata (mean+SEM) olarak sunuldu. Istatiksel
analiz ve grafikler Microcal Origin programi (Versiyon 5 Microcal Software Inc, Data
Analysis and Technical Graphics, Northampton, USA) kullanilarak Student’s ¢ testi

veya tek yonlil varyans analizi ile yapildi. p< 0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR

S.1. Aksiyon Potansiyellerinin Kaydedilmesi: KCl-esasli patch pipet soliisyonu
kullanilarak dorsal kok gangliyon (DKG) hiicrelerine tiim hiicre diyaliz patch kenetleme
yonteminin akim kenedi modunda hiicrelerden kayitlar alindi.

Hiicrelerin akim kenetlemenin ardindan 5 dakika siire ile sabit IMP’ne sahip
oldugu belirlendikten sonra (< £ 3mV’luk degisiklikler), aksiyon potansiyelleri aktive
edilerek aksiyon potansiyelleri ile ilgili degerler ve ard potansiyelleri belirlendi.
Caligilan hiicrelerden hiperpolarize edici ard potansiyele 'sahip olanlarin ortalama IMP -
54.2+0.8 mV (n= 28) olarak belirlendi. Toplam 42 hiicrenin 14 tanesinde (% 33
depolarize edici ard potansiyeli (DAP), 28 tanesinde (% 67) hiperpolarize edici ard

potansiyelinin (HAP) mevcudiyeti gozlendi.

5.2. Aksiyon Potansiyeli-Ard Potansiyellerinin Farmakolojik ve Biyofiziksel

Olarak Tamimlanmasi:

IMP?den aktive edilen aksiyon potansiyellerinin ‘sahip oldugu ard potansiyeller
belirlendikten sonra devaml voltaj enjeksiyonu ile hiicreler <50 ile ~120 mV arasinda
kenetlenerek aksiyon potansiyelleri aktive edildi ve ard potansiyellerden amplitiitleri
kullamilarak bu ard potansiyellerden sorumlu iyon kanallart bu potansiyellerin zitlanma
potansiyelleri olarak tespit edildi. Calismada kullanilan soliisyonlarin iyon dengesinden
yararlanarak Nernst denkleminden hesaplanan zitlanma potansiyelleri ile voltaj/akim

iliskisinden elde edilen zitlanma potansiyelleri sonuglar: karsilastirildifinda; depolarize
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edici ard potansiyellerin kalsiyum bagimh klor, Icycas, hiperpolarize edici ard
potansiyellerin ise kalsiyum bagimli potasyum kanal akimlari, Ix(ca), oldugu belirlendi.

Hiperpolarize  edici ard  potansiyellerinin  amplitiitleri  membranin
depolarizasyonu ile zayifladi ve -75 mV’dan itibaren daha depolarize ard
potansiyellerin gostererek zitland1 ve bu zitlanma potansiyeli deney kosullarimiz i¢in
(kullanilan kayit soliisyonlarmin iyon konsantrasyonu) Nernst denklemi kullanilarak
hesaplanan potasyum denge potansiyeli olan —~97 mV’a yakindu.

Hiperpolarize edici ard potansiyeline sahip hiicrelere niflumik asit uygulanmasi
bu ard potansiyellerin ne pik amplitiidiinii (kontrol -11.5+ 1.8 mV, n= 4; niflumik asit —
10.9 £ 1.2 mV, n=4)ve ne de geriye doniisiimiinii (%63 oraninda) etkilemedi, (kontrol;

19+ 5ms,n=4, 18 £5 ms, n=4).

5.3. iberiotoksinin hiperpolarize edici ard potansiyeller iizerine etkisi:

Hiperpolarize edici ard potansiyeller iizerine yeni gelistirilen Ix(ca) kanal blokori
iberiotoksinin etkilerini belirlemek amaciyla sirasiyla 10, 30 ve 50 nM iberiotoksin
uygulandi. Iberiotoksinin 10 pM konsantrasyonu aksiyon potansiyelini de etkileyerek
stiresini belirgin olarak uzatti (n= 3) ve bu esnada gergeklesen agir Ca®" girisi biiyiik
depolarize ard potansiyellerin ortaya ¢ikmasina sebep oldu ve bu durum etkinin

yorumunu zorlastirdig1 i¢in ajanin bu dozu yiiksek kabul edilerek kullanilmad.

