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ERG Ether a go - go geni

MSS Merkezi sinir sistemi

SOK Stiperiyor oliver kompleks

VKC Ventral kohlear ¢ekirdek
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AVKC Anteroventral kohlear ¢ekirdek
PVKC Posteroventral kohlear ¢gekirdek
EPSP Eksitatorik post sinaptik potansiyel
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mV Milivolt

In Karigik katyon (Ih) akimi1

PTSH Peri stimulus time histogram grafigi
SH Standart Hata
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OZET

KOHLEAR CEKiRDEK NORONLARINDA ERG KANALLARININ
ELEKTROFIiZYOLOJIK OLARAK iINCELENMESI

Caner YILDIRIM
Doktora Tezi, Fizyoloji Anabilim Dali
Tez Damsmani: Prof. Dr. Ramazan BAL
Mayis 2017, 112 sayfa

ERG (Ether a go go iliskili gen) kanallar1 (Kv 11); voltaj bagimli potasyum kanal ailesine
ait olan, kendi igerisinde ERG1 (Kv1l.1), ERG2 (Kv1l.2) ve ERG3 (Kv11.3) olmak
tizere {i¢ alt tipi bulunan bir iyon kanal grubudur. ERG kanallarinin isitme yolaginin ilk
cekirdegi olan kohlear ¢ekirdek ndronlarinda nasil bir farmakolojik ve biyofiziksel
ozelliklere ve fonksiyona sahip oldugu bilinmemektedir. Bu nedenle ventral kohlear
cekirdek (VKC) noronlarindan yildiz tipi (stellate), ahtapot tipi (octopus) ve gali tipi
(bushy) hiicrelerinde ERG kanallarinin biyofiziksel ve elektrofizyolojik ozellikleri ile
fonksiyonel rollerinin arastirilmast amaglanmaistir.

Bu ¢alisma i¢in 14-17 giin yasta toplamda 70 adet fare kullanildi. Kohlear ¢ekirdekten
kesitler alinarak ERG kanallariin elektrofizyolojik karakterizasyonu yama kenetleme
(patch clamp) teknigi kullanilarak yapildi.

Akim kenetleme ¢aligmalarinda, ERG kanal blokorleri olan terfenadin (10 uM) ve E-
4031 (10 pM) uygulamasi her ti¢ hiicre grubunda input direncini arttirmistir (p<0,05).
Yildiz tipi ndronlarda spontan aktiviteyi ve kare dalga akimina yanit olarak olusan
aksiyon potansiyeli (AP) frekansinin arttirdig1 gozlendi (p<0,05). Her ii¢ hiicre grubunda
da uyarilabilme esik degerini diisiirdiigii tespit edildi (p<0,05).

Voltaj kenetleme ¢alismalarinda ERG kuyruk akiminin kararli durum aktivasyon egrisi
cizilerek, kanallarin yar1 aktivasyon voltaj degeri (Vos) ve egrinin egim derecesi (K
faktor) bulundu. Bu degerler her ii¢ hiicre tipi i¢in ortalama olarak yaklasik -50 mV ve 7
mV olarak hesaplanmistir. inaktivasyon egrisinden belirlenen Vos, -70 ila -78 mV
arasinda ve k faktor ise 7-10 mV arasinda bulunmustur.

Sonug olarak, elde edilen veriler, ERG kanallarinin yildiz tipi néronda AP frekansina,
yine her ¢ hiicre tipinde de uyarilabilirlik esik degerine ve istirahat zar potansiyelinin
olusmasina katkida bulundugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: ERG kanallari, yama kenetleme, elektrofizyoloji, kohlear ¢ekirdek,
isitme yolagi



ABSTRACT

ELECTROPHYSIOLOGICAL INVESTIGATION OF ERG CHANNELS IN
THE COCHLEAR NUCLEUS NEURONS

Caner YILDIRIM
Ph.D Thesis, Department of Physiology
Supervisor: Prof. Dr. Ramazan BAL
May 2017, 112 page

ERG (Ether a go go related gene) channels (Kv 11) are the members of the voltage-
dependent potassium channel family, which have three subtypes as ERG1 (Kv 11.1),
ERG2 (Kv 11.2), ERG3 (Kv11.3). Electrophysiological, biophysical properties of ERG
channels and their functions are not known in the cochlear nucleus (CN) neurons, which
is the first relay station of auditory pathway. For that reason, we aimed to study
pharmacological and biophysical properties and their functions in the stellate, bushy and
octopus neurons of the ventral cochlear nucleus (VCN).

A total of 70 mice at 14-17 day-old were used for this study. Electrophysiological
characterization of ERG channels was performed using patch clamp technique in CN
slices.

In current clamp, application of ERG channel blockers, terfenadine (10 uM) and E-4031
(10 uM), significantly increased input resistance in all the three cell types (p<0,05. In
stellate cell, they also increased a spontaneous activity and frequency of action potential
(AP) induced by square current pulse (p<0,05). In all the cell types, it was found that
terfenadine (10 uM) and E-4031 (10 uM) significantly reduced threshold for induction of
APs with square current pulses (p<0,05).

Tail ERG currents were measured under voltage-clamp. Steady state activation curve for
ERG tail current was determined, yielding a half-activation voltage (Vo) and slope factor
(k factor) of approximately -50 mV and 7 mV respectively for all the three cell types.
Steady-state inactivation curve had half-inactivation voltages (Vo) and k factors between
-70, -78 mV and 7-10 mV respectively.

In conclusion, the findings obtained in the present study suggest that ERG channels
appear to contribute AP frequency in stellate cells, threshold for AP induction by current
injection and resting membrane potentials in all the three cell types.

Keywords: ERG channels, patch clamp, electrophysiology, cochlear nucleus, auditory
pathway



1. GIRIS VE AMAC

ERG “ether a go - go geni ile iliskili” kanallari, 1969 yilinda eter ile anestezi edilen
sineklerdeki bacak hareketlerinin, zamanin popiiler dansi olan “the go-go” dansina
benzetilmesi nedeniyle, “ether a go-go” seklinde isimlendirilmistir (1). Voltajla aktive
olan potasyum kanal ailesinin bir alt grubu olan ERG kanallar1 hem merkezi sinir
sisteminde (MSS) hem de kalpte yaygin olarak ifade edilmistir. Beyinde ilk olarak
hipokampiis bolgesinden izole edilen bu kanal akimlarmin ndronal sistemde
elektrofizyolojik 6zellikleri ve fonksiyonel rollerine dair pek fazla bilgi bulunmamaktadir
(2). ERG kanallar1 ile ilgili yapilan ¢alismalarin beyinden ziyade daha ¢ok kalp {izerine
odaklandig1 goriilmiistiir. Pek ¢ok dokuda ifade edilmesine ragmen ERG kanallarinin

fizyolojik rolleri en iyi kardiyak ventrikiiler hiicrelerde ortaya konmustur (3).

Kalp hiicrelerinin yani sira diger uyarilabilir hiicrelerde de ifade edildigi bilinen ERG
kanallarinin istirahat zar potansiyelinin belirlenmesinde ve diizenlenmesinde gorev aldig1
bildirilmistir (3). Noronlarda ise bu kanallarin aksiyon potansiyelinin siiresi, frekans,
hiicrelerin atesleme deseni ve uyarilabilirligin kontrolii gibi 6nemli bazi fizyolojik

fonksiyonlarda aktif olarak rol oynadigi rapor edilmistir (4-7).

Kohlear ¢ekirdek, MSS’de isitme sinyallerinin islendigi ilk yer olmasi nedeniyle
onemlidir. Burada yer alan néronlarin sahip oldugu iyon kanal tipleri, bu kanallarin ifade
edilme dereceleri, noronlardaki lokalizasyonlar1 ve biyofiziksel ozellikleri, islenilen
isitsel sinyallerin 6zelliklerini belirledigi ileri sitirtilmistiir (8). Kohlear ¢ekirdekte iyon
kanallarinin biyofiziksel, farmakolojik ve elektrofizyolojik 6zelliklerinin anlasilmasi ve
fonksiyonlarinin belirlenmesi amaciyla yapilan pek c¢ok c¢alisma mevcuttur. Bu
calismalarda birbirinden tamamen farkli biyofiziksel ve fonksiyonel 6zelliklere sahip
olan ii¢ ayr1 ndron grubu morfolojik ve elektrofizyolojik agidan tanimlanmistir. Bu ndron
gruplarinda pek c¢ok iyon kanalinin fizyolojik, farmakolojik ve biyofiziksel
karakterizasyonlari1 yapilmis olup ilgili ¢ekirdekte nasil bir fonksiyon tistlendikleri, sinyal

olusumuna ve iletimine ne derecede katkida bulunduklari tanimlanmistir (9-11).

MSS’de ERG kanallar1 iizerine yapilan ¢alismalar ve elde edilen veriler ¢ok sinirli

diizeydedir. S6z konusu kanalin kohlear ¢ekirdek néronlarinda bulunup bulunmadigi,
3



bulunuyorsa nasil bir farmakolojik, elektrofizyolojik ve biyofiziksel 6zelliklere sahip
oldugu, isitsel sinyallerin olusumunda, islenmesinde ve iletilmesinde ne tiir bir fonksiyon
iistlendigine dair higbir ¢alisma ve veriye rastlanilmamistir. Oysa beynin diger bazi
bolgelerinde hem immunohistokimyasal hem de elektrofizyolojik metodlar kullanilarak
ERG kanallarinin farmakolojik ve biyofiziksel karakterizasyonu yapilmis olup

tistlendikleri fonksiyonlar agiga ¢ikarilmistir (1, 12-14).

Bu ¢aligma ile dnce ventral kohlear ¢ekirdekte karakterize edilmis olan ti¢ farkli néron
grubunda (yildiz, ahtapot ve ¢ali tipi néronlar) ERG kanallarinin hiicre uyarilabilirligini
nasil etkiledigi, aksiyon potansiyelinin sekli ve frekansina katkida bulunup bulunmadigi
akim kenetleme teknigi ile aragtirildi. Daha sonra voltaj kenetleme teknigi kullanilarak
spesifik iyon kanal1 antagonisti kimyasal ajanlar (terfenadin ve E-4031) yardimiyla ERG
kanal akimlar1 kuyruk akimi olarak izole edildi. Bu akimlarin analiz edilmesiyle birlikte
kanallarin aktivasyon, inaktivasyon ve deaktivasyon kinetikleri ile biyofiziksel 6zellikleri
s0z konusu kohlear ¢ekirdek noronlarinda ilk kez ortaya konarak literatiire kazandirilmasi

amaglanmstir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Isitme yolag

2.1.1. Giris

Ses, hava veya su gibi ortamlarda iletilen basing degisimleri ya da dalgalaridir. Ses; deniz
seviyesinde havada yaklasik olarak 340 m/sn hizla yayilir iken suda 1500 m/sn hizla
yayilir. Sesin dogal 6zelligi iki parametre ile belirlenir. Bunlardan birisi ses frekansidir
ve saniyedeki dongii sayis1 olup hertz birimi (Hz) ile dlgtilmektedir. Diger parametre ise
sesin siddeti ya da yogunlugudur. Sesin yogunlugu, kaynagindan olan uzakliginin karesi

ile ters orantili olarak azalir ve birimi desibeldir (15).

Kulaklarin isitebilecegi frekans araligi tirler arasinda degiskenlik gostermektedir.
Sicanlarda 0.25-70 kHz, farelerde 2-70 kHz, kobaylarda 0.2-45 kHz, kedilerde 0.125-60
kHz ve insanlarda 0.02-20 kHz araliginda degistigi belirtilmistir (15). Yarasa gibi bazi
memeli hayvanlarin kulaklar1 150 kHz’e kadar ses frekanslarina duyarlidir (16). Kohlear
cekirdegin rezonans 6zelliginden dolay1 kohleanin uzunlugu boyunca tiiy hiicrelerinin
pozisyonu ile kulaklarin yanit verebilecegi frekans duyarliligi arasinda direkt bir iliski
oldugu belirtilmektedir. Oval pencereye yakin olan kohleanin taban bolimii yiiksek
frekansli seslere duyarli iken, kohleanin u¢ (apeks) kismu diisiik frekansli seslere
duyarlidir. Kohleanin uzunlugu boyunca tily hiicrelerinin pozisyonu, kulaklarin yanit

verebilecegi frekans duyarliligini belirler. Bu durum “tonotopik organizasyon” olarak
bilinmektedir (15).

2.1.2. Kulak anatomisi

Kulak; kulak kepgesi (aurikula) ve kulak zarindan olusan dis kulak, ¢eki¢ (malleus), 6rs
(incus) ve lizengi (stapes) kisimlarindan olusan orta kulak, kemiksi ve zarsi labirentlerden
olusan i¢ kulak olmak {izere ti¢ boliimden olusmaktadir (Sekil 1) (17). Kulak kepgesi
denilen dis kulak, deri ile kapl ve kikirdak ile desteklenmektedir. Sesleri etkili bir sekilde
toplayarak dis kulak yolu (meatus auditory externus) araciligiyla isitme kanalina
yonlendirir. Fakat kulak kepgesi herhangi bir yonden gelen seslere ayni duyarliligi
gostermemektedir. Bu ozelligi ile kulak kepgesi seslerin uzaysal lokalizasyonunu
belirleme yetenegine sahiptir. Isitme kanali ses dalgalarini yaklasik 9 mm capinda olan
timpanik ya da kulak zarina iletir. Di1g kulak ile orta kulak birbirinden kulak zari ile
ayrilmaktadir (17).
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Sekil 1. Kulak anatomisi ve kulagin boliimleri. Ref. (20)’den uyarlanmastir.

Orta kulak; igerisi hava ile dolu olan bosluklu bir yapidir ve staki borusu vasitasiyla
farinksle baglant1 halindedir. Ses dalgalarinin olusturmus oldugu titresimler ¢ekig, ors ve
tizengi kemikcikleri araciligiyla orta kulak boyunca iletilir. Ceki¢ kemiginin tabani
timpanik zara yapisiktir ve diger ucu ligamentoz bir yapi ile 6rs kemikgigi ile baglanti
kurar. Benzer bir sekilde ors kemikgigi de ligament yap1 araciligiyla {izengi kemigi ile
baglant: kurmaktadir. Uzengi kemikgigi ise oval pencere araciligiyla kemiksi labirenti
zars1 labirentte baglar. Oval pencerenin hemen altinda ise kohlea yer almaktadir (17).

Kohlea; baziller ve reissner adindaki iki zar ile skala vestibuli, skala media ve skala

timpani olmak tizere ii¢ boliime ayrilir. Reissner zari, skala vestibuli ile skala medyay1



birbirinde ayirirken, baziller zar skala medya ile skala timpaniyi birbirinden ayirmaktadir
(Sekil 2) (17).

Skala
vestibuli

Skala
- —— e T media

Reissner
zarl

Korti
organi

P~ Skala
Spiral J ~ timpani
ganglion Baziller
zar

Sekil 2. Kohleanin zars1 yapisi. Ref. (20)’den uyarlanmuistir.

Ses basicinin kulak zarimi igeriye dogru ittirmesi neticesinde kemikgiklerden sonuncu
olan iizengi kemigi, taban yiizeyini oval pencereye dogru hareket ettirir. Uzengi
kemiginin taban boliimiiniin bu hareketi skala vestibuli igerisinde bulunan sivinin yer
degistirmesi ile sonuglanir. Boylece sivi igerisinde olusan basing dalgasi kohleanin
baziller zar1 ile skala timpaniye aktarilir. Bu basin¢ dalgasi i¢ kulakta bulunan tiiy
hiicrelerinin mekanik olarak yer degistirmesine neden olur ve sonug olarak ses dalgalar

noral sinyallere doniistiiriiliir (18).

Isitsel sistem; isitsel sinir araciliryla (8. &n kafa siniri, kohlear sinir) kohleanin spiral
ganglionlarindan inputlar alir. Spiral ganglionda bulunan hiicrelerin aksonlarindan olusan
isitsel sinir; dis kulaktan gelen isitsel sinyallerin islendigi ilk ¢ekirdek olan kohlear
¢ekirdege projekte olur (Sekil 3).
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Sekil 3. Kohlear sinirin kohlear ¢ekirdege projeksiyonu. Ref. (17)’den uyarlanmstir.

2.1.3. Tsitsel sinir (8. kranial sinir)

Isitsel sinir; afferent ve efferent olmak iizere iki tip sinir lifinden olusmaktadir. Afferent
sinir lifleri isitsel sinyalleri kohlear ¢ekirdek kompleksine tasirken, efferent sinir lifleri
superior oliver gekirdekten (SOK) korti organina tasir. Afferent isitsel sinir liflerinin; i¢
tily hiicrelerini innerve eden tip I bipolar spiral ganglion hiicrelerinden gelen kalin
miyelinli olan sinir lifleri ve dig tily hiicrelerini innerve eden tip Il monopolar spiral
ganglion hiicrelerinden gelen ince miyelinsiz sinir lifleri olmak {izere iki tipi

bulunmaktadir (19).

Kedilerde yapilan ¢aligmalarda afferent isitsel sinir liflerinin % 90-95’inin tip | sinir lifleri
oldugu ve bunlarin sadece i¢ tiiy hiicreleri ile baglanti kurdugu gdosterilmistir. Her 1if
dallanma yapmaksizin tek bir i¢ tily hiicresi iizerine uzanir. Her ig¢ tiiy hiicresi yaklasik
olarak 20 farkli lifle sinaps yapmaktadir (20). Ayn1 ¢alismada tip I sinir liflerinin esik
deger hassasiyeti, spontan aktivitesi ve morfolojik o6zelliklerine bakilarak ti¢ tipi
karakterize edilmistir. Bunlar arasinda; caplar1 biiyiikk olan lifler; diisiik esik deger
hassasiyetine, yiiksek spontan aktiviteye sahiptir ve i¢ tiiy hiicrelerinin lateral taraflari
tizerine yerlesik oldugu belirtilmistir. Aksine yiiksek esik deger ve diisiik spontan
aktiviteye sahip olan lifler ise ince bir yapida olup i¢ tiiy hiicrelerinin medyal yiizleri
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tizerine yerlesim gosterdikleri rapor edilmistir (21). Tip 11 lifler, miyelinsiz yapida olup
kiigiik unipolar ganglion hiicrelerinden gelen tiim isitsel liflerin % 5’ini olustururlar. Tip
I liflerinin aksine tip II lifleri olduk¢a dallanmis bir morfolojiye sahip olmakla birlikte
yaklasik olarak 6-100 arasinda dis tity hiicresi ile sinaps yaptiklar1 bildirilmistir (20).

Isitsel sinirin afferent liflerin yam sira, lateral ve medyal olmak iizere iki efferent lif
sistemi de bulunmaktadir. Lateral efferent sistem i¢ tiiy hiicrelerini innerve ederken

medyal efferent sistemin dis tiiy hiicrelerini innerve ettigi bilinmektedir (22).