[beriotoksinin 10 nM konsantrasyonu aksiyon potansiyelinin kendisi
etkilenmedi ve hiperpolarize edici ard potansiyeller tizerinde daha giivenilir sonuglarin

ortaya ¢ikmasini sagladi. Iberiotoksin (30 nM) hiperpolarize edici ard potansiyelerinin
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pik degerini anlamh olmamakla birlikte azaltirken (n=4, Sekil 1); 50 nM iberiotoksin
hem hiperpolarize edici ard potansiyel pik amplitiit degerini hem de %63 oraninda geri

doniistim sliresini anlamli derecede azaltti, (kontrol —8.3%0.9mV ve 30+5.4ms;

iberiotoksin ~2.84+0.6 mV, 12£3.2 ms, n=5, p<0.05, Sekil 3).

sliresi, ms
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Sekil 1. 30 nM iberiotoksinin aksiyon potansiyeli hiperpolarize edici ard potansiyeli pik
amplitiit degerini ve bu potansiyelin %63 oraninda geri doniigiim stiresi tizerine etkilert,

AHP: hiperpolarize edici ard potansiyel, mV: mili volt, ms: milisaniye
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Sekil 2. 50 nM iberiotoksinin aksiyon potansiyeli hiperpolarize edici ard potansiyeli pik
amplitiit degerini ve bu potansiyelin %63 oraninda geri doniigiim siresi {izerine etkileri,

AHP: hiperpolarize edici ard potansiyel, mV: mili volt, ms: milisaniye, *: p<0.05.
5.4. Paksilinin hiperpolarize edici ard potansiyeller iizerine etkisi:

flave deneylerde hiperpolarize edici ard potansiyeller iizerine paksilinin etkileri bu
ajanin 1, 10 ve 30 uM konsantrasyonlar: kullanilarak arastirildi.

1 uM paksilin uygulamasi kontrol sartlarinda —11.442.1 olan ortalama amplitiit
degerini —9.8 + 2.2 degerine inhibe etti; fakat bu etki istatistiksel olarak anlamli degildi
(n= 4, p>0.05, Sekil 2). "Paksilinin bu konsantrasyonu hiperpolarize edici ard
potansiyellerin %63 oraninda geri doniigiim siiresini de anlamli diizeyde etkilemedi,

(kontrol 38+6.6ms; paksilin 32 + 5.4 ms, n=4, p<0.05).
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Sekil 3. 1 uM paksilinin aksiyon potansiyeli hiperpolarize edici ard potansiyeli pik
amplitiit degerini ve bu potansiyelin %63 oraninda geri dontistim siiresi {izerine etkileri,

AHP: hiperpolarize edici ard potansiyel, mV: mili volt, ms: milisaniye

10 uM paksilin uygulamas: kontrol sartlarinda ~9.142.2 olan ortalama amplitiit
degerini 4.7 + 1.7 degerine inhibe etti (n= 6, p<0.05, Sekil 4). Paksilinin bu
konsantrasyonu hiperpolarize edici ard potansiyellerin %63 oraninda geri déniisiim
sliresini de anlamli diizeyde azaltti, (kontrol 32+4.3ms; paksilin 18 * 4.4 ms, n=6,

p<0.05).
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Sekil 4. 10 uM paksilinin aksiyon potansiyeli hiperpolarize edici ard potansiyeli pik
amplitiit degerini ve bu potansiyelin %63 oraninda geﬁ doniislim siiresi tizerine etkileri,

AHP: hiperpolarize edici ard potansiyel, mV: mili volt, ms: milisaniye

30 uM paksilin uygulamasi kontrol sartlarinda —10.843.1 olan ortalama amplitiit
degerini 2.8 + 1.3 degerine inhibe etti (n= 6, p<0.05, Sekil 6). Paksilinin bu
konsantrasyonu hiperpolarize edici ard potansiyellerin %63 oraninda geri dodniigiim

stiresini de anlamli diizeyde azaltti (kontrol 41.4+5.2ms; paksilin 9 = 0.9 ms, n=6,

p<0.05).
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Sekil 5. 30 uM paksilinin aksiyon potansiyeli hiperpolarize edici ard potansiyeli pik
amplitiit degerini ve bu potansiyelin %63 oraninda geri doniisiim siiresi {izerine etkileri,

AHP: hiperpolarize edici ard potansiyel, mV: mili volt, ms: milisaniye
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6. TARTISMA VE SONUC:
Noronlarda ozellikle tekrarlayan aksiyon potansiyeli esnasinda hiicre igine Snemli
miktarlarda kalsiyum girisinin ger¢eklestigi daha 6nceki ¢aligmalarda ortaya konmustur.
En yaygin hiicresel ikincil habercilerden biri olan kalsiyumun hiicre igine girisi ve hiicre
i¢ci serbest kalsiyum konsantrasyonunu artisi néronlarda hiicresel uyarilabilmenin
kontrolii, gen ekspresyonu, nérotransmitter saliverilmesi, enzim aktivasyonu, ve
kalsiyum bagimli iyon kanallarimin aktivasyonunun da yer aldigi pek ¢ok hiicresel
olayda rol oynar (42, 59). Dinlenme halinde kalsiyum hiicre igi ve hiicre dis1
kisimlarda bulunur ve hiicreler igin dinlenme halindeki seviyeleri bu hiicresel
sinyallesmelerde rol oynamaz. Ekstraseliiler kalsiyum (ekstraselﬁler viicut sivilan ve
plazmadaki) bagl ve serbest (iyonize) kalsiyum seklinde bulunur. Sitoplazmik kalsiyum
sinyalleri hiicre igi serbest kalsiyum diizeyindeki artisa bagli olarak ortaya ¢ikar. Hiicre
i¢i serbest kalsiyum diizeyi ise ya hiicre disindan voltaj ya da ligand kapili membran
kalsiyum kanallar1 aracilig ile Ca’" girisi ya da hiicre i¢i kalsiyum depolarindan Ca*
saliverilmesi ile gergeklesir (42). Daha sonra artan bu kalsiyum ya aktif mekanizmalarla
hiicre digina atilir ya da hiicre igi kalsiyum depolarina geri alinarak hiicresel kalsiyum
homeostazisi saglanir (42). Boylece hiicre igi Ca* depolar1 hem kalsiyum diizeylerinde
artigta kalsiyum kaynagi olarak hem de Ca** sinyéllerinin sonlanmasinda  Ca**
homeostazis organeli olarak gorev yaparlar. Hiicre i¢i kalsiyum depolarinin
farmakolojisi ve fizyolojik rolleri gesitli derlemelerde ele alinmustir (34, 60) ve bu
calisma voltaj bagiml kalsiyum kanallar1 tizerine pineal hormon melatoninin etkilerinin
arastirilmasim1  konu aldigindan hiicre igi kalsiyum depolar1 konusunda detaya
giriimeyecektir. Ayrica sigan dorsal k6k gangliyon (DKG) hiicrelerine ryanodin, kafein

(4), sifingolipidler (5), sikkik ADP riboz gibi ajanlara duyarl: hiicre i¢i kalsiyum
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depolarinin varhi1 gosterilmistir. Bu ¢aligmada iizerinde galisilan hiperpolarize edici ard
potansiyeller bu hiicrelerde gergeklestigi bilinen (4) kalsiyum tetiklemeli kalsiyum
saliverilmesi sonucunda artan hiicre i¢i serbest kalsiyuma bagli olarak potasyum
kanallarinin aktive olmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. . Hiicre ici serbest kalsiyum
diizeylerinde voltaj bagimli kalsiyum kanallarimin agilmasi sonucu meydana gelen
artigin akut etkilerine ilaveden gesitli kalsiyum bagimli enzimatik olaylar aktive olur.
Kalsiyumun bu yavag etkileri arasinda sinaptik plastisite, gen ekspresyonunun
dlizenlenmesi, noéronal gelisme, Ogrenme ve hafiza gibi son derece Onemli

mekanizmalarin yer aldig: bildirilmistir (20).

Calismada, sigan dorsal kék gangliyon sinir hiicrelerinde hiperpolarize edici ard
potansiyellerden sorumlu iyon kanal akimimn kalsiyum bagimli potasyum kanal
blokerleri ve temel hiicresel biyofiziksel yaklagim olan zitlanma potansiyeli ¢alismalar
ile belirlenmesi amaglanmis ve bu biyofiziksel ve farmakolojik yaklasimlarla bu iyon
kanallarinin kalsiyum bagimli potasyum kanal akimlarimn oldugu daha 6nceki
calismalarla uyumlu olarak tespit edilmistir (30, 52).