2.2. Kohlear ¢ekirdek

2.2.1. Kohlear ¢ekirdek anatomisi

Kohlear cekirdek, isitsel sinir kokiinilin girisinde pons ile medulla oblongata arasindaki
siirda yerlesen ve kohleadan gelen tiim efferent ¢ikislart alan isitsel bilgilerin iglendigi
ve bu bilgilerin daha iist merkezlere iletilmesiyle gérevli olan hiicrelerin bulundugu bir
noral yapidir (9, 23). Kohlear ¢ekirdek néronlarinin aksonlari isitsel bilgiyi daha yiiksek
isitsel merkezlere iletmek i¢in dorsal, intermedyal ve ventral akustik stria olmak iizere ii¢
temel yolu kullanmaktadir. Baz1 kaynaklarda ventral akustik stria, trapezoid cisim olarak
da adlandirilmaktadir. Ayn1 zamanda kohlear ¢ekirdegin; korteks, orta beyin ve isitsel

beyin sap1 ¢ekirdeklerinden gelen inici projeksiyonlar: da aldigi rapor edilmistir (16).

Kohlear ¢ekirdek, anatomik olarak; projeksiyonlari, afferent innervasyonlar1 ve
fonksiyonlar1 farkli olan ventral kohlear ¢ekirdek (VKC) ve dorsal kohlear ¢ekirdek
(DKC) olmak tizere iki kisimdan olusur. Ventral kohlear ¢ekirdek (VKC) kedilerde hem
hacimsel olarak, hem de hiicre sayist bakimindan kohlear ¢ekirdegin en biiyiik
bolimiidiir. VKC isitsel sinirin innervasyon seyrine bagl olarak anteroventral kohlear
¢ekirdek (AVKC) ve posteroventral kohlear ¢ekirdek (PVKC) olmak iizere iki farkli
anatomik bolgeye ayrilir (Sekil 4). AVKC isitsel sinirin yiikselen dali (ascending) ile
innerve olurken, PVKC’nin ise inen (descending) dali ile innerve oldugu bildirilmektedir
(Sekil 5) (24).

Dorsal kohlear g¢ekirdekte fusiform, cartwheel, graniil ve giant olmak tizere dort ayri
hiicre tipi karakterize edilmistir. Bu hiicrelerin dogrudan inferior kollikulusa projekte
olduklar1 tespit edilmistir. Ventral kohlear ¢ekirdekte ise yildiz (stellate), ahtapot
(octopus) ve ¢al1 (bushy) olmak tizere ti¢ farkli hiicre tipinin bulundugu ve bu hiicrelerin

farkl1 elektrofizyolojik 6zellikleri oldugu daha 6nceki ¢alismalarda belirtilmistir (25).
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Sekil 4. Kohlear ¢ekirdegin morfolojisi, hiicre tipi ve lokalizasyonlari. Ref. (23, 24)’den

uyarlanmustir.

Kedilerde VKC’de bulunan toplam hiicre sayisi, yaklasik olarak isitsel sinir lifinin toplam
sayisina ¢ok benzerdir. 50.000’e yakin isitsel sinir lifi bulunan kedi kohlear ¢ekirdeginde
en ¢ok bulunan hiicre 36.600°1 kiiresel ve 6.300°1 globiiler olmak {izere 40.000°1 agkin
sayida bulunan ¢ali hiicreleridir (26). Bu sayilarin kiiresel ve globiiler ¢ali hiicrelerinin
innervasyon oranlart ile de tutarli oldugu bildirilmistir. Her bir kiiresel ¢ali hiicresi 1-3
arasi isitsel sinir lifi ile uyarilirken, globiiler ¢ali hiicresi yaklasik olarak 35 isitsel sinir
lifi ile uyarilmaktadir (21). Y1ldiz tipi noronlarin sayisi ise yaklasik olarak 9.400°diir ve
bu hiicrelerin farkli elektrofizyolojik 6zelliklere sahip oldugu bilinen iki tipi bulundugu
tespit edilmistir (T ve D yildiz hiicreleri) (26). VKC’de bulunan yildiz tipi néronlarin
cogunlugunu T yildiz hiicreleri olusturmaktadir (T yildiz: D yildiz hiicre oran1 yaklasik
olarak 15:1°dir) (27). Ahtapot tipi néronlarin sayisi ise yaklasik olarak 1.500 civarindadir

(26). Her isitsel sinir lifinin ahtapot tipi hiicre alaninda ortalama olarak iki hiicrenin
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somasi ile baglanti kurdugu ve her bir ahtapot hiicresinin yaklasik olarak 67 isitsel sinir
lifi ile uyarildigi yapilan ¢alismalarla tespit edilmistir. Kedi kohlear g¢ekirdeklerinde
belirlenen bu sayilarin fare kohlear ¢ekirdek ile benzerlik gosterdigi bildirilmistir (21).

Dorsal kohlear g¢ekirdek igerisinde en ¢ok bulunan hiicre tipi sayilar1 yaklasik olarak
60.000 civarinda oldugu tahmin edilen graniil hiicreleridir. Ayrica ¢ekirdegin bu
boliimiinde 18.000 cartwhell, 4.400 piramidal, 4.000 yildiz, 2.300 golgi ve 1.300

civarinda giant hiicrelerinin de bulundugu tespit edilmistir (23, 28).

Anteroventral

Posteroventral 3
kohlear ¢ekirdek

kohlear ¢ekirdek

1
{ Kohlear =
] Rostral

sinir

Sekil 5. Ventral kohlear ¢ekirdegin boliimleri ve isitsel sinirin Seyri. Ref. (17)’den

uyarlanmistir.

2.2.2. Kohlear ¢ekirdek fizyolojisi

Kohlear g¢ekirdek; kohleadan gelen ve tiiy hiicrelerinden kaynaklanan sesle ilgili noral
sinyallerin ¢ekirdekte bulunan ve daha onceki calismalarda karakterize edilen farkli
tipteki hiicreler tarafindan siddet, frekans, tin1 ve zamanlamasinin kodlanmasi gibi sesin
temel niteliklerinin islendigi ve iist isitsel ¢ekirdeklere iletildigi noral bir yapidir. Ses
kaynagmin uzaysal konumunun belirlenmesi ve sesin taninmasinda kohlear ¢ekirdegin

rol aldigi daha 6nceki ¢alismalarda rapor edilmistir (29).
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2.2.3 Ventral kohlear ¢ekirdek

Ventral kohlear ¢ekirdekte (VKC) yildiz, ¢ali (globiiler ¢ali-kiiresel ¢ali), ve ahtapot
olmak fizere birbirinden farkli biyofiziksel ve elektrofizyolojik &zellikler gosterdigi
bilinen {i¢ hiicre tipi tespit edilmistir (23). Ventral kohlear gekirdekte bulunan bu
hiicrelerin ayrica anatomik olarak ayrimi yapilabilen farkli bolgelerde bulunduklari rapor
edilmistir. Buna gore ¢ali hiicreleri ile y1ldiz hiicreleri ayni bdlgede birbirine karigmis
halde bulunurlar. Bununla birlikte yildiz hiicreleri, yaygin olarak ¢ekirdegin posterior
bolgesinde bulunurken, cali hiicreleri daha ziyade anterior bolgesinde bulunmaktadir (25,
30). Ahtapot hiicrelerinin VKC’nin dorsalinde ve en kaudalinde sinirlar1 agik bir sekilde
goriilen tiggenimsi bir bélgede bulundugu bildirilmistir (31). Sekil 6’ da kohlear ¢ekirdek
dokusundan elde edilen bir kesitte kohlear ¢ekirdegin boliimleri ve ahtapot hiicre alanm
fotograflanmigstir. Ahtapot hiicrelerinin koyu miyeline sahip aksonlar ile sinirlandirilmis

olan bir bolgede bulunduklari rapor edilmistir (31, 32).

Sekil 6. Kohlear ¢ekirdegin boliimleri ve ahtapot tipi hiicre bolgesi
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2.2.3.1. Anteroventral kohlear ¢ekirdek

Anteroventral kohlear ¢ekirdek bolgesi isitsel sinir lifinin yiikselen dali (ascendes) ile
innerve olur. Bu bolgenin néronal atesleme bilgisinin temporal zamanlamasini koruyarak
daha da gelistirdigi tespit edilmistir (33). Burada bulunan hiicrelerin fonksiyonlar1 agiga
cikarilarak, bu hiicreler tarafindan her iki kulaktan gelen seslerin relatif zamanlamasi ve
siddetinin kiyaslanmasiyla ses kaynaginin yerinin belirlendigi agiklanmistir (33, 34).
Anteroventral kohlear ¢ekirdek bolgesinde globiiler ¢ali ve kiiresel ¢ali olmak tizere iki
onemli hiicre tipinin bulundugu bildirilmistir (35, 36). Her iki hiicre grubunun da isitsel
sinirden dogrudan inputlar aldig1 ve 6zellesmis sinapslar yaptiklari belirlenmistir. Kiiresel
cali hiicrelerinin 1-4 arasinda degisen sayida isitsel sinir lifinden inputlar aldig1 ve Held
End Bulbus veya Calyx of Held olarak adlandirilan, hiicre gévdesi yiizey alaninin biiyiik
bir kismini sararak kaplayan biiyiik sinapslar yaptiklari tespit edilmistir (37). Globiiler ¢cali
hiicreleri ise 4-40 arasinda degisen sayida isitsel sinir lifinden input alarak ¢ok daha kii¢iik
olan ve modifiye Held End Bulbus olarak adlandirilan sinapslar1 yaptiklar1 gosterilmistir
(35).

2.2.3.2. Posteroventral kohlear ¢ekirdek

Posteroventral kohlear ¢ekirdek sesin hem zamanlamasini hem de spektral analizini
tistlenen, isitsel sinir lifinin inen dali (descendes) tarafindan innerve olan ve biiyiik oranda
sadece tek tip bir hiicre bulunduran ventral ¢ekirdegin diger boliimiidiir. Bu bolgede ¢ok
sayida ahtapot hiicresi ve ¢ok az sayida yildiz hiicresinin bulundugu tespit edilmistir (38,
39). Her bir ahtapot hiicresinin 60’dan fazla isitsel sinir lifi ile sinaptik baglant1 kurmasi
nedeniyle, pekgok kaynaktan gelen eksitatorik post sinaptik potansiyellerin (EPSP)

toplanmasiyla (sumasyon) ¢ok kisa bir zaman diliminde uyarilirlar (24, 40).

2.2.4. Dorsal kohlear ¢ekirdek

Dorsal kohlear ¢ekirdek, VKC’den daha kompleks bir yapiya sahip olmakla birlikte
morfolojik olarak ii¢ katmana ayrildig: tespit edilmistir (41, 42). En disindaki katman
siiperfisyal ya da molekiiler hiicre katmani olarak bilinir ve bu katmanda kiigiik
popiilasyonlarda bulunan interndronlarin yanisira kii¢lik graniil hiicrelerinin aksonlari
bulunmaktadir (43). Graniil hiicreleri kohlear ¢gekirdegin en kii¢iik hiicreleridir (¢aplari
yaklasik olarak 8 um dir). Bu hiicreler goz ardi edilebilecek seviyede 6nemsiz inputlara
sahiptir ama ilging bir sekilde intrinsik 6zelliklerinden dolay1 siirekli aktif durumda

bulunduklar i¢in spontan olarak aksiyon potansiyeli iirettikleri belirlenmistir (44).
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Dorsal kohlear ¢ekirdegin ikinci katmani piramidal hiicrelerin bolca bulunmasina
istinaden piramidal hiicre katmani olarak bilinmektedir. Ayrica bu katmanda cartwheel
hiicreleri olarak bilinen inhibitérik interndronlar da bulunur (28). Cartwheel hiicrelerinin
yalnizca isitsel sinir lifleriyle innervasyonu varken aynmi zamanda kiigiik graniil
hiicrelerinden de intrinsik inhibitérik inputlar aldiklari tespit edilmistir (28, 45).
Cartwheel hiicrelerinin yine ayni katmanda bulunan fusiform hiicrelere de projekte
olduklar1 agiklanmistir (46). Bu hiicrelerin GABA ve glisin boyasi almalarina ragmen
piramidal ve cartwhell hiicreleriyle glisinerjik sinapslar vasitasiyla baglanti kurduklari
bildirilmektedir (47). Dorsal kohlear ¢ekirdegin en i¢ katmani derin katman olarak bilinir
ve bu katmanda isitsel sinir liflerinin yani1 sira giant hiicrelerin de bulundugu tespit
edilmistir. Dorsal kohlear ¢ekirdegin isitsel Sinir lifleri ve graniil hiicrelerinin aksonlari

olmak {izere iki biiylik afferent sistemi bulunmaktadir (48).

2.2.5. Superior oliver kompleks

Ponsun kaudalinde bulunan ve bir grup cekirdekten olusan superior oliver kompleks
(SOK) kohlear ¢ekirdegin aksine tiirler arasinda 6nemli farkliliklar gostermektedir (26).
SOK’da lateral siiperior oliver (LSO), medyal siiperior oliver (MSO) ve trapezoid cismin
medyal ¢ekirdegi (TCMC) olmak iizere ti¢ temel gekirdek karakterize edilmistir (49, 50).
Sicanlarda MSO’nun ¢ok kiiciik bir yapiya sahip oldugu buna karsi kedi ve insanlarda
cok 1yi gelistigi bilinmektedir. Lateral siiperior oliver ve TCMC hem si¢anlarda hem de
kedilerde cok iyi gelismis bir yapiya sahipken insanlarda oldukca kiiciik bir yapiya
sahiptir. Tiirler arasindaki bu farkliligin sebebi muhtemelen tiirlerin duyabilecegi ses
frekans araliklariin farkli olmasidir. Medyal siiperior oliver, diisiik frekansl seslerin ve
iki kulak aras1 (interaural) zaman farkliliginin analizini yaparak isitilen ses kaynaginin
lokalizasyonunu belirlerken, LSO ve TCMC tarafindan iki kulak arasindaki (interaural)

ses siddetinin kiyaslamasi yapilarak ses kaynagimnin lokalizasyonu belirlenir (16).

2.2.6. Medial siiperior oliver

Lateral siiperior oliver ve TCM( arasinda uzanan MSO’da; pirinsipal ve non-prinsipal
olmak ftizere iki hiicre tipi karakterize edilmistir. Medyal siiperior oliver tiim isitme
yolaginda oldugu gibi tonotopik bir organizasyon gostermektedir. Diisiik frekansl sesler
dorsalde, yiiksek frekansh sesler ventralde temsil edilmesine ragmen, genelde MSO
hiicrelerinin ¢ogunlugunun diisiik frekansl seslere duyarl oldugu tespit edilmistir (51).

MSO’nun dogrudan AVKC’de bulunan kiiresel cali hiicrelerinden bilateral olarak
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eksitatorik inputlar aldiklar1 belirlenmistir (52). Genellikle lateralinde bulunan
dentritlerinin ipsilateral tarafindan gelen inputlar1 aldigi, medyal tarafinda bulunan
dentritlerinin ise kontralateral tarafindan gelen inputlar1 aldiklar1 rapor edilmistir (53).
Medyal siiperior oliver’in ayni zamanda trapezoid cismin medyal ve lateral

¢ekirdeklerinden temelde glisinerjik inhibitor inputlar da aldig: bilinmektedir (54).

2.2.7. Lateral siiperior oliver

Lateral siiperior oliver’de diger isitme gekirdekleri gibi tonotopik bir organizasyon
gostermektedir. Cekirdegin medyali yiiksek frekanshi seslere duyarli iken, diisiik frekansli
sesler ¢ekirdegin lateralinde temsil edilir. Lateral siiperior oliver her iki yanindan AVKC
hiicrelerinden kaynaklanan inputlar alir. Ipsilateral inputlarin dogrudan kiiresel cali
hiicrelerinden geldigi ve gekirdegi uyarict bir 6zelligi oldugu bilinmektedir. Oysa
kontralateral AVKC’den gelen inputlar indirekt bir yol izlemektedirler. Globiiler ¢ali
hiicrelerinden kaynaklanan bu yolak dnce trapezoid cismin medyal ¢ekirdegine projekte
olduktan sonra TCMC’nin aldig1 bu inputu LSO’ya glisinerjik inhibitér output (gikt1)
olarak gonderdigi tespit edilmistir (55). Lateral siiperior oliver ayn1 zamanda bilateral
olarak inferior kollikulusun merkezi ¢ekirdegine de projekte olmaktadir. Projekte olan
ipsilateral hiicrelerin ¢ogu glisinerjik ve inhibitoriktir. Buna karsi ¢cekirdege kontralateral

olarak projekte olan hiicrelerin muhtemelen eksitatorik olabilecegi diisiiniilmektedir (48).

2.2.8. Trapezoid cismin medial ¢ekirdegi

Trapezoid cismin medyal ¢ekirdeginde glisinerjik prinsipal hiicreler bulunmaktadir. Daha
once de bahsedildigi gibi VKC’deki globiiler ¢ali hiicrelerinden gelen kalin aksonlar
TCMC hiicre somalari {izerinde biiyiik sinapslar yaparlar (Held kaliks). Her bir prinsipal
hiicre bir globiiler ¢ali hiicre aksonuyla sinaps yapar. Bu kalikslerin memeli beyninde
bulunan en biiyiik sinaptik terminalleri olusturdugu ve isitsel sinyalin globiiler cali
hiicrelerinden LSO’ya ¢ok hizli aktarilmasini sagladigi belirtilmistir (56). TCMC’nin
glisinerjik inhibitorik néronlart ¢ogunlukla ipsilateral SOK’a ve lateral lemniskusun

ventral kompleksinin dorsal kismina projekte oldugu tespit edilmistir (48).

2.3. Ventral kohlear ¢ekirdegin hiicre tipleri ve projeksiyonlar:
Ventral kohlear c¢ekirdekten elde edilen kesitlerde yapilan ¢aligmalarda farkli
elektrofizyolojik ve morfolojik dzellikler gosteren ti¢ hiicre tipi karakterize edilmistir. Bu

hiicrelerden ahtapot tipi néronlar PVKC’nin dorsal ve kaudalinde sinirlari agik bir sekilde
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goriilen bir bolgede bulunurlar. Yildiz tipi ve ¢ali tipi noronlar ise kohlear ¢ekirdegin
ozellikle ventral boliimiinde yerlesim gostermektedirler (10, 23, 45). Kohlear ¢ekirdekte
anatomik olarak farkli bolgelerde bulunduklar: goriilen bu hiicrelerin farkli biyofiziksel
Ozelliklere sahip olduklar1 da bilinmektedir. Yama kenetleme ile yapilan in vitro
caligmalarda c¢al1 tipi ve ahtapot tipi noronlara, esik degeri asacak miktarda depolarize
edici bir akim verildiginde sadece tek bir aksiyon potansiyeli olusturduklar1 gézlenirken,
yildiz tipi néronlarin ise esik degeri asacak bir akima yanit olarak tonik, ¢ok sayida

diizenli aksiyon potansiyeli olusturduklar1 belirtilmistir (10).

2.3.1. Yildiz hiicrelerinin elektrofizyolojik 6zellikleri ve projeksiyonlari

Y1ldiz seklinde morfolojiye sahip olmalarindan dolay1 bu isim verilen yildiz hiicrelerinin
VKC’nin hemen hemen tiim alanlarinda bulunabilecegi tespit edilmistir. Kohlear
cekirdekte dentritik yapilarina, akson uzantilarina ve biyofiziksel 6zelliklerine bakilarak
T ve D olmak iizere iki tip yildiz hiicresi tanimlanmustir. Eskiden multipolar hiicreler
olarak bilinen bu hiicrelerin farkli 6zelliklerine bakilarak birden fazla isimlendirmeleri
yapilmistir. Fare beyninden elde edilen kohlear ¢ekirdek kesitlerinde bu hiicreler
genellikle projeksiyon desenlerine bakilarak isimlendirilmislerdir. Her ikisi de lokal
olarak ventral ve dorsal kohlear ¢ekirdege projekte olsalar da aksonlar1 Trapezoid cisme
projekte olanlar T-yildiz, intermediate akustik strianin Dorsaline projekte olanlar D-y1ldiz
hiicresi olarak tanimlanmigtir (57). Baz1 arastirmacilar elektron mikrograflardaki somatik
innervasyonlarinin farkliligina bakarak tip 1 ve tip 2 hiicreler olarak da isimlendirmelerini

yapmustir (58).