Yﬁksek iletkenlikli kalsiyum bagimli potasyum kanallar1 omurgalilarin sinir
sisteminde ve diiz kaslar ve epitel doku gibi diger dokularda bulunmaktadir (52). Bu
potasyum kanal tipinin aksiyon potansiyeli esnasinda active oldugu ve aralarinda
hipokampus ndronlarimin da yer aldidi pek ¢ok noron tipinde aksiyon potansiyeli
repolarize edici fazim kontrol ederek aksiyon potansiyeli atesleme sikligim

belirledikleri bilinmektedir (53, 58)
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Hiperpolarize ve depolarize ard potansiyeller KTKS sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
KTKS néronal uyarilabilmenin kontrolii yaninda, lokal sinyallerin amplifikasyonunda
Onem tagimaktadir. KTKS sonucu aktive olan hiperpolarize ard potansiyellerden
sorumlu Ig(ca) kanallarinin farmakolojisinin belirlenmesi bu bakimlardan Snem
ta§1m§ktad1r.

Baglica ii¢ alt gruba ayrilan kalsiyum bagimli potasyum kanallann aksiyon
potansiyellerinin sekillenmesinde rol oynayarak ve atesléme paternlerini kontrol ederek
noronal fonksiyonlarda dnemli roller oynar (52). Yiiksek iletkenlikli kalsiyum bagimli
potasyum kanallan aksiyon potansiyelinin repolarizasyon fazi esnasinda aktive olarak
hizl1 hiperpolarize edici ard potansiyelleri (C akimu olarak da adlandiriimaktadirlar, 30,
35), dustik iletkenlikli kalsiyum bagimli potasyum kanalalri ise tek ya da bir grup
aksiyon potansiyelinden sonra aktive olur ve orta siireli hiperpolarize edici ard
potansiyellere katkida bulunur (49), tigiincii grup diisiik iletkenlikli kalsiyum bagiml

potasyum kanallar1 yavas hiperpolarize edici ard potansiyellerin olusumunda rol oynar

Distik iletkenlikli kalsiyum bagimli potasyum kanallarinin aksine diisiik ve orta
iletkenlikli kalsiyum bagimli potasyum kanallar1 karibdotoksin ve iberiotoksin gibi
selektif kalsiyum bagimli potasyum kanal blokdrleri ile farmakololojik olarak

bloklanarak tanimlanabilirler (30).

Hiperpolarize edici ard potansiyellerin ortaya ¢ikmasinda rol oynayan Ik(ca
kanallarimn TEA direngli oldugu fakat apamin ile bloklandig1 daha énceki ¢aligmalarla
ortaya konmustur (30). Bu c¢alismada ise iberiotoksinin hiperpolarize ard

potansiyellerinin %63 oraminda geriye dontsiim zamaninmi hizlandirmast bu ard
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potansiyelin yavas Iga kanallarimn sorumiu oldugu kismuni  baskiladigini
gostermektedir.

Iberiotoksinin yiiksek dozlarda (10 uM) aksiyon potansiyeli siiresini etkilemesi
bu ajanin potasyum kanallarimi bloklamasina baglidir, bunun sonucunda aksiyon
potansiyeli pik degeri, stiresi etkilenmekte ve bu uzun stiren AP esnasinda agir miktarda
Ca®* girisi depolarize ard potansiyellerin ortaya gikmasim saglamakta ve apaminin ard

potansiyeller tizerindeki etkisini yorumlamasi zor bir duruma sokmaktadir.

Toplam 42 hiicrenin 14 tanesinde (% 33) depolarize edici ard potansiyeli (DAP),

28 tanesinde (% 67) hiperpolarize edici ard potansiyelinin (HAP) mevcudiyeti gézlendi.

Calismada kullanilan iberiotoksin ve paksilinin konsantrasyonlar: daha once bu

ajnalart kullanilan ¢aligmalarda kullanilan dozlarla uyumludur (45)

Paksilinin sigan dorsal kék ganglion sinir hiicre kiiltiirlerinde aksiyon potansiyeli
hiperpolarize edici ard potansiyellerini bloklamas: bulgusu; duyusal hiicreler olan bu
hiicrelerde ilk defa elde edilen bir bulgudur. Yiiksek doziarda non-spesifik etkiyle voltaj
bagimli potasyum kanallarini bloklayarak aksiyon potansiyeli sliresini etkilemesi ve
suda iyl ¢ozlinmemesi bu ajanin Snemli dezavantajldxr‘. Ajanlar dimetil formamid
icerisinde ¢oziildi. Kontrol ¢aligmasi yapilmamis olmakla birlikte klorotoksinin
¢oziinmesinde kullanilan DMF’in depolarize edici ard potansiyellere inhibitor etkisinin
olmas: diistiniilmemektedir. %0.03 konsantrasyonlarda DMF’nin sigan dorsal kok
gangliyon hiicrelerinde gerek tiim hiicre diyaliz membran potansiyelleri gerekse yliksek