T-yildiz hiicrelerinin aksonlar1 inferior kollikulusa projekte olur ve ¢ekirdegi uyarict
ozellikte iken, D-yildiz hiicreleri ipsi ve kontralateral kohlear ¢ekirdege projekte olur ve
genellikle inhibitorik bir etkisi bulunmaktadir. Her iki grup hiicre de depolarize edici
akim enjeksiyonlarina karsi tonik olarak diizenli bir sekilde atesleme yaparlar ve ¢ok
sayida aksiyon potansiyeli dizisi olusturmalari nedeniyle ventral kohlear ¢ekirdekte
bulunan diger hiicre gruplarindan basit sekilde ayirt edilirler (7, 59). T-yildiz hiicrelerinin
major eksitatorik inputlar isitsel sinir liflerinden gelir. Her bir T-yildiz hiicresi ¢ok az
sayida (5 ya da 6) isitsel sinir lifinden input alirken, ahtapot hiicreleri yaklasik olarak
60’dan fazla isitsel sinir lifinden input alir (23, 31, 60, 61). T-y1ldiz hiicrelerinin isitsel
sinir liflerinden aldig1 inputlar diizensiz ve fazik karakterdedir, fakat hiicrelerin kendi

intrinsik Ozelliklerinden dolay: fazik ve diizensiz olarak aldiklar1 inputlara yanit olarak
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diizenli araliklarla tonik bir sekilde atesleme yaptiklar1 tespit edilmistir. Bu atesleme
deseni “chopping firing pattern”, hiicreler ise “chopper hiicre” seklinde tanimlanmistir
(62). T-yildiz hiicrelerinin VKC bolgesinde sinir kokii ile ahtapot hiicre alani arasinda
bulunan multipolar hiicre alaninda yogun sekilde bulunduklari tespit edilmistir. Bu hiicre
grubunun beyin sapinda bulunan lateral lemniskusun ventral ¢ekirdekleri, olivokohlear
efferent noronlar ve inferior kollikulusu da kapsayan bir¢ok entegratif ¢cekirdek grubu ile

baglanti kurdugu belirlenmistir (11, 23, 43, 45).

2.3.2. Cal1 hiicrelerinin elektrofizyolojik 6zellikleri ve projeksiyonlari

Ventral kohlear ¢ekirdekte posterioventral yerlesimli olan ve bolgede ¢ok sayida bulunan
biiyiik hiicre gruplarindan bir diger hiicre grubu ¢ali hiicreleridir. Bu hiicrelerin bilateral
projeksiyonlara sahip olduklari yani SOK ve lateral lemniskusun ventral ¢ekirdegine
projekte olduklari bildirilmistir. Cali hiicrelerinin sesin tinisi, zamanlamasi, yogunlugu
gibi dogal oOzellikleri hakkinda bilgi tasidiklar1 bilinmektedir (49). Cali hiicreleri
genellikle 200 um’den kisa, ¢ok az sayida dentritik dallanmalar yapan ve sinaptik
inputlart  somalar1 tizerine yerlesik olan hiicrelerdir (35). Cali hiicrelerinin
projeksiyonlariin yani sira histolojik boyanmalarinin da farkliligina bakilarak; biiyiik ve
kiiciik kiiresel ¢ali (spherical bushy) ile globiiler ¢ali (globular bushy) hiicreleri olmak
lizere i¢ alt tipi tamimlanmistir (23, 45, 52). Bu hiicrelerin ayn1 zamanda kohlear
cekirdekte lokalizasyonlarin da farkli oldugu belirtilmistir. Biiytik kiiresel ¢ali hiicreleri
AVKC’nin rostralinde bulunur ve bu hiicrelerin genellikle diisiik frekansli sesleri
kodlayarak kontralateral MSO ¢ekirdeginin medyali ile ipsilateral MSO ¢ekirdeginin
lateraline projekte olduklari tespit edilmistir (36). Kiiresel ¢ali hiicreleri ipsilateral olarak
LSO’ya projekte olurken bilateral olarak da MSO’ya projekte olduklar bildirilmistir.
Globiiler ¢ali hiicreleri ise genellikle isitsel sinir kokiiniin yakinlarinda bulunurlar. Bu
hiicrelerin yiiksek frekanshi sesleri kodlayarak primer olarak kontralateral TCMC’ye
projekte olduktan sonra ipsilateral olarak hem MSO’ya hem de LSO’ya projekte olduklari
gosterilmistir (49). Globiiler ¢ali hiicrelerinin TCMC’ye yapmis oldugu bu projeksiyon
Held kaliks (Calyx of Held) olarak adlandirilir (21, 63). Held kaliks sinaps yapisinin
biiytlikliigiiniin daha kolay anlasilmasi i¢in globiiler bir ¢ali hiicresi aksonunun TCMC
prinsipal hiicrelerinde yapmis oldugu bu tip bir sinaps sekil 7’ de gosterilmistir. Held
kaliks yapisinin eksitator presinaptik terminali o kadar biyiiktiir ki biyofiziksel

caligmalarda norotransmisyon mekanizmalar1 tlizerine yapilan aragtirmalarda ayni anda
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hem pre hem de postsinaptik terminalden simultane kayit alma imkan1 verdigi i¢in model
olarak kullanilmaktadir (64).

Fareler diisiik frekansli sesleri ¢ok az duyduklari i¢in bu hayvanlarda biiytik kiiresel ¢ali
hiicrelerinin sayisinin ¢ok az oldugu tespit edilmistir. Bu sebeple fare VKC’de bulunan
cali hiicrelerinin bilyliik ¢ogunlugunun kiiciik kiiresel ve globiiler ¢ali hiicrelerinden

olustugu belirlenmistir (65).

MNTB
principal
hlicre Konvensiyonel
sinaptik terminal
\
Held kaliks
-
Akson

Sekil 7. Held kaliks yapisi. Ref. (66)’den uyarlanmustir.

Cal1 hiicreleri arasinda en az anlasilmis olan1 ve fonksiyonel olarak en az bilineni kiigiik
kiiresel ¢al1 hiicreleridir. Bu hiicrelerin ¢ogunlukla ipsilateral SOK’a projekte olduklari
ama bu ¢ekirdegin eksitasyon kaynaginin baskin olarak; T-yildiz hiicrelerinden mi yoksa
kiiciik kiiresel ¢ali hiicrelerinden mi geldigi heniiz net olarak bilinmemektedir (52). Hem
kiiresel hem de globiiler ¢ali hiicreleri isitsel sinirden eksitatorik inputlar almalarinin yani
sira ayn1 zamanda kaynagi tam olarak belli olmayan inhibitorik inputlar da aldiklar tespit

edilmistir. Bu inhibit6rik sinapslar genellikle dentritler iizerinde bulunmaktadir (35).
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2.3.3. Ahtapot hiicrelerinin elektrofizyolojik ozellikleri ve projeksiyonlari

Tiim memelilerde ahtapot sinir hiicreleri PVKC’nin dorsal ve kaudalinde siirlar1 agik
sekilde goriilebilen bir bolgede bulunmaktadirlar. Bu bolgede 6zellikle de insanlarda
diger hiicre tiplerinin olmadig1 belirlenmistir (10, 23, 45). Her ahtapot sinir hiicresi hem
soma hem de dentritleri {izerinde bulunan sinapslar araciligiyla pek ¢ok sayida isitsel sinir
lifinden inputlar almaktadirlar. Bu bolgede farelerde her bir kohlear ¢ekirdekte yaklagik
olarak 200 ahtapot sinir hiicresi bulunur (61). Her ahtapot hiicresi, hiicre govdesinin
rostral yanindan ¢ikan biiylik pek ¢ok sayida (3-5 adet) kisa dentrite ve uzun tek bir
aksona sahiptir (23). Ahtapot sinir hiicresi dendritlerinin, tonotopik olarak organize bir
sekilde birlesim gosteren liflerinin birlikte seyrettigi dorso-kaudal alanda, PVKC’deki
isitsel sinir liflerinin yolu lizerine dikey olarak yerlesim gosterdigi rapor edilmistir (31,
57, 61, 67). Ahtapot sinir hiicreleri VKC’den ¢ikan ana yolaklardan birini olusturarak
intermediate akustik striya ile kontralateral superiyor paraoliver ¢ekirdeginde ve lateral
lemniskus’un ventral ¢ekirdeginde sonlanan projeksiyonlar yaparlar. Bu projeksiyonlarin
Ozellikle insanlarda belirgin olmakla birlikte tim memelilerde bulundugu pek ¢ok
calismada rapor edilmistir (38, 68, 69).

Memeli PVKC’sinde bulunan ahtapot sinir hiicrelerinin isitsel sinir liflerinde olusan
ateslemeyi zamansal olarak mitkemmel bir sekilde belirleyerek bu bilgiyi beynin daha tist
isitsel ¢ekirdeklerine ilettigi belirtilmektedir. Ahtapot sinir hiicreleri “click” uyarilarina,
saf tondaki (tek bir frekanstan olusan ses tonu ile yapilan uyari) seslerin baslangicinda ve
periyodik olarak olusan seslere karsi miikemmel bir zamanlama ile aksiyon potansiyelleri
olusturduklart bildirilmektedir (70, 71). Uyarmin baslangicinda olusan aksiyon
potansiyelinin zamanlamasi ahtapot sinir hiicrelerinde, diger higbir sinir hiicresiyle
kiyaslanmayacak derecede, ¢ok kiiglik bir “jitter” (zamansal olarak degisim gosteren)
araligina sahiptir (70). “Click” serilerine veya diisiik frekanslarda yiiksek genlige
(amplitiid) sahip saf tondaki seslere yanit olarak ahtapot sinir hiicrelerinin 1 kHz frekansa
kadarki her bir uyartya kars1 bir aksiyon potansiyeli olusturabildigi tespit edilmistir (25,
70).

Pozitif akim enjeksiyonlarina karsi ahtapot sinir hiicreleri esik degere ulastiktan sonra
sadece bir tek aksiyon potansiyeli olustururken, negatif akim enjeksiyonlarina karsi
hiperpolarize olan voltaj yanitlarda bir ¢okelme (Sag) goriilmesi ahtapot tipi sinir
hiicreleri icin karakteristik elektrofizyolojik bir 6zelliktir. Pozitif ve negatif akim

enjeksiyonlarinin ahtapot tipi sinir hiicrelerinde ¢ok hizli ve ¢ok kiigiik voltaj degisimleri
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olusturdugu bilinmektedir. Bu degisimlerin ahtapot tipi sinir hiicrelerinin input
direnclerinin ¢ok diisiik olmasinin bir sonucu oldugu tespit edilmistir. Input direnclerinin
diisiik olmasinin nedeni ise fizyolojik voltaj sinirlar1 igerisinde ¢ok fazla sayida voltaj-
kapili iyon kanallarinin aktivasyonundan kaynaklandig: agiklanmistir (10). Ahtapot tipi
sinir hiicreleri isitsel sinir liflerinin ¢ok kisa bir siire igerisinde hep birlikte ateslenmesini
belirledigi ve bu hiicrelerin dentritleri ile isitsel sinir lifi demetlerinin kesisim gosterdigi
rapor edilmistir. Bu kesisim hiicrelerin bir¢ok farkli sinir lifinden input aldigi anlamina
gelmektedir. Pek ¢ok isitsel sinir lifinden aldigi inputlarin sumasyonu, ahtapot
hiicrelerinin ¢ok cabuk bir sekilde esik degere ulagsmasi ve kisa siirede uyarilabilmesi

anlamina gelmektedir (45, 61).

Ahtapot hiicrelerinin hiperpolarizasyonla aktiflenen karisik katyon kanali kondiiktansi
(gn) ve diisiik voltajla aktiflenen K* kondiiktansindan (gk.) dolay1 input direngleri oldukg¢a
diisiiktiir. Bu 6zellik ile ahtapot hiicrelerinin sinaptik akimlara karsi; hizli ve kesin
zamanli cevap verdikleri bilinirken (25, 30), yildiz hiicrelerinde potasyum
kondiiktansinin (gk.) cok az miktarda bulundugu tespit edilmistir. Bu nedenle yildiz tipi
noronlarin atesleme oranlar1 istirahat zar potansiyelindeki kii¢iik degisimlere cok
hassastir (72). Bunun sonucu olarak da bu hiicrelerin depolarize olduklarinda tonik bir
sekilde atesleme yaptiklari tespit edilmistir (32). Ahtapot tipi sinir hiicrelerinin kisa
“zaman sabitine” ve diisiik input direncine sahip olmalarindan dolay1 genellikle yaklasik

olarak 1 ms siire igerisinde sumasyonun gergeklesmesi gereklidir (30).

2.4. Ventral kohlear cekirdek hiicrelerinin sinaptik baglantilar

Ventral kohlear ¢ekirdek, isitsel sinir lifleri ve graniil hiicrelerinin yosunsu terminalleri
olmak iizere eksitatorik tabiatta olan iki biiyiik ekstrinsik aksonal input alir Isitsel sinir
liflerinin kohleadan aldigi akustik bilgiyi kohlear ¢ekirdege getirdigi bilinmektedir.
Graniil hiicrelerin yosunsu terminalleri ise pontin motor sistemden (73), isitsel
cekirdeklerden (74), somatosensori (75) ve vestibular ¢ekirdeklerden (76) olmak iizere
beynin yaygin bolgelerinden multimodal inputlar getirmektedir. Bunlara ek olarak
kohlear ¢ekirdek aynmi zamanda beyin sapmin diger cekirdeklerinden eksitatorik ve
inhibitorik efferent inputlar da almaktadir (77). T-yildiz hiicrelerinin ve piramidal
hiicrelerin lokal kollateral terminalleri araciligiyla glutamaterjik eksitasyon sagladiklari
bilinmektedir (60, 62). D-yildiz ve cartwheel hiicreleri ise glisinerjik tabiatta olup,

inhibitorik bir etki gostermektedirler (46, 78). Ventral kohlear ¢ekirdegin ana uyarici
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kaynagini glutamaterjik isitsel afferent sinirler olusturmaktadir. VKC’nin ayn1 zamanda
trapezoid cisimcigin ventral g¢ekirdeginden kaynaklanan iki grup kolinerjik efferent
innervasyonu da bulunmaktadir. Bu iki grup efferent’den birini medyal olivokohlear
efferent sinir lifleri olustururken, digerini VKC’ye projekte olan sinir liflerinin

olusturdugu tespit edilmistir (72).

Isitsel sinir liflerinin kohlear ¢ekirdekte bulunan hemen hemen tiim hiicre gruplar ile
sinaps yaptigi belirtilmistir (53). AVKC’de her kiiresel ¢ali hiicresi “end bulbus of held”
araciligryla ii¢ isitsel sinir lifinden input alirken, globiiler ¢ali hiicreleri daha kiigiik sayida
modifiye endbulbus’lar araciligiyla 4-40 arasinda isitsel sinir lifinden input almaktadir
(35, 79). Yildiz tipi noronlar isitsel sinir lifinin kollaterallerinden kii¢iikk sonlanmalar
seklinde inputlar alirlar. Kedilerde T ve D yildiz tipi néronlarin somatik innervasyonlari
arasinda acik bir farklilik tanimlanmigtir. D-y1ldiz tipi noronlarin hiicre gévdeleri yogun
bir sekilde sinaptik terminal ile ortiilii olmakla birlikte, bu terminallerin yaklasik olarak
yarist isitsel sinir liflerinden gelmektedir. Aksine T-yildiz tipi néronlarin hiicre govdeleri
tizerinde ¢ok az Sayida terminal bulunur ve bu terminallerin yaklasik olarak 10:1’inin

isitsel sinir liflerinden geldigi belirtilmistir (80).

[sitsel sistemin ndrotransmitter maddesinin glutamat olduguna dair pek ¢ok kanit vardir.
Isitsel sinir liflerinde ve terminallerinde glutamat ve prekiirsdrii olan glutaminin yiiksek
seviyelerde bulundugu tespit edilmistir (81). VKC’de isitsel sinir lifinin postsinaptik
terminallerindeki glutamat reseptorii temelde AMPA alttipidir. Geng hayvanlarda NMDA
reseptorlerinin isitsel sinirin uyarilmasi neticesinde verilen yanita 6nemli derecede
katkida bulundugu bildirilmistir. Fakat artan yasla birlikte bu reseporlerin islenen yanita
katkis1 giderek azalmakta ve eriskin hayvanlarda Onemsiz bir duruma geldigi
belirtilmektedir. Bununla birlikte ifade etmek gerekir Ki, isitsel AMPA reseptorleri gok
hizli kinetik 6zelliklere ve yiiksek tiniter bir iletkenlige (kondiiktansa) sahiptir (82).

2.5. Kohlear cekirdegin tonotopik organizasyonu

Tipki kohlea ve diger isitsel ¢cekirdeklerde oldugu gibi kohlear ¢ekirdek de tonotopik bir
organizasyon gostermektedir. Kohlea’dan kaynaklanan isitsel sinir liflerinin kohlear
cekirdege projekte oldugu siirecte uzaysal diizlemleri korunur ve kohlear g¢ekirdek
boliimleri de; gelen bu sinir liflerinin karakteristik frekanslarina gére innerve olmaktadir.

Dolayisiyla kohlear ¢ekirdegin her bir boliimii innerve olduklar isitsel sinir liflerinin
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karakteristik frekanslarina gore tonotopik organizasyon gostermektedirler. Daha {ist
merkezi isitsel yapilarda da bu tonotopik organizasyonun korundugu ¢ok sayida arastirma

neticesinde ortaya konmustur (Sekil 8) (40).

DCN DCN

Isitsel 2 PVCN

sinir

A Anterior - T B

Sekil 8. Kohlear cekirdek hiicre tipleri ve tonotopik organizasyonu. A: Isitsel sinirin seyri

Dorsal

boyunca kohlear ¢ekirdegin tonotopik organizasyonu, B: kohlear ¢ekirdek hiicre

tiplerinin tonotopik haritada lokalizasyonlari. Ref. (40)’den uyarlanmistir.

2.6. Kohlear ¢ekirdek noronlarmin atesleme desenleri

Ektraselliiler kayit sonuglar1 ve mikroskobik gozlemler neticesinde spesifik olarak farkli
morfolojilere sahip olan kohlear ¢ekirdek noronlarmin ayni zamanda farkli atesleme
desenlerine sahip oldugu da bilinmektedir. Kohlear g¢ekirdek noronlarindan alinan
intraselliiler kayitlar; farkli morfolojik 6zellikleri olan bu hiicrelerin ii¢ farkli atesleme

desenine sahip oldugunu gostermistir (83).

Kohlear ¢ekirdek néronlariin atesleme desenleri; in vivo deney sartlari altinda anestezi
edilmis hayvanlara timpanumun merkezine 1-2 mm yakinlikta yerlestirilmis olan bir ses
dagitim probu ya da mikrofonu araciligiyla akustik uyar1 verilerek bu néronlardan alinan
ekstraselliiler kayitlarla karakterize edilmistir (83). Bu arastirmalar sonucunda AVKC
noronlarindan yildiz tipi hiicrelerin “chopper”, ¢ali tipi hiicrelerin “primary like” atesleme
desenlerine sahip olduklar1 (84), PVKC’de bulunan ahtapot tipi hiicrelerin ise “onset”

atesleme deseni gosterdikleri daha onceki birgok ¢alisma ile rapor edilmistir (45, 79).
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Ventral kohlear ¢ekirdeklerinden ¢ali hiicrelerinin akim voltaj egrileri incelendiginde
hiicre digina dogru (outward) bir rektifikasyon gosterdikleri bildirilmistir. Bu hiicrelerin
zar direngleri diisiik bulunmustur (33). Dolayisiyla bunun sonucu olarak bu hiicrelerin
“zaman sabitleri” kisadir. Zaman sabitlerinin kisa olmasi; EPSP’lerin Sumasyonu sonucu,
hiicrelerin ¢abuk bir sekilde uyarilma esik degerini asip atesleme yapmasi anlamina
gelmektedir. Cali hiicrelerinin ¢ok hizli sekilde uyarilmasiyla, isitsel sinir liflerinden
aldig1 inputlarla temporal desenler korunmus olur. Boylece “primary like” atesleme
desenine sahip olan bu hiicrelerin diizensiz aksiyon potansiyelleri olusturduklar
belirtilmektedir (84, 85). Cal1 hiicrelerinin aksine yildiz hiicreleri daha diiz bir akim voltaj
egrisine sahiptir (86). Depolarize edici akim enjeksiyonlarina yanit olarak diizenli

desarjlarla siirekli tonik (sustain) tarzda aksiyon potansiyelleri olusturmaktadirlar (87).

2.6.1. Chopper noronlar (diizenli atesleme yapan noronlar)

“Chopping” desen; hiicrenin akustik bir uyariya yanit olarak olusturdugu aksiyon
potansiyellerinin Peri Stimulus Time Histogram (PSTH) grafiginde, 6zellikle yanitin
hemen baslarinda periyodik olarak pik degerlere ulastigini anlatmak i¢in kullanilan bir
terimdir. Yapilan analizler neticesinde “chopper” atesleme deseni, “chopper sustained”
(chop-s) ve “chopper transient” (chop-t) olarak ikiye ayrilmistir. “Chop-s” ve “chop-t”
desenleri arasindaki farkliliklar intraselliiler kayit traselerinde de goriilmektedir. “Chop-
s” atesleme desenine sahip yildiz tipi néronlarin enjekte edilen akim siiresince diizenli
aksiyon potansiyelleri olusturdugu belirtilmistir. Buna karsin “chop-t” atesleme desenine
sahip noronlar, akustik stimulusun baslarinda diizenli aksiyon potansiyelleri olusturma
egilimindeyken stimulus siiresinin ortalarina dogru diizensiz ve kiigiikk aksiyon

potansiyelleri olusturduklari tespit edilmistir (83) (Sekil 9).
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Sekil 9. Yildiz tipi noronlara karakteristik olan “chopper S” ve “chopper T atesleme

deseni ornekleri. Ref. (88)
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2.6.2. Primary like néronlar (diizensiz atesleme yapan noronlar)

Cal1 hiicreleri diizensiz olarak atesleme yapan “primary like” atesleme desenine sahip
olan noron tipidir. Bu atesleme deseninde hiicreler siirekli (sustain) tarzda diizensiz
aksiyon potansiyelleri olusturmaktadirlar (84). Fakat burada yildiz tipi néronlarda oldugu
gibi diizenli araliklarla aksiyon potansiyeli olusmasi s6z konusu degildir. “Primary like”
atesleme deseninde akim enjeksiyonlarina diizensiz yanit verilmesi neticesinde PSTH
grafiginde patlayici tarzda biiyiik dalgalanmalar goriilmektedir. intraselliiler olarak alman
kayitlarda degisen genliklerde hizli dalgalanmalar meydana gelir ki, aksiyon
potansiyelinden sinaptik potansiyelleri ayirmak oldukga giigtiir. “Primary like” atesleme
deseninin ayrica farkli bir tiirii daha tanimlanmustir. “Primary like with notch” denilen bu
desende stimulusun hemen basinda verilen yanit, pik yaniti takiben 1-2 ms duraksayarak

yanit olusturmadig1 ve daha sonra siirekli yanit olusturdugu tespit edilmistir (Sekil 10)

(88).
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Sekil 10. Cali tipi noronlara karakteristik olan “Primary like” ve “Primary like with

notch” atesleme deseni 6rnekleri. Ref. (88).

2.6.3. Onset noronlar

Depolarize edici akim enjeksiyonlari siiresince “onset” atesleme desenine sahip olan
noronlar akimin baslangicinda bir ya da iki tane aksiyon potansiyeli olusturma
egilimindedir. Ahtapot tipi hiicreler “onset” atesleme desenine sahip noronlardir. Bu
noronlarin atesleme deseni ayni zamanda depolarize edici akim enjeksiyonlarina spesifik
desarj desenleriyle de iliskilidir. “Chopper” noronlarinda enjekte edilen akimin
bliytikliigi arttikca bu néronlarin desarj oranlar1 akim seviyesine bagli olarak artmaktadir.
“Primary like” ve “onset “ndronlarin atesleme desenleri ve desarj oranlar1 akimin

biiyiikliigiinden bagimsiz oldugu gosterilmistir (Sekil 11) (83).
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Sekil 11. Ahtapot tipi noronlara karakteristik olan “onset” atesleme deseni. Ref. (88).

2.7. Iyon kanallar

2.7.1. Giris

Noronlarin elektriksel 6zellikleri biiylik 6l¢iide voltaj kapili iyon kanallari tarafindan
sekillendirilir. Integral zar proteinleri yapisinda olan bu kanallarm, zardan sadece belirli
iyonlarin gegisine izin veren oldukga segici por (gézenek) kisimlar1 vardir (89). Zarin
elektriksel potansiyelinin degismesi neticesinde iyon kanalinin yapisinda meydana gelen
konformasyonel degisikliklere bagli olarak kanalin por bolgeleri agik ya da kapali halde
bulunabilirler. Bu durumlar arasindaki gegisler kanalin kap1 (gating) ozellikleri olarak
adlandirilmaktadir (90).

Kanallar; agik, kapali ya da inaktif olmak tizere ti¢ temel konfigiirasyon da bulunabilirler.
Kapal1 bir kanalin ag¢ilmasi; aktivasyon, agik bir kanalin tekrar kapanmasi; deaktivasyon
olarak bilinmektedir. Inaktivasyon ise kanalin yapisimin konformasyonel olarak
degisiklige ugrayarak, aktivasyon kapisinin agik ama inaktivasyon kapisinin kapanmasi
anlamma gelir. Fakat kanal agik olmasina ragmen iyonlar gegcemez (91, 92). Kanalin
acilmasi ya da kapanmasi voltaj degisimine bagli olarak meydana gelirse bu tiir kanallar
voltaj duyarli iyon kanallar1 olarak tamimlanirlar. Sodyum (Na*), potasyum (K¥) ve
kalsiyum (Ca*?) iyonlari i¢in oldukga segici olan voltaj duyarli iyon kanallart néronlarda

zarin elektriksel potansiyelini belirleyen ana unsurlardir (93).

Altmis yildan fazla bir siiredir memeli beyninde voltaj ya da ligand duyarli iyon
kanallarinin dagilimin1 ¢aligmak i¢in elektrofizyolojik metodlar oncelikli olarak
kullanilmistir. Bu ¢alismalarin iki temel amaci vardir. Bunlardan ilki; noronlar karmasik,
entegre atesleme 6zelliklerine sahip belirli bir iyon kanal1 sinifinin 6rnegin (Na, K*, Ca*?)
spesifik olarak nasil katkida bulundugunu arastirmak olmustur. Son yillarda bu ¢abalar

akim yada voltaj kenetleme metodlart kullanilarak her bir iyon kanalinin zar
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uyarilabilirligine spesifik katkisini ortaya ¢ikarmak i¢in tek bir néronun dentritinden hatta
akson terminalinden kayitlar alinarak basarili sonuglara ulagilmistir. Elde edilen bulgular
noronal uyarilabilirlik mekanizmasina katkida bulunan karmasik iyon kanallarmin alt
tipleri ve biyofiziksel 6zellikleri hakkinda zengin bilgiler vermis olmakla birlikte, kanalin
molekiiler yapisi hakkinda elde edilen bilgiler sinirli diizeyde kalmistir. Bu dezavantajdan
kurtulmak ig¢in sinir bilimciler ikinci amaglar1 dogrultusunda calismalara baslayarak
uyarilabilirlige etkisi olan her bir kanalin molekiiler yapisin1 ortaya c¢ikarmaya
calismislardir. Bu molekiiler yaklasimlar neticesinde voltaj duyarli iyon kanallariin por
bolgesini olusturan a alt tiplerini belirleyen cDNA ekspresyonu ve klonlanmasi yapilarak
noronlarin elektriksel uyarilabilirligine katkida bulunan ¢ok genis bir iyon kanali ailesini

ortaya ¢ikarilmigtir (94).

2.7.2. iyon kanallarinin simiflandirilmast ve cesitliligi

Aragtirmalar neticesinde ¢ok fazla iyon kanali ailesinin bulunmasi ve bunlarin
isimlendirilmesi bir takim karisikliklara yol agmaktaydi. Pek cok alt tipi bulunan
potasyum iyon kanallarindaki bu karisikligi gidermek amaciyla Chandy genis dlgekte
kabul goren sistematik bir isimlendirme yontemi onermistir (95). Bu sistem ilerleyen
zamanlarda sodyum ve kalsiyum iyon kanallar1 i¢in de benimsenerek kabul gormiistiir.
Neticede hemen hemen tiim voltaj duyarli iyon kanallar1 i¢in agik, sistematik ve
terminolojik olarak isimlendirmeleri ve siniflandirilmalart yapilmistir (96, 97).

Bu sistem, kanal hangi iyona fizyolojik olarak segici ve gegirgen ise o iyonun kimyasal
simgesinin kisaltilmas1 esasina dayanmaktadir ve protipi potasyum kanallari (Kv)
olmustur. Protipik Kv kanallar1 sekans benzerligine bagli olarak Kv1 (Shaker), Kv2
(Shab), Kv3 (Shaw) ve Kv4 (Shal) olmak iizere dort gruba ayrilmistir. Kalsiyum kanallari
(Cav), hem sekans hem de fonksiyonel benzerligine bagh olarak Cavl, Cav2 ve Cav3
olmak tizere ii¢ gruba ayrilmistir. Sodyum kanallar1 (Nav), tim sodyum kanallarini

kapsayan klasik voltajla aktive olan tek tip sodyum kanalindan olusmaktadir (94).

2.7.3. Voltaj bagimh iyon kanallar:

2.7.3.1. Sodyum kanallan

Voltaj kapili sodyum kanallar1 sinir, kas ve diger uyarilabilir hiicrelerde aksiyon
potansiyelinin baglamasina Onciilik eden kanallardir. Sodyum akimlarinin aksiyon
potansiyelini baslattigin1 Hodgkin ve Huxley voltaj kenetleme teknigini ilk defa

kullanarak 1950 yilinda kesfetmislerdir. Buna gore fonksiyonel bir sodyum kanali 260
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kDa agirliginda biiyiik bir a altiinitesi ve 30-40 kDa agirliginda kiiciik B altiinitesinden
olugsmaktadir (98-100). Alfa altiinitesi kanalin primer olarak yapisal 6zelliklerini belirler
iken; B altiinitesi voltaj duyarli bu kanallarin aktivasyon, inaktivasyon ve kinetik
ozelliklerini modiile etmektedir. Sodyum kanallarinin o altiinitesi 10 gen tarafindan
kodlanir. Bu alttipi kanallarin farkli uyarilabilir dokularda ifade edildigi bildirilmektedir
(73). Bunlar arasinda Navl.1 Nav1.3, ve Nav1.6 alttipleri MSS’de, Navl1.7, Nav1.8, ve
Nav1.9 alttipleri ise periferal sinir sisteminde primer olarak bulunan sodyum kanal
tipleridir. Nav1.4 alttipi primer olarak iskelet kasinda ve Nav1.5 alttipi ise primer olarak
kalp kasinda bulunmaktadir. Bu sodyum kanallarinin biiyiik bir ¢ogunlugunun primer
olarak bulundugu dokunun disinda diger pek ¢ok uyarilabilir dokuda da bulundugu
gosterilmistir (101).

Sodyum kanallar1 antiepileptik, antiaritmik ve lokal anestezikler gibi Kklinik olarak
kullanilan ¢ok sayida kimyasal ajan tarafindan bloklanir. Bu ilaglar ¢ogunlukla kanalin
por bolgesine baglanarak iyon gegisini engellemek suretiyle etki gostermektedirler (102).
Sodyum kanal aktivitesinin, zar potansiyelinin degisimine baglh olarak gergeklestigi
bilinmektedir. Fakat beyinde eksprese edilen diger bazi alttiplerinin (Nav1.1, Nav1.2)
serotonin, dopamin, asetilkolin ve diger bazi nérotransmitter maddelerin araciligiyla
protein kinaz A ve protein kinaz C’yi aktifleyerek G protein tizerinden kanalin aktivitesini
modiile ettigi rapor edilmistir (103). Sodyum kanali genleriyle iliskili patolojilerde pek
cok genetik hastalik tespit edilmistir. Bunlar arasinda kardiyak aritmi, epilepsi, kronik
agr1, periyodik paralizin kalitsal formlar1 ve uzamis QT sendromu gibi 6nemli patolojiler

yer almaktadir (101).

2.7.3.2. Kalsiyum kanallari

Voltaj duyarli kalsiyum (Ca™) kanallar1 zar depolarizasyonuna bagli olarak agilan ve
elektrokimyasal gradyanta gore hiicre disindan hiicre i¢ine dogru kalsiyum iyonlarmin
gecisine izin veren kanal grubudur (104). Ilk Ca** akimlar1 kardiyak miyositlerden
kaydedildiginden beri, farmakolojik ve fizyolojik kriterlere bakilarak birgok Ca*" kanal
alttipi tanimlanmistir (105). Memeli hiicrelerinde fonksiyonel ekspresyonlari ve cCDNA
klonlanmasina bagli olarak al alt biriminin farkliligina gére 10 farkli Ca*™ kanal tipi
belirlenmistir. Bu kanallar yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerine gore Cavl, Cav2 ve Cav3
olmak tizere tli¢ gruba ayrilir. Bu gruplarin herbirinde pek ¢ok kanal {iyesi bulunmaktadir
(96). Cavl kanal ailesi L tipi kalsiyum kanallar1 olarak bilinmektedir (Cavl.2, Cavl.3,

and Cav1l.4). Bu kanallar yavas voltaj bagimli kap1 6zelliklerine sahiptir ve dihidropiridin
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agonist ve antagonistlerine yiiksek derecede affinite gostermektedirler (106). Cav2 kanal
ailesi tiyeleri kendi aralarinda aminoasit diziliminde farklilik gosterirler ve temelde
(Cav2.1, Cav2.2, and Cav2.3) olarak tanimlanmistir (107). Cav2 kanallar1 Q ve P tipi
kalsiyum kanallarini kodlar ve bu kanal akimlar1 w-agatoksin tarafindan gii¢lii bir sekilde
inhibe edilir. Cav2.2 ailesi N tipi kalsiyum akimlarindan sorumludur ve bu akimlar ®-
konotoksin tarafindan bloklanir. Cav2.3 ailesi R tipi kalsiyum akimlarina karsilik gelir.
R-tipi kalsiyum kanallar1 hem Ca kanal antagonistlerine hemde diger kalsiyum
kanallarinin hassas oldugu toksinlere karsi oldukg¢a direnglidir (108). R tipi kalsiyum
akimlar tarantula toksini olan SNX-482 tarafindan inhibe edildigi belirtilmistir (109).
Cav3 ailesinin tiim kanal tipleri (Cav3.1, Cav3.2 and Cav3.3) ise T tipi akimlardan
sorumludur. Cav3 kanal ailesinin akimlar1 nikel ile bloklanabilir ayrict kadmiyum tiim
yiiksek voltajla aktive olan kalsiyum kanallarmin tamamini diisiik konsantrasyonlarda
(mikromolar) inhibe edebilir (105).

Kalsiyum kanallar1 ayn1 zamanda diisiik voltajla aktive olan ve yliksek voltajla aktive
olan kanal gruplari olarak da simiflandirilirlar. Diisiik voltajla aktive olan kanallar kiiciik
kondiiktansa sahiptirler ve bu kanallarin aktive olabilmesi i¢in zar potansiyelinde hafif
depolarize edici kiiciik potansiyel degisimleri yeterlidir (110). T tipi kalsiyum kanallari
diisiik voltajla aktive olan kanallardir. Aksine yiiksek voltajla aktive olan kalsiyum
kanallariin aktive olabilmesi icin zar potansiyelinde biiyiik depolarizasyon dalgasi
gereklidir. Yiiksek voltajla aktive olan kanallarin kondiiktans, kinetik, farmakolojik
Ozelliklerine bakilarak pek cok alt tipi bulunmustur. Bu kanallar temelde P/Q, N, L ve R
tipi kalsiyum kanallar1 olarak siniflandirilabilir (111).

2.7.3.3. Hiperpolarizasyonla aktive olan siklik niikleotid kapil katyon kanallar:

Hiperpolarizasyonla aktive olan siklik niikleotid kapili katyon kanallar1 (HCN) bilinen
diger bir¢ok iyon kanalinin aksine zarin hiperpolarize olmasi ile aktive olur. Memelilerde
MSS ve kalpte ekspresyonlar1 gosterilen bu kanal ailesi dort gen tarafindan kodlanir ve
dort tiyesi bulunmaktadir (HCN1-4) (112). Kalpte essiz biyofiziksel ozelliklerinden
dolayr bu kanallar “tuhaf, ilgin¢g” anlamina gelen “funny” kanallar1 olarak da
bilinmektedirler (113). Genellikle -55, -60 mV yakinlarinda negatif hiperpolarize
potansiyellerde agilan bu kanallarin aktivasyonu siklik adenozin monofosfat (CAMP) ile
dogrudan iliskilidir. Siklik adenozin monofosfat seviyesini yiikselten hormonlar ve
norotransmitter maddeler HCN kanal aktivasyonunu da kolaylastirirlar. Kalpte

sinoatriyal diiglimdeki uyar ¢ikisindan ve diizenlenmesinden sorumlu olan bu kanallarin
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aktivasyon siirecinin  siklik guanozin monofosfat (cGMP) ve nitrik oksit
konsantrasyonuyla da yakindan iliskili oldugunu goésteren ¢alismalar mecvuttur (114).
HCN kanallar1 karisik katyon kanallaridir. Yani hem potasyum hem de sodyum
iyonlariin gecisine izin veren spesifik bir por bdlgesi bulunur. Sodyum iyonlarinin
potasyum iyonlarina gére gegis oranlari (Na™:K", 1:3-1:5) arasinda degisir. Kanalin por
bolgesi anyonlarin gegisine izin vermez iken kanal kondiiktansinin ekstraselliiler klor

konsatrasyonuna duyarli oldugu bildirilmistir (115).