voltajla aktive olan kalsiyum kanallarina anlamli bir etkisinin olmadig: bildirilmistir (4).
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Kalsiyum bagiml potasyum kanallar1 membran depolarizasyonuna ve hiicre igi
serbest kalsiyum miktarindaki artisa bagli olarak active olduklarindan dolay1 bu iyon
kanallarinin voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 aracilig1 ile bu hiicrelere kalsiyum girisini
ve bu hiicrelerden nérotransmitter saliverilmesi ile bu hiicrelerin uyrailabilmesinin
kontroliinde rol oynadiklar: sanilmaktadir. Hipokampus néronlarinda yapilan yeni bir
¢alismada bu iyon kanallarinin sadece néronal uyarilabilmeyi kontrol etmekle kalmay1ip
aymi zamanda hiicreye artmuig kalsiyum girisi ve depolarizasyon esnasinda aktif
glutamaterjik presinaptik bolgelerde kontrol gérevi iistlendiklerini g&stermektedir. Bu
ozellikleri dolayisi ile bu kanallarin epileptik ataklar ve beyin iskemisi gibi asir
depolarizasyon ve kontrolsiiz kalsiyum girisi esnalarinda “acil fren” gorevi iistlendikleri
ileri stirtilmektedir (24, 39).

Bu iyon kanalalrimin agilmasi membrani potasyum denge potansiyelie dogru
yonelterek hiperpolarize edeceginden; bu kanallar: bloklayan ajanlarin (bu galigmada
test edilen paksilin ve iberiotoksin) direk ya da indirek olarak hiicre uyarilmasi ile bu
hiicrelerde ndrotransmitter saliverilmesini artirabilecegi diigtiniilmektedir. Bundan
dolay1 yiiksek iletkenlikli kalsiyum bagimli potasyum kanallarin agumasi hiicreleri
eksitotoksik ataklara kars: korumaktadir. Hipokampal néronlarda yapilan bir ¢aligmada
iberiotoksin ve paksilin uygulanmasinin iskemi sonrast hasar1 artird1g1 ortaya konmustur
(50).

Dorsal kok gangliyon néronlarn duyusal noronlar olup basta agn iletiminde rol
oynamaktadirlar. Daha Onceki bir galismada sigan DKG néronlarinda etanoliin yiiksek
iletkenlikli potasyum kanallarmin aktivasyonuna yol agarak aanaljezik etki meydana

getirdigi gosterilmistir (55). Daha ¢ok kiigiik tip DKG néronlarinin A-delta ve C lifleri
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ile alakali oldugu ve nosisepsiyonda rol aldig: bildirilmekle beraber mevcut ¢aligmada

DKG hiicreleri arasinda alt tiplendirme yapilmad.

Caligsmada elde edilen aksiyon potansiyeli ard potansiyellerinin = %33 ADP ve =
% 67 AHP oraninda dagilim gostermesi sigan DKG hiicrelerinde daha 6nce yapilan
calismalarla uyum gostermektedir (4). Calismamizda elde edilen zitlanma potansiyelleri
ile Nernst denkleminden hesaplanan denge potansiyelleri arsindaki farkin ayni anda
mevcut fakat egemen olmayan diger membran kanali iletkenliklerine bagli oldugu
sanilmaktadir. Baz1 hiicrelerde her iki tip ard potansiyelinin birlikte bulunmasi; kayit
kosullarimizin fizyolojik kosullari maksimum oranda taklit etmesinden (hi¢bir iyon
kanali gecirgenliginin bloklanmamis olmasi) dolay: ile anlasilir olmasina ragmen
farmakolojik ajanlarin  etkisinin  yorumlanmasini  zorlagtirmaktadir. Fakat voltaj
kenetleme c¢aligmalar1 istene iyon kanalini farmakolojik olarak izole edip ¢alismayi
miimkiin kilabilir. Daha kesin ifadeler i¢in kalsiyum sélatérleri de kullanilarak voltaj
kenetleme ve tek kanal akimi ve hiicre i¢i Ca** imaj ¢alismalar: faydali olacaktir.

Ayrica iberiotoksinin diistik dozlan ile karibdotoksinin sadece hiperpolarize ard
potansiyellerine sahip hiicrelere birlikte uygulanmasi bu ard potansiyellerin
olusmasinda rol oynayan iyonik mekanizmanin daha iyi taninmasini saglayacak

farmakolojik yaklasim olacaktir
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