Uzun zamandir HCN kanallarinin tek degerlikli katyonlarin gegisine izin veren bir yapisi
oldugu diistiniilmekteydi. Yakin zamanda ise elde edilen veriler iki degerlikli kalsiyum
Iyonlarina kiiciik miktarlarda gecirgen oldugunu gosteren caligmalar yaymlanmistir.
HCN kanallart ¢ok diisiik konsantrasyonlarda sezyum, ZD7288 ve ivabridin gibi
kimyasal ajanlarla selektif sekilde bloklanir (30).

HCN kanal1 alt tiplerinin aktivasyon kinetikleri birbirinden farklidir. HCN1 en hizli kanal
aktivasyonuna sahip kanal iken HCN4 en yavas aktive olandir (116). Temelde sinir
sisteminde ve kalpte ifade edilen HCN kanallarinin ifade edilme dereceleri de farklidir.
HCNZ1’in beyinde; neokorteks, serebellar kortex, spinal kord ve beyin sapi
cekirdeklerinde, HCN2’nin talamus ve beyin sap1 ¢ekirdeklerinde, HCN4’iin olfaktor
bulbusda ve talamik ¢ekirdeklerde yogun sekilde ifade edildigi saptanmistir. HCN3
beyinde en az ifade edilen kanal alttipidir. HCN kanal alt tiplerinin tamaminin kalp
dokusunda ifade edildigi bilinmektedir (117).

2.7.3.4. Potasyum kanallari

Potasyum iyon kanallar1 farkli biyofiziksel 6zelliklere sahip olan ve pek cok alt tipi
bulunan biiyiik, heterojen bir iyon kanali grubudur. Hemen hemen tiim hayvan ve bitki
tiirlerinde bulunmaktadir (118). Potasyum iyon kanallari; iyon akiminin yoniine ve aktive
olma mekanizmalarina bakilarak disariya dogru (outward) ya da igeriye dogru (inward)
akimlara sahip olan kanallar seklinde gruplandirilir. Potasyum akimlar1 yaklasik olarak
60 y1l kadar 6nce Huxley ve Hodgkin’in mavi miirekkep baliginin dev aksonunda yaptigi
aksiyon potansiyelinin temelinin iyonik analizinde voltaj bagimli olarak "outward"
seklinde tanimlanmistir. Bu akimlar klasik potasyum akimlar1 olarak da bilinmekte olup,
istirahat potansiyelinde genellikle kapali olmakla birlikte depolarizasyon altindayken

aktive olurlar. Bu tip K" kanallarinda disariya dogru (outward) akimin 6nemi; ¢ogu
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uyarilabilir hiicrede aksiyon potansiyelinin repolarizasyon fazina biiyiik oranda katkida
bulunmasidir. Klasik K* kanallarinin aksine igeriye dogru (inward) K™ kanallar1 ise
istirahat potansiyellerinde aktif olmakla birlikte depolarizasyon altinda kapalidirlar (118).
Potasyum kanallar1 biyofiziksel, fonksiyonel ve farmakolojik ozelliklerinin farkh
olmasina bagli olarak 12 alt gruba ayrilmistir (Kv1.x-Kv12.x). Bunlar arasinda yer alan
Kv10, Kv11 ve Kv12 aileleri EAG (ether a go go) geni ile iligkili kanallardir.

2.7.3.5. ERG kanallari

Ether a go go geni ile iliskili kanallar (EAG); voltaj kapili potasyum kanal ailesinin
KCNH familyasina ait olan kendi igerisinde EAG (ether a go go, Kv.10x), ERG (ether a
go go related, Kv.11x) ve ELK (ether a go go- like, Kv.12x) olmak {iizere ii¢ alt tipi
bulunan iyon kanali grubudur (Sekil 12) (2). ERG kanallar1 kendi igerisinde ERGI
(Kv1l.1), ERG2 (Kv11.2) ve ERG3 (Kv11.3) olmak tizere farkli biyofiziksel dzellikler
gosteren ti¢ farkli gruba ayrilir (119, 120). Bu kanallar literatiirde hERG, Ikr, KCNH2
kanallar1 olarak temsil edilirler (1). ERG kanallari istirahat zar potansiyelinin
diizenlenmesinde (121), hormon saliniminda (5), aksiyon potansiyelinin atesleme deseni,
frekansi ve siiresinin belirlenmesinde (6) kritik rol oynadig: bildirilmistir (122).

Insan ether a go go related geni (human-ERG, hERG) ilk olarak 1994 yilinda hipokampiis
bolgesinden klonlanarak voltaj duyarli i¢eriye dogru iyon akisina miisaade eden (inward
rectifier) K* kanali olarak karakterize edilmistir (2, 123). Kanalin por bolgesinin essiz
yapis1 sayesine kardiyak aksiyon potansiyelinin repolarizasyon fazi i¢in olduk¢a 6nemli
oldugu disiiniilmektedir (Sekil 13) (2, 4). Voltajla aktive olan ¢ogu K* kanalinin aksine
ERG kanallar1 K* iyonlarinin hiicre igine dogru girmesine miisaade ettigi (inward) igin,
kalp ventrikiiler hiicrelerinde aksiyon potansiyelinin plato fazi siiresince hiicreden K*
cikisint sinirlandirmada rol aldigi distiniilmektedir (124). Boylece ERG kanallarina
kardiyak aksiyon potansiyelinin repolarizasyon fazinin siiresini belirleme gibi bir gorev

addedilmistir.

ERG kanallarmin ahisilmisin disinda aykiri biyofiziksel o6zelliklere sahip oldugu
bilinmektedir. Bu kanallarin yapisal ozelliklerinden dolayr inaktivasyon kinetikleri
aktivasyon kinetiklerine gore ¢ok hizlidir. Sekil 12 E grafigi incelendiginde grafinin alt
kisminda akim protokoliiniin uygulanmasi neticesinde alinan voltaj yanit temsili olarak

goriilmektedir. ERG kanallar1 istirahat zar potansiyelinin depolarize degerlere dogru
30



gitmesiyle beraber aktive olur. Fakat inaktivasyon kinetiklerinin ¢ok hizli olmasindan
dolayr kanal hemen inaktive olur. Sekil 12 E’de goriildiigii gibi ERG kanallar
inaktivasyondan kurtuldugunda o6l¢iilen akimin biiyiikligli kanal aktive oldugunda
Olclilen akimin biyiikliiglinden daha fazladir. Bu durum ERG kanallarini diger

kanallardan ayiran 6nemli bir 6zelliktir.

EAG
Potasyum kanal ailesi
—’—’—"——A\_\ —
eag elk erg
ether-a-go-go eag-like eag-related
eag! eag2 elk1 | elk2 | elk3 erg! | erg2 | erg3
v » A . v
B = inaktivasyondan
s3 S D E kurtulma
54 .
5 S8 Aktive Deaktive
P Inaktive

Kapali
Deaktive
+20 mV 40 mV
o) |80 mv | | 80 mV

Sekil 12. EAG potasyum kanal ailesi ve ERG kanal yapisi. A.ERG kanallar1 dort alt
tiniteden olusur ve bu alt iinitelerin her birinde alti transmembran segment (S1-S6)
bulunur. B. Dért alt tinitenin her birinde bulunan ve birlikte S5 segmentinden baslayarak
S6 segmentinin sonuna kadar uzanan aminoasit sekansi bir agiklik bolgesi (por) olusturur
ve bu agiklik kanaldan hangi iyonun gegecegini belirleyen segici bir filtre olarak
fonksiyon goriir. C. EAG potasyum kanal ailesi, iiyeleri ve alttipleri. D ve E. ERG

kanallarinin kinetik 6zelliklerinin sematik gosterimi. Ref. (3)’ten uyarlanmustir.
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A. ERG Kkanallarinin ii¢ konfigiirasyonu
bulunmaktadir: kapali (C), agik (O), inaktif
(I). Kapali (C) bir kanalin agilmasi (O),
aktivasyon olarak tanimlanir. Iyon kanalinin
zarin hiicre i¢ine bakan tarafindaki
aktivasyon kapisimnin  acilmasit  olarak
distiniilir. Aktif durumda bulunan bir
kanalin inaktif duruma gegmesi ise
inaktivasyon (1) olarak tanimlanir ve kanalin
hiicre disina bakan tarafina agilan kapisinin
kapanmasi olarak diigiiniiliir.
B. ERG kanallarin1 diger potasyum
kanallarindan ayiran en Onemli oOzellik
aktivasyon ve deaktivasyon siire¢lerinin ¢ok
yavas, inaktivasyondan kurtulma “recovery”
ve inaktivasyon siireglerinin ¢ok hizh
meydana gelmesidir.

C. ERG kanalimin yavas aktivasyon ve hizli
inaktivasyon kinetiklerinden dolay1
depolarize edici akim enjeksiyonlarina karsi
kanaldan ¢ok kiigiik bir akim geger. Bu olay
kardiyak ventrikiiler miyositlerde kardiyak
aksiyon potansiyelinin plato fazina kargilik
gelir (yaklasik olarak 0 mV diizeylerinde).
Ancak plato fazindan sonraki repolarizasyon
fazinda K" i¢in doniisim (reversal)
potansiyelinden daha negatif diizeylerde (-
120 mV) ERG kanali ¢ok hizlica
inaktivasyondan kurtulur, daha sonra akim

giderek kiiciiliir ve kanal deaktive olur

(125).

Sekil 13. ERG K" kanalinin kinetik 6zellikleri (125).
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2.7.3.5.1. ERG kanallarinin yapisal 6zellikleri

ERG kanallar1 voltaj bagimlhi K kanal ailesinin bir tiyesidir. Tipki bu ailenin diger
tiyelerinde oldugu gibi fonksiyonel olarak homotetramerik bir yapiya sahiptir; yani
birbirinin aynis1 olan dort alt iiniteden olusur ve bu alt initelerin her birinde alti
transmembran segment (S1-S6) bulunur (2, 123). Kanalin her alt birimi sitoplazmik bir
N terminal ve C terminal uca sahiptir. Bunlarin kanalin aktivitesinin diizenlenmesinde
katkida bulunduklar1 tespit edilmistir (126-130). Dért alt {initenin her birinde bulunan ve
birlikte S5 segmentinden baslayarak S6 segmentinin sonuna kadar uzanan aminoasit
sekansi bir aciklik bolgesi (por) olusturur ve bu agiklik kanaldan hangi iyonun gegecegini
belirleyen segici bir filtre olarak fonksiyon goriir (Sekil 12). Her alt tinitenin ilk dort
transmembran segmentinin o sarmali (S1-S4) kanalin agilip-kapanma durumunu kontrol
eden primer voltaj sensorii olarak gorev yapar. Bu nedenle S4 transmembran segmentinin
elektriksel yiikiiniin degistirilmesiyle kanalin aktivasyon kapisinin agilmasi saglanir
(125).

Yapisal olarak diger K* kanal ailesi liyelerine benzemekle birlikte ERG kanalin1 onlardan
ayrran en Onemli Ozelliklerden Dbirisi inaktivasyon Kkinetiklerinin  aktivasyon
kinetiklerinden ¢ok daha hizli olmasidir (3). -20 ve +20 mV arasindaki zar
potansiyellerinde yiizlerce milisaniye icerisinde kanal aktivasyonunu tamamlarken
sadece 5-7 milisaniye gibi ¢ok kisa bir siire icerisinde kanal inaktive olur (124). Ayrica
kanalin inaktivasyon siireci de voltaj bagimli olmasi nedeniyle 6nem arz etmektedir (4).
Kvl11.1 (ERG 1) ve Kv11.2 (ERG 2) kanallar1 yavas aktivasyon kinetikleriyle beraber
giiclii igeriye dogru (inward rectifier) akim 6zelligi gosterirken, Kv11.3 (ERG 3) kanallari
tam aksi bir 6zellik gostererek hizli aktivasyon kinetikleriyle beraber zayif i¢eriye dogru

(inward rectifier) akim 6zelligi gostermektedir (3).

2.7.3.5.2. ERG kanallarinin Kalp iizerine etkileri

Kalpte ventrikiiler miyositlerde gecikmis rektifiyer K* (Ikpr) akimlariimn; hizli (Ikr) ve
yavas (Iks) aktive olan iki komponenti bulunur (3). Hizli K* akimlarinin (lkr)
modiilasyonu ERG kanallar1 aracilifiyla diizenlenir (4). Hizli K akimlarinin biyofiziksel
ozellikleri atrial ve ventrikiiler miyositlerin yanisira (131), sinoatriyal digim
hiicrelerinde de ¢alisilmigtir (132, 133). Sinoatriyal diigiim hiicrelerinde yapilan
caligmalar neticesinde Ikr‘'nin bu hiicrelerde kalbin ritim belirleyici (pacemaker)

aktivitesine katkida bulundugu rapor edilmistir (133, 134). Ventrikiiler miyositlerde ise
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Ik’in aksiyon potansiyelinin repolarizasyon fazina ve plato fazi olusumuna katkida

bulundugu belirtilmistir (3).

Ozellikle kalpte ERG kanal proteinlerini ifade eden genlerde (7. kromozom) meydana
gelen mutasyonlar nedeniyle olusan kardiyak aritmiler neticesinde “Uzamus QT
sendromu” (long QT) ve ani Oliimler goriilmektedir (4). Uzamig QT sendromu
elektrokardiyogram tizerinde Q-T segmenti siiresinin uzamasiyla karakterize olan kalbin
elektriksel sisteminin bir bozuklugudur. QT segmentleri arasindaki siire kalbin
depolarizasyonu ve repolarizasyonun tamamlanmasi igin gerekli siirenin bir 6lglistidiir.
Bu siirenin uzamasi ventrikiiler aritmi riskini 6nemli 6l¢iide arttirir ve “torsades de

pointes” olarak bilinen 6zel bir aritmiye sebep olmaktadir (135).

A
aktivasyon inaktivasyon
deaktivasyon
YAVAS HIZLI
kapali acik inaktive
+40 -
B
0
Voltaj
90
€
1.0
Akim
250 500 750 (ms)

Sekil 14. Kardiyak aksiyon potansiyelinin plato fazinda ERG akimlari

Kalpte aksiyon potansiyelinin depolarizasyon faz1 Na* kanallar1 tarafindan baglatilir. Na*
kanallarinin hizli aktivasyon ve hizli inaktivasyon kinetiklerinden dolay1 kanal hizli bir
sekilde agilip kapanarak zar1 depolarize eder. Takiben pek ¢ok potasyum kanal tiplerinin
de katkistyla zar yavagga repolarize olmaya baslar. Bu repolarizasyon fazinin son
déneminin 6nemli komponentlerinden birisi de ERG kanallarindan gecen ERG
akimlaridir (4, 123). Sekil 14 incelendiginde kalpte ventrikiiler aksiyon potansiyelinde

plato fazinin son donemlerine dogru ERG akimlarmnin genliklerinin pik yaptigi
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goriilecektir. Buradan hareketle ERG akimlarmin plato fazi repolarizasyon siiresini
belirleyen akim komponentlerinden birisi oldugu tespit edilmistir (4, 136). Hiicre zarinin
depolarize olmasimi takiben acilan kanaldan gegen akimin pik degerine aktivasyon
fazinda degilde inaktivasyondan kurtulma “recovery” siirecinde ulastigini1 belirtmekte
yarar vardir. Ciinkii kanalin alisilmisin disinda biyofiziksel 6zelliklere sahip olmasinin

altinda yatan temel nedenin bu oldugu sonucuna varan pekg¢ok calisma mevcuttur.

ERG kanallarmin o&zellikle kalpteki atriyal ve ventrikiiler miyositlerde aksiyon
potansiyeli plato fazi siiresinin belirlenmesine de katki sagladigi bildirilmistir (136).
Aksiyon potansiyelinin plato fazinda kalpte etkin bir kontraksiyonun olabilmesi igin
ventrikiiler miyosit hiicrelerindeki sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum iyonu (Ca'™)
salinmasi gerekir. Dolayisiyla ERG kanalinin fonksiyon bozukluklarinda plato stiresi
etkilenecek kalbin kasilim giicii ve kasilim siiresi degisecektir. Bunun yani sira sinoatriyal
ve atriyoventrikiiler diiglimlerde ERG kanallarinin ifade edildigi ve bu sekilde kalbin
ritmik aktivitesinin belirlenmesinde 6nemli oldugu rapor edilmistir. Buradaki fonksiyon

bozukluklarinda ise aritmiler ve ani 6liimler goriilebilmektedir (136).

2.7.3.5.3. ERG kanallarimin farmakolojisi

Tipki diger voltaj bagimli iyon kanallarinda oldugu gibi ERG kanallarinin da statik bir
yapilar1 yoktur. Bu kanallar da voltaj degisimine, kimyasal ajanlara ve bazi toksinlere
maruz kaldiklarinda ya da birakildiklarinda konformosyonel degisiklikler gostererek ya
acilir, ya kapanir, ya da inaktive olurlar (1). ERG kanallarinin, dofetilide, E-4031, WAY
123-398, terfenadine, azimilid gibi kimyasal ajanlar ile se¢ici bir bicimde bloke olduklar1
bir¢cok ¢aligma tarafindan rapor edilmistir (12, 13, 137). Ayrica gesitli akrep tiirlerinden
elde edilen peptid yapili toksinlere kars1 da yiiksek derecede affinite gosterdikleri ve
giiclii bir sekilde bloklandiklar1 bildirilmistir (4, 138). Bunlar arasinda yer alan Ergtoksin
ve BEKm 1 gibi toksinler nanomolar diizeylerde kullanildiklarinda dahi ERG kanallari
lizerine spesifik olarak inhibitorik etki gostermektedirler (139). ERG kanallarinin
agonistleri arasinda ise VU0405601, PD118057 ve NS1643 yer almaktadir (1, 125, 140)

2.8. Arastirma yontemi
Calisma kapsaminda ERG kanallarimin kohlear ¢ekirdek dokusunda varliginin
elektrofizyolojik olarak saptanmasi, biyofiziksel farmakolojik ve fizyolojik

fonksiyonlarinin karakterizasyonu amaciyla yama kenetleme (patch clamp) tekniginden
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yararlanilmistir. Bu teknik néronlardan hiicre i¢i kayit almay1 gerektiren ve ¢ok giiglii

verilerin alinmasina olanak saglayan zor bir tekniktir.

2.8.1. Yama kenetleme elektrofizyoloji teknigi

Hiicre uyarilabilirligi ve elektrofizyolojik ¢aligmalarin temeli 20. ylzyilin baslarina
dayanmaktadir. fyon kanallarina ait ilk calismalar Birlesik Devletler’den Kenneth Cole
ve Howard Curtis ile Biiyiik Britanya’dan Bernard Katz tarafindan yapilmistir. 1941
yilinda ilk kez Andrew Fielding Huxley ve Alan Lloyd Hodgkin miirekkep balig1 dev
aksonunda hiicre i¢i elektrodlari kullanarak aksiyon potansiyelini kaydetmis ve pasif zar
ozellikleri incelemislerdir (89). Alan Hodgkin ve Andrew Huxley’e sinir hiicrelerinin
merkezi ve periferal kisimlarinda eksitasyon ve inhibisyonun iyonik mekanizmalarini
aciklamalarina dair yaptiklar1 ¢alismalarindan dolay1 1963 yilinda Nobel Tip / Fizyoloji
odili  verilmistir (89). Dilimize yama kenetleme /miihiirleme/kiskact olarak
cevirebilecegimiz “patch clamp” hiicre zarindaki fizyolojik siireglerde gorev alan ve
patolojik bir¢ok durumla iligkisi oldugu diisiiniilen iyon kanallarinin biyofiziksel ve
farmakolojik  6zelliklerinin  giiclii  bir sekilde anlasilmasina yardimer olan

elektrofizyolojik bir tekniktir.

Yama kenetleme teknigi ilk kesfedildigi zamanlarda kii¢iik bir hiicre zar1 pargasinin
voltajinin kontrol edilmesi amaciyla kullanilirken, giiniimiizde daha ziyade zar tizerinde
mikropipet yardimiyla hem voltaj kenetlemenin hem de akim kenetlemenin her ikisinin
birden Ol¢iimiine karsilik gelmektedir. Aslina bakilirsa voltaj kenetleme tekniginin
gelistirilmis bir uygulanisi olan yama kenetleme teknigi hiicre zarinda iyonlarin

hareketine bagli olarak olusan elektriksel potansiyellerin 6l¢limii esasina dayanir.

Yama kenetleme tekniginin akim kenetleme (current clamp) ve voltaj kenetleme (voltage
clamp) olmak tizere iki ayri uygulanma alani vardir. VVoltaj kenetlemede, hiicre zarinin
voltaji manipiile edilerek kontrol edilmek suretiyle, iyon kanallarindan gegen akim
miktar1 Ol¢iiliirken, akim kenetlemede ise hiicreye biliyiikliigli bilinen akim enjekte

edilerek verilen akima kars1 hiicrenin gdstermis oldugu voltaj yanit 6lgiilmektedir (141).

Yama kenetleme tekniginin ilk zamanlarinda yapilan c¢aligmalar kanallarin;
smiflandirilmasi ve iletkenlik degerleri, voltaj bagimliliklari, agilip-kapanma Kinetikleri,

secicilik ve farmakolojik profili gibi biyofiziksel 6zelliklerini tanimlamaya yonelik iken,
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glinlimiizde daha ziyade calisilan iyon kanalinin hiicrede ne tiir bir fizyolojik roli
oldugunu, mutasyon ya da fonksiyon bozukluklarinda ne tiir bir patolojiye sahip
olduklarini arastiran, giiclii verilerle arastirma sonuglarini destekleyen bir teknik olarak

bilinmektedir.

Calisma fare beyin kesitlerinde yama kenetleme metoduyla gerceklestirilmistir. Bu
calismalarda hayvan materyali olarak albino BALB/c 1rk1 14-17 giinliik yasta geng fareler
kullanilmistir. Bu yastaki fareler; isitme yolagindaki ndronlar1 gelisimlerini biiyiik oranda
tamamladigi igin duyabilmektedirler (12). Bu yastan daha geng hayvanlarda yolaklar tam
olarak gelismedigi ve hiicreler gelisimlerini tamamlayamadiklari i¢in elde edilen veriler
yetigkin hayvanlardaki durumu yansitmayacagindan bu verileri yorumlamak gii¢ ve
karmasiktir (142). Daha yasl farelerde ise bag doku c¢ok fazla gelistigi igin kesit alma
sirasinda hiicrelerin asir1 hasarlanmasina yol agacak ve hiicre i¢i kayit yapmak neredeyse
imkansiz hale gelecektir. Bu olumsuzluklardan kaginmak amaciyla 14-17 giinliik yasta

hayvanlar kullanilmistir.

2.8.2. Akim kenetleme

Akim kenetleme deneylerinde hiicreye biiytikliigii bilinen miktarda akim enjekte edilir ve
hiicrenin bu akima kars1 gostermis oldugu voltaj yanit dl¢iiliir. Uygulanan her bir akim
adimi fizyolojik sartlarda hiicreleri uyarici ya da inhibe edici karakterde olan sinaptik
inputlar temsil etmektedir. Bu ylizden akim kenetleme ¢alismalart hiicrelerin sinaptik
aktivitelerinden kaynaklanan EPSP ya da IPSP durumlarmi degerlendirmek igin
yapilmaktadir.

2.8.3. Voltaj kenetleme

Voltaj kenetleme deneylerinde hiicre belirli bir potansiyelde tutulur ve bu potansiyelde
hiicreden gecen akim miktar1 6l¢iiliir. Voltaj kenetleme ¢aligmalartyla iyon kanallarinin
sahip oldugu aktivasyon, inaktivasyon ve deaktivasyon kinetikleri gibi kanalin sahip

oldugu elektrofizyolojik ve biyofiziksel 6zellikleri belirlenmektedir.

2.8.4. Yama Kkenetleme Kkonfigiirasyonlari
Teknigin c¢alisma amacina bagli olarak uygulanma alant bulmus olan farkh
konfigiirasyonlar1 vardir. Bunlar; hiicreye yapisik kayit (“on-cell” ya da “cell-attached”),

tim hiicre kaydi (“whole cell”), igi-disarda kayit (“inside-out”), disi-disarda kayit
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(“outside-out”) olarak simiflandirilabilir. Her bir konfigiirasyonun kendini 06zgii
uygulanma alani, avantaji ve dezavantaji vardir. Hangi konfigiirasyonun segilecegi;
calisilan iyon kanalimin tipine ve calismanin amacina bagli olarak degisiklik
gostermektedir.

Bu ¢alismada tiim hiicre kay1t konfigiirasyonu (“whole cell” recording) kullanilmistir. Bu
konfigiirasyon pipet hiicreye yapisik (cell-attached) konfiglirasyonunda iken pipet ucu
tarafindan izole edilen zar kismi hafif negatif bir basingla yirtilmasi suretiyle elde
edilmektedir (sekil 15°de pipet ile hiicrenin pozisyonu gosterilmistir). Negatif basing
nedeniyle zar biitlinliigii bozuldugu i¢in, pipet solusyonu ile hiicre i¢indeki sitoplazma
karisir. Dolayisiyla pipet i¢indeki solusyon ile intraselliiler sivi igerik bakimindan

benzerlik gdstermelidir. Aksi halde hiicre ¢ok kisa zaman dilimi igerisinde canliligini

yitirecektir.

Sekil 15: On-cell pozisyonunda mikropipet ile hiicrenin konumu

Tiim hiicre kayit konfiglirasyonu kullanildigi zaman seri direncinden ve hiicre
kapasitansindan kaynaklanan hatalar olabilecegini unutmamak ve bunlart kompanse
etmek gerekmektedir. Hiicre zarinin pipet agzi tarafindan izole edilmesini takiben hafif
negatif bir basingla yirtilmasi neticesinde pipet igindeki solusyon ile sitozoldeki sivi
arasinda hizli sekilde iyonik yiiklerin esitlenmesi amaciyla difuzyon gerceklesir. Bu,
hiicre morfolojisini gézlemlemek i¢in hiicre i¢ine; floresan boyalarin verilmesi, hiicre ici
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iyonik komposizyonu kontrol etme ve hiicre i¢i ikincil habercileri manipiile etme gibi
avantajlar saglasa da, zamanla hiicre i¢i sitoplazmal sivinin seyreltilmesi, sitoplazmal
sollisyonunun bilesiminin degismesi, hiicre i¢i 6nemli komponentlerin kaybi ve

hiicrelerin canliliklarini kaybetmesi gibi dezavantajlara da sahiptir.

Pipet solusyonu ile sitoplazma sivist arasinda iyonlarin konsantrasyonun farkli olmasi
nedeniyle meydana gelen difiizyon neticesinde kavsak “junction” potansiyeli olusur. Bu
potansiyel kullanilan soliisyon bilesiminin farkliliklarindan dolay1 degismekle birlikte;
deneysel olarak ol¢timii yapilarak her deneyin sonunda istirahat zar potansiyeline
eklenmelidir. Bu deger bizim deneylerde kullandigimiz normal yapay beyin omurilik
stvist (yBOS) ve pipet soliisyonu i¢in yaklasik olarak -12 mV kadar olup, pipet ve
perfiizyon solusyonunun iyon igerigine bagli olarak degiskenlik gosterebilmektedir.
Ilerideki boliimlerde neden kullanildigi agiklanacak olan 40 mM K* soliisyonu igin
kavsak potansiyeli degeri -16 mV olarak Ol¢iilmiistiir. Bu degerler kayitlarin analizi

asamasinda dikkate alinmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Beyin Kkesitlerinin alinmasi ve kesitlerin kayit odacigina transferi

Gaziantep Universitesi Deney Hayvanlari Arastrma Birimi’nden etik kurul onayi
almarak caligsmalara baslanmistir (protokol no:3). Anestezi altinda kafasi kesildikten
sonra (dekapite) hayvanin basi siirekli oksijenlenen normal yapay beyin omurilik sivisi
(yBOS) igerisine alinarak fiziki olarak hasar olusturmadan, 6zellikle beyin sapindan ¢ikan
kraniyal sinirleri gerdirmeden diseksiyon yapild1 (86). Beyin bir biitiin halinde kafatasinin
digin1 alindiktan sonra inferior kollikulus-superior kollikulus seviyesinden yaklasik
olarak 60° agiyla koronal bir sekilde kesildi (Sekil 16 D). Beyin sapinin bulundugu kisim
inferior Kollikulus asagiya gelecek sekilde cyanoacrylate bir yapistirict (japon)
araciligryla teflon blok iizerine yapistirildiktan sonra siirekli oksijenlenen normal yBOS
stvisinin bulundugu vibratomdaki yerine yerlestirildi. Daha sonra titresimli bir vibratomla
175-200 um kalinhiginda koronal kesitler alind1 (Sekil 16). Elde edilen kesitler yaklasik
olarak 15-30 dakika siiresince siirekli oksijenlenmekte olan normal yBOS soliisyonunda
inkiibe edildikten sonra intraselliiler kayit almak tizere 0.3 ml solusyon hacmine sahip
olan ve igerisinden 4-5 ml/dakika hizda taze oksijenlenmis normal yBOS solusyonunun
perfuze edildigi kayit odacigina alinmistir. Perfiize edilen yBOS soliisyonun sicakligi
perfiizyon sisteminin kayit odacigina dokiildiigii kisminda negatif geri beslemeli (negatif
feedback) devre komponenti probunun bulundugu termoregiilatorle 33 °C ‘de sabit

tutulmustur.
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Sekil 16. Diseksiyon asamalari; A:basin sabitlenmesi, B ve C: bregmanin a¢ilmasi, D:

inferiyor kollikulus-siiperiyor kollikulus seviyesinden kesi, E: serebellumun ¢ikarilmasi,
F: kranial sinirlerin seyri, G ve H: optik sinirin kesilmesi, I: beyin sapinin kafatasindan
cikarilmis hali, T ve J: teflon bloga japon yapistiricist yardimiyla sabitlenmesi, K:

vibratom yardimuiyla kesit alinmasi
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3.2. Soliisyonlar

Yama kenetleme deneylerinde iki tip solusyon kullanildi. Bunlardan ilki pipet solusyonu
denilen ve iyonik komposizyonu agisindan hiicre i¢i siviya benzerlik gosteren
solusyondur. Ikincisi ise perfiizyon solusyonu denilen iyonik komposizyon olarak hiicre

dis1 s1viyi taklit eden ve beyin omurilik sivisina benzerlik gosteren solusyondur.

Pipet soliisyonu: Pipet sollisyonun bilesimi (mM olarak) 108 potasyum glukonat, 9
HEPES, 9 EGTA, 4,5 MgCl2, 14 fosfokreatinin (tris tuzu), 4 ATP (Na-tuzu) ve 0,3 GTP
(tris tuzu) sekilde diizenlendi. Soliisyonun pH’s1 7,40 olacak sekilde potasyum hidroksit
(KOH) ile ayarland: (143). Pipet soliisyonuna ATP, GTP ve fosfokreatinin eklenmesi
sinir hiicrelerinde uzun siire stabil kayitlarin alinabilmesine olanak saglamaktadir (144).
Pipet soliisyonu her deney dncesi kullanilmak iizere stok soliisyon seklinde hazirland1 ve

-40°C de muhafaza edildi.

Perfiizyon soliisyonu: Akim kenetleme c¢alismalarinda perfiizyon soliisyonu olarak
“normal yBOS” kullanildi. Normal yBOS soliisyonunun bilesimi 138 mM sodyum kloriir
(NaCl) (Merck), 4,2 mM potasyum kloriir (KCl) (Merck), 2,4 mM kalsiyum kloriir
(CaClz) (Fluka), 1,3 mM magnezyum siilfat (MgSOas) (Merck), 10 mM HEPES (4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (Merck), 10 mM glukoz (Sigma aldrich)
icerecek sekilde hazirlanmistir. Bu soliisyon beyin kesitlerinin alinmasindan en az 30 dk
oncesinden baglamak kosuluyla deney siiresince siirekli karbojen gaziyla (95 % O2+ 5%
CO2) oksijenlendirilmistir. Solusyonun pH’st 1 M’lik sodyum hidroksit (NaOH)
kullanilarak 7,35-7,40 arasinda olacak sekilde hazirlanmistir (10, 30).

Voltaj kenetleme caligmalarinda iki tiirlii perfiizyon soliisyonu kullanildi. Bunlardan
birisi ERG kanal akimlarimin genligini arttirmak i¢in yiiksek K* konsantrasyonuna (40 mM)
sahip olan soliisyondur. Bu soliisyon ayni zamanda Ca*? ile aktiflenen K* akimlarmi
engellemek igin Ca*? igermemistir. Potasyum konsantrasyonu 4,2 mM’dan 40 mM’a
cikartilirken, solusyon igerisindeki NaCl ayn1 oranda azaltilarak soliisyonun ozmolaritesi
295-305 mOsm/L degerinde sabit tutuldu. Bu soliisyonun bilesimi (mM olarak) 102 NaCl,
40 KCI, 3,7 MgSO4, 10 HEPES ve 10 glukoz olarak diizenlenmistir. Bu solusyona
sodyum akimlarin1 engellemek i¢in 1 uM tetradoksin (TTX) (Alexis Biochemicals
(USA)), Ikpr ve la akimlarini engellemek igin sirasiyla 1mM 4-aminopiridin (4-AP)

(Sigma aldrich), 1ImM tetraetil amonyum (TEA) (Fluka), hiperpolarizasyonla aktive olan
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nonspesifik katyon kanal akimlarint (Iny akimlarini bloklamak i¢in 2 mM sezyum (Cs)
(Sigma aldrich) eklendi. Ayrica glutamat, GABA ve glisinerjik reseptorlerden
kaynaklanan sinaptik aktivitelerin bloklanmasi amaciyla sirasiyla 5 uM 6,7-
Dinitrogquinoksalin-2,3-dione (DNQX), 10 uM 2-amino-5-fosfonopentanoik asid (APV-
5) ve 1 uM striknin soliisyona eklendi. Bu solusyon “kontrol yBOS” olarak adlandirildi.

“Kontrol yBOS” solusyonuna ERG akimlarini izole edebilmek i¢in spesifik blokorii olan
10 uM 1-[2-(6-metil-2-piridil)etil]-4-(4-metilsiilfonil-aminobenzoil) piperidin’nin (E-
4031) (Alemon lab-Israel ) eklendi ve “E-4031 iceren kontrol yBOS” adinda tigiincii

bir sollisyon daha hazirlandi.

Kullanilan kimyasal ajanlardan E-4031, terfenadin, APV-5 ve Cs (final konsantrasyonu
1/1000)’1 gecmeyecek sekilde dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Hiicreler
tizerine toksik etkiye neden olabilecegi igin DMSO’ nun konsantrasyonunun daha yiiksek
diizeyde kullanilmasindan ka¢imilmistir. Diger tiim kimyasal maddeler yBOS soliisyonu
icerisinde ¢Ozdiiriilmiistiir. Solusyonlar hazirlanirken pH ve ozmolaritelerine de dikkat
edildi. Perflizyon soliisyonunun pH’s1 yaklasik olarak 7,4 pipet soliisyonun pH’s1 ise 7,35
olarak ayarlandi. Her iki soliisyonun ozmolaritesi 295-310 mOSm arasinda tutuldu.
Farmakolojik ajan igeren test soliisyonlar1 kayit odacigina, boru ve vanalardan olusan

perflizyon sistemiyle uygulanmustir.

Voltaj kenetleme ¢alismalarinda s6z konusu antagonistlerin (1 mM 4-AP, 1ImM TEA ve
2 mM Cs) varliginda, bir miktar akim, 6zellikle de kuyruk akimlar1 kaydedilmistir. Bu
akimin tamaminin ERG akimindan ibaret olmadigi, kismen de, tam bloklanmamis diger
akimlar oldugu disiiniilmektedir. Dolayisiyla E-4031 (10 uM) eklendiginde spesifik
olarak ERG kanallarinin bloke edilmesi beklenir. E-4031 oncesi alinan kayitlardan E-
4031 uygulanmasi sonrasi elde edilen kayitlar ¢ikartildiginda ERG kuyruk akimin izole
edildigi diistiniilmektedir.

3.3. Yama kenetleme kayitlari
Brown-Flaming P-97 model Sutter puller cihaz ile borosilikat cam pipetler kullanilarak (1.2
mm dis ¢apa sahip olan) yama kenetleme mikropipetleri tiretilmistir. Elde edilen pipetlerin ug

direngleri 4-7 MQ (pipet soliisyonu doldurulduktan sonraki degeri) olanlari deneylerde
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kullanildi. Daha 6nce anlatildig1 gibi VKC hiicrelerinden alinan kesitlerden “tiim hiicre kayit”
konfigiirasyonu kullanilarak kayitlar elde edildi. Tiim hiicre kaydina gitmeden 6nce on cell
pozisyonunda iken pipet hiicre zarina siki bir sekilde yapismis (“gigaseal direnci”) (>1 gigaohm)
olmasma dikkat edildi (Sekil 15). Tiim kayitlar, “gigaseal” olustuktan sonra insiilin enjektorii
vasitastyla mikropipet igerisine zayif negatif basing uygulanarak pipetin ucundaki zar kismi
yirtildiktan sonra alindi. Bu asamada seri direnci ve kapasitans kompenzasyonu yapilmasina

Ozen gosterildi.

Elde edilen kayitlarda her kayit sonunda pipet hiicreden c¢ikarildiktan sonra okunan
potansiyel degeri (Vtip) kaydedildi. Bu pipet potansiyeli (Vtip), 5 mV’dan daha biiyiik
olarak Olciildiigii hiicreler analize dahil edilmedi. Vtip’in gecerli aralikta oldugu
hiicrelerde Olgiilen degerler kayitlarin analizi sirasinda dikkate alindi. Ayrica Pipet ug
direngleri 6-9 MQ arasinda olan pipetler kullanildi. Pipet direnci ve kapasitans
kompensazyonu voltaj kenetleme konfigiirasyonlarinda tiim hiicre kapasitans ve seri

diren¢ kompensazyonu on-line olarak cihaz iizerinden yapildi.

Voltaj bagiml aktivasyon ve inakivasyon kinetiklerinin analizi ile kararli durum (steady state)
aktivasyon ve inaktivasyon egrileri OriginLab pro 2016 versiyon 9.3 kullanilarak elde edildi.
Aktivasyon ve inaktivasyon egrileri OriginLab’ta Boltzman fonksiyonu ile uyarlanarak (fit
yapilarak) kanallarin yar1 aktivasyon voltaj degeri (Vos) ve egrinin egim derecesi (k faktor)

degerleri elde edilmistir. Boltmaz fonskiyonu;

I(v) = 1/(1 + exp (V0,5 —-Vm)/k)
I(v)= Normalize akim
Vm= Zar potansiyeli
V0,5 = Zar potansiyeli i¢in orta ylikseklik noktasi
k= Aktivasyon i¢in egim(slope) faktorii

denkleminden elde edilmistir.

Deaktivasyon kinetiklerini belirlemek i¢in eksponensiyal fonksiyonundan yararlanildi. Bunun
icin inaktivasyon protokoliinden elde edilen E-4031° e duyarli kuyruk akim Clampfit programi

ile tek ya da ¢ift exponensiyal formuna en uygun olan form ile uyarlanarak (fit yapilarak) zaman
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sabitleri elde edildi. Boylece kanallarin deaktivasyon kinetikleri belirlendi. Eksponensiyal

fonksiyonu;

I(t) = Aexp(t/t) + C

t= Deaktivasyon i¢in “zaman sabiti”
A= Genlik
C= Sabit deger

denkleminden elde edilmistir.

Akim ve voltaj kenetleme deneylerinde veriler Axopatch 200B model yama kenetleme
amplifikatorii kullanilarak elde edildi. Analog kayitlar 5-10 kHz bandinda filtrelendikten sonra
elektrofizyolojik veriler analog/dijital doniistiiriicti Digidata 1440 serisi (Axon Instruments,
Foster City, CA) ile bilgisayara aktarildi. Uyart olusturulmasit ve veri toplanmasi (data
acquisition) igin yazilim olarak Clampex (Axon Instruments), verilerin analizi i¢in Clampfit ile

sekillerin ¢izimi OriginLab pro 2016 versiyon 9.3 paket programlari ile yapildi.

3.4. Hiicrelerin identifikasyonu

Ventral kohlear ¢ekirdek hiicrelerinin lokalize olduklar bolgelere ve hiicreye enjekte edilen
akimlara karsi gostermis olduklari voltaj yanitlarma bakilarak identifikasyonu ve
karekterizasyonu yapildi. Kohlear ¢ekirdek noéronlarinda yapilan ¢alismalarda farkli
biyofiziksel 6zellikler gosteren ii¢ hiicre tipi karakterize edilmistir (10, 30, 145, 146). Bu
hiicrelerden ahtapot tipi sinir hiicreleri PVKC’nin dorsal ve kaudalinde sinirlar1 agik bir
sekilde goriilebilen koyu miyelin bir tabaka tarafindan sinirlandirilan {iggenimsi bir
bolgede bulunurlar (Sekil 6). Yildiz tipi ve ¢ali tipi sinir hiicreleri ise kohlear ¢ekirdegin
ozellikle AVKC boliimiinde yerlesiktir (11). Ventral kohlear g¢ekirdek hiicrelerinde
yapilan c¢alismalar neticesinde kohlear ¢ekirdekte anatomik olarak farkli bolgelerde
bulunduklar1 goriilen bu hiicrelerin farkli biyofiziksel 6zelliklere sahip oldugu da
bilinmektedir. In vitro ¢alismalar ve bu calismalardan elde edilen yama kenetleme
kayitlarinda hiicrelere esik degeri asacak miktarda depolarize edici akim verildiginde ¢ali

ve ahtapot tipi hiicrelerde, sadece bir aksiyon potansiyeli olusurken, yildiz tipi hiicrelerde
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tonik fazda, ¢ok sayida diizenli aksiyon potansiyeli olusturduklar1 belirtilmistir (9, 11,
147).

3.5. Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi:

Istatistiksel degerlendirme, Statistical Package for Social Science (SPSS) Versiyon 23.0
(SPSS inc, Chicago, USA) paket programi kullanilarak yapildi. ERG kanal
antagonistlerinin uygulanma Oncesinde alman kayitlar “kontrol” olarak, bu
antagonistlerin uygulanmasindan sonra alinan kayitlar ise “test grubu” olarak kullanildi.
Iki grup arasinda istatistiksel olarak ERG kanal antagonistinin uygulama 6ncesi ve
sonras1 gozlenen farkliliklarini degerlendirmek i¢in gruplarin normal dagilim gosterip
gostermedikleri incelendi. Hiicrelerde akim voltaj egrisini incelemek igin regresyon
analizi yapildi. Sayisal degiskenler icin tanimlayici istatistikler grup ortalamasi + standart
hata (S.H.) seklinde ifade edilmistir (n deneyde kullanilan hayvan sayisini
gostermektedir). Normal dagilim gosterdikleri belirlenen gruplarda istatistiksel
degerlendirme i¢in parametrik Student- t testi kullanildi ve p<0,05 anlamli olarak kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Akim kenetleme ¢calismalari

14-17 giinliik fare kohlear ¢ekirdeklerinden alinan kesitlerde akim kenetleme kayitlarinda
cal1 tipi, y1ldiz tipi ve ahtapot tipi hiicrelerinde spesifik ERG kanal antagonistleri olan E-
4031 ve terfenadin uygulandi. Hiicrelerin uygulama Oncesi ve sonrasi her iki antagonist
igin istirahat zar potansiyelleri, input direngleri, aksiyon potansiyeli frekanslari, aksiyon
potansiyeli yar1 yiikseklik genisligi, latens siireleri ve atesleme esik degerleri
karsilagtirildi. Kohlear ¢ekirdek bolgesinden 128 yildiz, 50 ¢ali ve 50 ahtopot tipi hiicre
olmak {izere toplamda 228 stabil hiicre i¢i kayit alindi. Kayitlarin siireleri 15 ile 120
dakika arasinda degisti. Pipet ucu direncinin degistigi hiicrelerden alinan kayitlar analiz
dis1 birakildi. Hiicrelerin identifikasyonu, anatomik lokalizasyonlarina, elektrofizyolojik

ve intrinsik 6zelliklerine bakilarak yapildi.

4.1.1. Ventral kohlear ¢ekirdek hiicrelerinin intrinsik ozellikleri

Yildiz, cali ve ahtapot tipi noronlarin istirahat zar potansiyeli, input direnci, zaman sabiti,
kapasitans, aksiyon potansiyeli genligi, aksiyon potansiyeli yar1 yiiseklik genisligi
(halfwidth) ve akim enjeksiyonu neticesinde ilk aksiyon potansiyeli olusuncaya kadar
gecen slireyi belirten latens stiresi gibi pasif ve aktif zar 6zelliklerini kapsayan temel
elektrofizyolojik ve intrinsik 6zellikleri Tablo 1’de verilmistir. Bu parametrelerin nasil

elde edildigini kisaca agiklamak gerekirse;

Input direnci (Rinput): Bir ndéronun input direncini belirleyen en énemli etken hiicre zar1
tizerinde bulunan agik iyon kanali sayisidir. Hiicre zari {izerinde birim alanda bulunan
iyon kanali sayismin fazla olmas1 input direncinin diisiik olmasina sebep olur. input
direngleri istirahat zar potansiyeline en yakin negatif lineer voltaj yanit baz alinarak
hesaplanmustir (Sekil 17).

AV =V2-V1
AV = [.Rinput
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Sekil 17. Hiicrelerin input direnci 6l¢limiiniin sematik gosterimi

Zaman sabiti (7) : Hiicreye akim enjeksiyonu neticesinde zarda meydana gelen total voltaj

yanit degisiminin % 63’line ulasana kadar gecen siire zaman sabiti (t) olarak tanimlanir.

Zaman sabiti kisa olan hiicreler uzun olan hiicreler gore daha ¢abuk uyarilirlar. Zaman

sabiti (1), zar direnci (Rm) ile kapasitansin (C) ¢arpimi neticesinde bulunur (Sekil 18).
(7) = (Rm).(Cm).

AVm = Vm,-Vm,

)
1 [AVmM. %63

Sekil 18. Hiicrelerin zaman sabiti dl¢iimiiniin sematik gosterimi. Ornek olarak verilen

bu trasede tip direnci elimine edilmistir.
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Kapasitans (C) : Kapasitans zarin yiik tutabilme 6zelligine denir. Zarin i¢ yiizi ve dis
yiiziinde iletken bir ortam ve ortada yalitkan bir zar tabakasi oldugu i¢in esasinda zar bir
kapasitor gorevi goriir. Bu 0zelligi itibariyle zarin iki yiiziinde yilik toplanabilir.
Dolayisiyla zara verilen bir uyarana karsi kapasitor olarak gorev yapan zarin ne kadar
gecikme ile cevap verecegi hiicre zarinin yiizey alanina baghdir. Kapasitans su formiille

hesaplands;

Cm= (t) /Rm
T: Zaman sabiti
Rm: zar direnci

C: Farad cinsinden kapasitans

Kapasitans Farad (F) birimi ile ifade edilir. Yani zarin kapasitans1 her bir cm?lik zar alani

igin 1 pF dir.

Latens siiresi (latency): Hiicreye akimin verildigi andan itibaren olusan ilk aksiyon

potansiyelinin pik yaptig1 zaman araligina kadar gegen siire olarak kabul edilmistir.
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4.1.2. Ventral kohlear ¢ekirdek hiicrelerinin elektrofizyolojik ozellikleri

4.1.2.1. Yildiz hiicreleri

Yildiz hiicreleri kohlear ¢ekirdegin hemen hemen tiim bolgelerinde rastlanan, en ¢ok
bulunan hiicre tipidir. Karakteristik biyofiziksel 6zelliklerinden dolay1 kolayca taninirlar
(7, 59). Yildiz tipi hiicrelere artan siddette kare dalga akimi verildiginde esik degere
ulastiktan sonra tonik tarzda ¢ok sayida aksiyon potansiyeli olusturduklari bilinmektedir.
Bu calismada T ve D yildiz tipi1 hiicre ayrimina gidilmemistir fakat alinan kayitlarin biiyiik
cogunlugunun T yildiz hiicresi oldugu diisiiniilmektedir. T yildiz hiicrelerinde aksiyon
potansiyelinden sonra monotonik fazda bir yiikselme goriilirken (o), D yildiz

hiicrelerinde kiigiik ikinci bir hiperpolarizasyon dalgasi daha goriiliir (*) (7) (Sekil 19.).

T YILDIZ

S
o

Zar potansiyeli (mV)

Ve rer rr e

0 200

D YILDIZ

Sl L

Zar potansiyeli (mV)

Zaman (ms)

Sekil 19. T ve D tipi y1ldiz néronlarin atesleme desenleri
Hiperpolarize edici akim enjeksiyonlarina karst hem T hem de D yildiz hiicrelerinde
negatif voltaj yanitinin pik yaptig1 degerlerde bir ¢okiintii (sag) olusur sonra bu ¢okiintii

geriye dogru tekrar doner. D yildiz hiicrelerinde bu ¢okiintii T yildiz hiicrelerine nazaran

51



daha yavas gelisir ve daha kiigiiktir. Bu ¢okiinti Th akiminin aktivasyonundan

kaynaklanir ve HCN kanal blokorii ZD7288 ile kaybolmaktadir (72).

Yildiz tipi hiicreler depolarize edici akim enjeksiyonlarina karsi bliytik, genis, diizenli
araliklarla atesleme yapan seri aksiyon potansiyeli dizileri olustururlar. Yildiz tipi bir
nérondan alinan depolarize ve hiperpolarize edici akim enjeksiyonlarina karst verilen
yanitlar1 gosteren bir kayit temsili olarak verilmistir. (Sekil 20). Bu noronlarda hiicreye
verilen akimin biiytikliigii arttik¢a olusan aksiyon potansiyeli frekansinin da artmasi VKC

hiicreleri arasinda hiicrenin tanimlanmasinda ayrici bir dzelliktir (Sekil 20-Al).
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Sekil 20. Yildiz hiicresinin depolarize ve hiperpolarize edici akim enjeksiyonlarina karsi
verdigi elektrofizyolojik yanitlar. Al: depolarize, A2: hiperpolarize akim enjeksiyonu ve

hiicrenin vermis oldugu yanitlar, A3: akim voltaj iliskisini gosteren grafik

Sekil 20-A2’de, hiperpolarize edici negatif akim enjeksiyonlar1 ve verilen akima karsi

olusan voltaj yantlarin pik degerleri Olgiilerek olusturulan akim-voltaj egrisi
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goriilmektedir. Bu egride akim voltaj iligkisinin lineer bir egriye sahip oldugu oldugu
goriilmektedir (Sekil 20-A3). Hiicreye verilen akim 0,1 nA biiyiikligiine ulastiginda
noron esik degere ulasarak aksiyon potansiyeli olugturmaktadir. Enjekte edilen akimin
blytikligi arttikca (sirasiyla 0.06 nA, 0.08 nA ve 0.1 nA) verilen akima yanit olarak
olusan aksiyon potansiyeli frekans1 artmistir. Hiperpolarize edici akim enjeksiyonlarina
kars1 hiicrenin vermis oldugu voltaj yanitlar (A2) ve verilen akima karsi elde edilen voltaj,
akim voltaj egrisinde (A3) gosterilmistir. Kare dalga akim enjeksiyonlarina kars1 yildiz
tipi noronlar esik degere ulastiktan sonra diizenli bir sekilde atesleme yaparak aksiyon
potansiyeli olusturmaya devam ederler. Kararli durum akimlarina kars1 hiicrelerin esik

degerlerini astiktan sonra diizenli sekilde atesleme yaptiklar1 Sekil 20°de gosterilmistir.

4.1.2.2 Cal hiicreleri

Cal1 tipi hiicreler daha dnce de belirtildigi gibi esik degere ulastiran depolarize edici akim
enjeksiyonlarina kargi akimin biiyiikliigiinden bagimsiz olarak bir aksiyon potansiyeli
olustururlar (59, 72) (Sekil 21). Depolarize edici pozitif akim enjeksiyonlarina karsi ¢ali
tipi hiicrelerin vermis oldugu voltaj yanitlar sekil 23 de temsili olarak verilmistir. Elde
edilen kayitlarda hiicrelere ortalama 0.6 nA akim seviyelerinde maksimal optimum yanit
verdikleri goriilmiis ve bu literatiirle uygun bulunmustur (33). Verilen akimin biiytikligi
artmasina karsin aksiyon potansiyeli frekansinin degismemesi bu hiicre tipi i¢in dnemli

bir 6zelliktir.
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Sekil 21. Cali hiicresinin depolarize edici akim enjeksiyonlarma karst verdigi
elektrofizyolojik yanitlar. Hiicre esik degere ulastiktan sonra akimin biiytikliigii artsa da

aksiyon potansiyelinin frekansi degismedi.
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Hiperpolarize edici negatif akim enjeksiyonlarina karsi ¢ali tipi hiicrelerin vermis oldugu
voltaj yanitlar sekil 22°de verilmistir. Cali hiicrelerinde hiperpolarize akim
enjeksiyonlarina karst verilen yanitlarda bir ¢okelme goriintiisii olusabilir (Sekil 22°de

okla gosterilmistir). Akim voltaj iligkisinde non-lineer bir egri olusmaktadir.
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Sekil 22. Cali hiicresinin hiperpolarize edici akim enjeksiyonlarna karsi verdigi
elektrofizyolojik yanitlar. A; Cali hiicresinde hiperpolarize edici yanitlar ve B; Cali

hiicresinin akim/voltaj egrisi.

Bazi ¢ali hiicrelerinin ilk aksiyon potansiyelinden sonra ¢ok az sayida kiigiik genlikli
aksiyon potansiyeli olusturduklari rapor edilmistir (33). Mevcut ¢alismada bu sekilde bir
cal1 tipi hiicresinden alinan kay1t 6rnegi sekil 23’de gosterilmistir, fakat bu ¢alismada ¢ali

hiicreleri arasinda bdyle bir ayrima gidilmemistir.
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Sekil 23. Birden fazla sayida aksiyon potansiyeli olusturan ¢ali hiicresi

4.1.2.3. Ahtapot hiicreleri

Ahtapot hiicreleri de tipki ¢ali hiicreleri gibi akimin biiyiikligiinden bagimsiz olarak tek
bir aksiyon potansiyeli olustururlar. Sekil 24’ da hiicreye verilen akim 1 nA biiytikliigiine
ulagtiginda noron esik degere ulasarak aksiyon potansiyeli olusturmaktadir. Enjekte
edilen akimin blytkligi arttikca verilen akima yanit olarak olusan aksiyon
potansiyelinin sayisinin degismedigi gortilmektedir. Bu durum ahtapot hiicre tipi igin

karakteristik bir bulgu olarak degerlendirilmektedir.
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Sekil 24. Ahtapot hiicresinin depolarize edici akim enjeksiyonlarina karsi verdigi

elektrofizyolojik yanitlar
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Hiperpolarize edici akim enjeksiyonlarina karsi hiicrenin vermis oldugu voltaj yanitlar ve
verilen akima kars1 elde edilen voltaj; akim voltaj egrisinde gosterilmistir. Negatif akim
enjeksiyonlarina karsi olusan voltaj yanitlarindaki ¢okelme (sag) ahtapot hiicresi igin

tipiktir (Sekil 25).
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Sekil 25. Ahtapot hiicresinin hiperpolarize edici akim enjeksiyonlarina kars1 verdigi
elektrofizyolojik yanitlar, A; Ahtapot hiicresinde hiperpolarize edici yanitlar ve B;

Ahtapot hiicresinin akim/voltaj egrisi.

4.1.3. ERG kanal blokérlerinin yildiz tipi néronlar iizerindeki etkisi

4.1.3.1 Atesleme frekansi iizerine etkisi

Karakteristik olarak yildiz tipi noronlar tonik atesleme desenine sahiptir. Bu hiicrelerde
ERG akimlarinin bloklanmasi aksiyon potansiyeli sayisi ilizerinde arttirici bir etki
gostermistir. Yildiz tipi néronlarda kontrol durumunda 150 msn’lik akim enjeksiyonunda
olusan aksiyon potansiyeli sayis1 13,16 £1,41 iken, terfenadin uygulandiktan sonra ayni
akim enjeksiyonuna karsi olusan aksiyon potansiyeli sayist 15,58 £1,56 (n=12) olarak
bulundu (p < 0,05) (Sekil 26).

Spesifik ERG kanal blokdrii olan E-4031 uygulanmadan 6nce yildiz tipi néronlar 150 ms
stiren akim enjeksiyonunda olusan aksiyon potansiyeli sayis1 20,72+1,72 iken, E-4031
uygulandiktan sonra ise 23,54 £2,38 (n=11) olarak bulunmustur (p < 0,05) (Sekil 27).
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Her iki ajanin da hiicrelerin atesleme frekansi {izerine arttirici bir etkisinin oldugu ve bu

etkinin istatistiksel olarak anlamli bulundugu goriilmistiir (Sekil 28).
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Sekil 26. Terfenadinin yildiz tipi noronlarda aksiyon potansiyeli frekansi {izerine etkisi
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Sekil 27. E-4031 yildiz tipi néronlarda aksiyon potansiyeli frekansi tizerine etkisi
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AP frekansi (hz)

Kontrol Terfenadin Kontrol E 4031

Sekil 28. Terfenadin ve E-4031’in yildiz tipi ndronlarda aksiyon potansiyeli frekansi
tizerine etkisi. *: Ortalamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli diizeyde

oldugunu gostermektedir (p<0,05).

4.1.3.2 Spontan aktivite iizerine etkisi

Yildiz tipi néronlarda terfenadin ve E-4031’in spontan aktivite tizerine etkisi incelendi.
Terfenadin ile yapilan deneylerde kontrol durumlarina goére hiicrelerin spontan
aktivitelerinde 50 ms’lik kayitlar siiresince artis meydana geldigi gézlenmistir (8+0,81
den, 14,5+1,25’¢; aksiyon potansiyeli sayisi/dk ), (n=5), (p<0,05) (Sekil 29).
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Sekil 29. Terfenadinin yildiz tipi bir néronda spontan aktivite iizerine etkisi.
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Normal yBOS solusyonunda kontrol kaydi alindiktan sonra E-4031 varliginda da kayitlar
alindi. Terfenadin ile yapilan deneylerde kontrol durumlarina gore hiicrelerin spontan
aktivitelerinde 50 ms’lik kayitlar siiresince artis meydana geldigi gozlenmistir (12+2,81
den, 16,543,25¢; aksiyon potansiyeli sayisi/dk ), (n=7), (p<0,05) (Sekil 30).

E 4031

10 ¢

Vm (mV)

Sekil 30. E-4031’in yildiz tipi bir néronda spontan aktivite iizerine etkisi

Spontan aktivite iizerinde depolarize edici etkisi goriildiikten sonra, istirahat zar
potansiyeli lizerine bir etkisi olup olmadig1 incelendi. On hiicrede E-4031’in, 22 hiicrede
terfenadin’in zar potansiyeli lizerine etkilerine bakildi. Terfenadin uygulanan hiicrelerde
kontrol durumlarinda istirahat zar potansiyeli -61,94 mV=1,13; olarak, terfenadin
uygulandiktan sonra ise -61,78 mV+1,15 (n=22) olarak dl¢iildii (p > 0,05). Diger taraftan
E-4031 uygulanan hiicrelerde; kontrol durumlarinda istirahat zar potansiyeli -67,64
mV+1,92; olarak, E-4031 uygulandiktan sonra ise -67,34 mV +1,78 (n=10) olarak
olgtldii (p > 0,05).

Hem E-4031 hem de terfenadin hiicreler iizerinde hafif depolarize edici bir etki
gostermesine ragmen bu etkinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmadig

goriilmiistiir.
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4.1.3.3. Latens siiresi iizerine etkisi

ERG kanal blokdrlerinin latens siiresi lizerine bir etkisinin olup olmadig1 incelenmistir.
Terfenadin uygulanan hiicrelerde; kontrol durumlarinda latens siiresi 4,24 ms+0,43
olarak, terfenadin uygulandiktan sonra ise 4,54 ms+0,25; (n=10) olarak ol¢ctilmiistiir
(p>0,05). Diger taraftan E-4031 uygulanan hiicrelerde kontrol durumlarinda hiicrelerin
latens siiresi 3,24 ms+0,22 olarak, E-4031 uygulandiktan sonra ise 3,12 ms +0,28; (n=10)
olarak 6l¢iilmiistiir (p>0,05).

Her iki blokoriin de hiicrelere uygulandiktan sonra ilk aksiyon potansiyeli olusumu i¢in
gecen siireler tizerine etki etti§i gozlenmistir fakat bu etki istatistiksel olarak anlaml
bulunmamustir (Sekil 31).

10 4

4,22 4.54

3,24 3,12

Latens Siiresi

Kontrol Terfenadin Kontrol E 4031

Sekil 31. Terfenadin ve E-4031 in latens siiresi tizerine etkisi

4.1.3.4. Aksiyon potansiyeli sekli iizerine etkisi

ERG akimlariin bloke olmasi neticesinde aksiyon potansiyelinin seklinde bir degisiklik
olup olmadigi incelendi. Hem ilk aksiyon potansiyelinde hem de rastgele herhangi bir
aksiyon potansiyelinin seklinde ERG akimlarmin bloklanmasi 6ncesi ve sonrasinda
herhangi bir degisiklik gézlenmedi (Sekil 32). Sekilde siyah renk ile gosterilen traseler
kontrol, kirmiz1 renkle gosterilen traseler ise terfenadin ve E-4031 uygulamasi sonrasi
elde edilen traselerdir. Daha kolay karsilastirma yapabilmek i¢in terfenadin ve E-4031
uygulama sonrasi elde edilen traseler, dinlenim potansiyeli agisindan kontrol kayitlari
seviyelerine getirilerek hizalanmistir. Bdylece traseler birbiri iizerine Ortiistiiriilerek
gosterilmistir. Bu kapsamda ilk olarak, aksiyon potansiyel genligi degerlendirilmistir.

Terfenadin ve E-4031 aksiyon potansiyel genligini degistirmedigi saptanmustir (p>0,05).
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Daha sonra ERG kanallarinin bloklanmasinin aksiyon potansiyeli yar1 yiikseklik genisligi

lizerine bir etki gosterip gostermedigi arastirildi. Terfenadin uygulanan hiicrelerde kontrol

durumlarinda AP yani yiikseklik genisligi 0,948 ms+0,10 olarak,

terfenadin

uygulandiktan sonra ise 1,168 ms +0,06 (n=12) olarak 6l¢iilmiistiir (p<0,05). Terfenadine

maruz kaldiktan sonra aksiyon potansiyeli yar1 yiikseklik genisliginin istatistiksel olarak

anlaml diizeyde uzadig1 belirlenmigtir. Diger taraftan E-4031 uygulanan hiicrelerde,

kontrol durumlarinda hiicrelerin AP yar1 ytikseklik genisligi 0,772 ms +0,04 olarak, E-

4031 uygulandiktan sonra ise 0,818 ms 0,06 (n=10) olarak 6l¢iilmiistiir (p<0,05). E-

4031’e maruz kaldiktan sonra aksiyon potansiyeli yar1 yiikseklik genisliginin yine

istatistiksel olarak anlamli diizeyde uzadigi belirlenmistir (Sekil 33).

Zar Potansiyeli
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Sekil 32. Terfenadin ve E-4031’ in yildiz hiicrelerinde AP sekli lizerine etkileri. Siyah

renkli olan trase kontrol, kirmizi renkli olan trase E-4031 varliginda alinmistir.
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Sekil 33. Terfenadin ve E-4031 in AP yan yiikseklik genisligi iizerine etkisi.
*: Ortalamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli diizeyde oldugunu

gostermektedir (p<0,05).

4.1.3.5. input (input) direnci iizerine etkisi

Terfenadin uygulanmadan once hiicrelerin input direngleri 64,7 MQ + 2,01 olarak,
uygulandiktan sonra ise 67,9 MQ + 1,75; (n=13) olarak 6l¢iilmiistiir (p < 0,05). E-4031
uygulanmadan 6nce hiicrelerin input direngleri 66,10 MQ =+ 1,42 olarak, uygulandiktan
sonra ise 68,50 MQ =+ 1,25; (n=10) olarak 6l¢iilmiistiir (p < 0,05).

ERG akimlarmin her iki blokorle bloklanmasi neticesinde input direnglerinde yiikselme

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 34).
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Sekil 34. Terfenadin ve E-4031 in hiicrelerin input direnci tizerine etkisi. *: Ortalamalar

arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli diizeyde oldugunu gostermektedir (p<0,05).
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4.1.4 ERG akimlarmin ¢al tipi noronlar iizerindeki etkisi

4.1.4.1. istirahat zar potansiyeli iizerine etkisi

Terfenadin uygulanan hiicrelerde; kontrol durumlarinda istirahat zar potansiyeli -58,7
mV=+2,01 olarak, terfenadin uygulandiktan sonra ise -57,9 mV *1,76; (n=6) olarak
Ol¢iilmiistiir (p > 0,05). E-4031 uygulanan hiicrelerde; kontrol durumlarinda istirahat zar
potansiyeli -63,7 mV+2,24 olarak, E-4031 uygulandiktan sonra ise -61,9 mV £2,96;
(n=3) olgtilmustir (p > 0,05). Hem E-4031, hem de terfenadin hiicreler lizerinde hafif
depolarize edici bir etki gostermistir, fakat bu etki istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir.

4.1.4.2. input direnci iizerine etkisi

Terfenadin uygulanmadan Once hiicrelerin input direngleri 42,57 MQ + 4,16 olarak,
uygulandiktan sonra ise 46,11 MQ + 4,04; (n=6) olarak 6l¢iilmiistiir (p < 0,05). E-4031
uygulanmadan 6nce hiicrelerin input direngleri 44,6 MQ + 4,80; olarak, uygulandiktan
sonra ise 48,3 MQ + 5,11; (n=3) olarak 6l¢iilmiistiir (p < 0,05).

ERG akimlarmin her iki blokorle bloklanmasi neticesinde input direnglerinde yiikselme

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 35).
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Sekil 35. Terfenadin ve E-4031 in hiicrelerin input direnci lizerine etkisi. *: Ortalamalar

arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli diizeyde oldugunu gostermektedir (p<0,05).

4.1.4.3. Aksiyon potansiyeli sekli iizerine etkisi
ERG kanallarinin bloklanmasinin AP yar1 ylikseklik genisligi lizerine bir etki gosterip

gostermedigi arastirilmistir. Terfenadin uygulanan hiicrelerde, kontrol durumlarinda AP
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yar yiikseklik genisligi 0,86 ms +0,07 olarak, terfenadin uygulandiktan sonra ise 1,06
ms +0,08; (n=6) olarak ol¢lilmiistiir (p>0,05). E-4031 uygulanan hiicrelerde; kontrol
durumlarinda hiicrelerin AP yar yiikseklik genisligi 0,79 ms +0,05 olarak, E-4031
uygulandiktan sonra ise 0,93 ms +0,02; (n=3) ol¢lilmistiir (p>0,05). Hiicreler hem E-
4031, hem de terfenadine maruz kaldiktan sonra AP yar1 yiikseklik genisligi uzamistir
fakat bu uzama istatistiksel olarak anlamli diizeyde degildir (Sekil 36). Spesifik ERG
kanal blokorii E 4031’°in cali tipi ndronlarda aksiyon potansiyeli sekli {izerine etkisine

bakilmistir (Sekil 37).
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AP yar yiikseklik genisligi
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Sekil 36. Terfenadin ve E-4031 in AP yar1 yiikseklik genisligi siiresi tizerine etkisi
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Sekil 37. E-4031”° in ¢al1 hiicrelerinde AP sekli {izerine etkileri. Siyah renkli olan trase

kontrol, ve kirmizi renkli olan trase E-4031 varliginda alinmistir.
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4.1.4.4. Latens siiresi iizerine etkisi

ERG kanal blokoérlerinin latens siiresi tizerine bir etkisinin olup olmadigi incelendi.
Terfenadin uygulanan hiicrelerde; kontrol durumlarinda latens siiresi 1,08 ms+0,10;
olarak, terfenadin uygulandiktan sonra ise 1,27 ms +0,19; (n=6) olarak Ol¢tilmiistiir
(p>0,05). E-4031 uygulanan hiicrelerde; kontrol durumlarinda hiicrelerin latens siiresi
1,12 ms +0,94 olarak, E-4031 uygulandiktan sonra ise 1,25 ms +0,93; (n=3) 6l¢iilmiistiir
(p>0,05).

Her iki blokoriin de hiicrelere uygulandiktan sonra ilk aksiyon potansiyeli olusumu igin
gegen stireler tizerine bir etkisinin oldugu gozlenmistir fakat bu etki istatistiksel olarak
anlamli degildir (Sekil 38).
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Sekil 38. Terfenadin ve E-4031 in latens siiresi iizerine etkisi

4.1.4.5. Esik deger ve uyarilabilirlik iizerine etkisi
Cal1 tipi noronlarda E-4031’in esik deger ve uyarilabilirlik {izerine etkisi incelendi.
Yapilan deneylerde 12 hiicrenin 6 tanesinde kontrol durumlarina gore yaklasik olarak

ortalama 120 pA degerinde daha az akimla uyarildigi tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil 39).
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Sekil 39. Cali hiicrelerinde E-4031’in uyarilabilirlik tizerine etkisi. Kontrol durumunda
hiicre 0,6 nA ile ilk aksiyon potansiyelini olustururken, E-4031 varliginda 0,3 nA ile

olusturmustur. Buradan hareketler ERG kanal antagonistleri esik degeri diisiirmektedir.

4.1.5. ERG akimlarmn ahtapot tipi noronlar iizerindeki etkisi

4.1.5.1. istirahat zar potansiyeli iizerine etkisi

Stabil olarak hiicre i¢i kayit alinan 6 hiicrede E-4031’in, 10 hiicrede terfenadin’in zar
potansiyeli lizerine etkilerine bakilmistir. Terfenadin uygulanan hiicrelerde; kontrol
durumlarinda istirahat zar potansiyeli -61,84 mV £2,05; olarak, terfenadin uygulandiktan
sonra ise -61,54 mV +1,90; (n=10) dlglilmiistiir (p>0,05). E-4031 uygulanan hiicrelerde;
kontrol durumlarinda istirahat zar potansiyeli -62,1 mV +1,34 olarak, E-4031
uygulandiktan sonra ise -61,7 mV +1,69; (n=6) ol¢iilmiistir (p>0,05). E-4031 ve

terfenadinin istirahat zar potansiyeli {izerine bir etkisi goriilmemistir.

4.1.5.2. input direnci iizerine etkisi

Terfenadin uygulanmadan 6nce hiicrelerin input direngleri 3,64 MQ + 0,25 olarak,
uygulandiktan sonra ise 6,38 MQ + 0,47; (n=8) olarak 6l¢iilmiistiir (p < 0,01). E-4031
uygulanmadan once hiicrelerin input direngleri 3,61 MQ + 0,56 olarak, uygulandiktan
sonra ise 5,24 MQ + 0,56; (n=8) olarak ol¢iilmiistiir ERG akimlarinin her iki blokorle
bloklanmasi neticesinde input direnglerinde yiikselme istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p < 0,05) (Sekil 40).
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Input direnci (MQ)

Kontrol Terfenadin Kontrol E 4031

Sekil 40. Terfenadin ve E-4031 in hiicrelerin input direnci lizerine etkisi. *: Ortalamalar
arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli diizeyde oldugunu gostermektedir (p<0,05).
**: Ortalamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli diizeyde oldugunu

gostermektedir (p<0,01).

4.1.5.3. Aksiyon potansiyeli sekli iizerine etkisi

ERG kanallariin bloklanmasinin aksiyon potansiyeli yarilanma zamani iizerine bir etki
gosterip gostermedigi arastirildi. Terfenadin uygulanan hiicrelerde; kontrol durumlarinda
AP yarilanma zamani 1,18 ms +0,12 olarak, terfenadin uygulandiktan sonra ise 1,28 ms
+0,13; (n=8) olarak oSl¢iilmiistiir. E-4031 uygulanan hiicrelerde; kontrol durumlarinda
hiicrelerin AP yarilanma zamani 0,89 ms +0,05; olarak, E-4031 uygulandiktan sonra ise
1,09 ms +0,13; (n=8) ol¢iilmiistiir. Hiicreler hem E-4031 hem de terfenadine maruz
kaldiktan sonra AP yar1 ylikseklik genisligi uzamistir fakat bu uzama istatistiksel olarak
anlamli diizeyde degildir (p>0,05) (Sekil 41). Spesifik ERG kanal blokorii E 4031°in

ahtapot tipi ndronlarda aksiyon potansiyeli sekli lizerine etkisine bakilmistir (Sekil 42).
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Sekil 41. Terfenadin ve E-4031 in AP yar1 yiikseklik genisligi iizerine etkisi
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Sekil 42. E-4031° in ahtapot hiicrelerinde AP sekli iizerine etkileri. Siyah renkli olan

trase, kontrol ve kirmizi renkli olan trase E-4031 varliginda alinmustir.

4.1.5.4. Latens siiresi iizerine etkisi

ERG kanal blokérlerinin latens siiresi tizerine bir etkisinin olup olmadigi incelendi.
Terfenadin uygulanan hiicrelerde; kontrol durumlarinda latens siiresi 0,72 ms +0,10;
olarak, terfenadin uygulandiktan sonra ise 0,68 ms £0,09; (n=8) olarak 6l¢iilmiistiir. E-
4031 uygulanan hiicrelerde; kontrol durumlarinda hiicrelerin latens siiresi 0,58 ms +0,20;
olarak, E-4031 uygulandiktan sonra ise 0,58 ms +0,30; (n=8) 6l¢lilmiistiir.

Her iki blokoriin de hiicrelere uygulandiktan sonra ilk aksiyon potansiyeli olusumu igin
gecen siireler tizerine bir etkilerinin oldugu gozlenmistir fakat bu etki anlamli diizeyde

bulunmamistir (p>0,05) (Sekil 43).
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Sekil 43. Terfenadin ve E-4031 in latens siiresi tizerine etkisi

4.1.5.5. Esik deger ve uyarilabilirlik iizerine etkisi

Ahtapot tipi noronlarda terfenadinin’in esik deger ve uyarilabilirlik iizerine etkisi

incelendi. Yapilan deneylerde 14 hiicrenin 9 tanesinde kontrol durumlarina gore

hiicrelerin esik yaklagik olarak 180 pA degerinde daha az akimla uyarildigi tespit

edilmistir (p<0,05) (Sekil 44).
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Sekil 44. Ahtapot tipi hiicrelerde terfenadinin uyarilabilirlik tizerine etkisi. Kontrol

durumunda 0,48 nA ile ilk aksiyon potansiyeli olusurken, terfenadin varliginda 0,36 nA

ile olugsmustur. ERG kanal blokoérleri kanallarin uyarilabilirligini esik degeri diisiirerek

arttird.
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4.2. Voltaj kenetleme calismalari

ERG kanallari voltaj bagimli yavas deaktivasyon ve inaktivasyondan kurtulma (recovery)
kinetiklerinin ¢ok hizli olmasi ile karakterize kanallardir (148). ERG kanallari, hiicre
icine dogru K* girisine sebep olan (inward rectification) kanallardir ve bu nedenle
ekstraselliiler K* konsantrasyonunun artmasiyla ERG akim genliklerinin de artmasi
beklenir (120). Aynm1 zamanda Ca*? ile aktive olan K* akimlarindan dolayr ERG kanal
akimin1 kontamine ederek izole edilmesini gii¢lestirir. Daha biiyiik amplitiidlerde ERG
akimi elde etmek igin ekstraselliiler K* konsantrasyonu 40 mM’a yiikseltildi (132, 149).
Buna ek olarak “kontrol yBOS” soliisyonunda, voltaj bagimli Ca*? kanal akimlarin1 ve
dolayisiyla Ca*? ile aktive olan K* akimlarmi engellemek igin Ca*? konsantrasyonu 0
mM’a indirildi (14).

Voltaj kenetleme calismalarinda kontrol yBOS soliisyonu ile belirgin ERG kuyruk
akimlar1 alinmistir. Ayni soliisyonda bulunan antagonistlerin (4-AP, TEA ve Cs, DNQX,
APV-5, Striknin) varliginda kohlear ¢ekirdek noronlarinda karakterize edilen biiyiik
akimlar inhibe edilmeye ¢alisilmistir. Bunun neticesinde minimal kontaminasyonla ERG
akimlarinin izole edilmesi amacglanmigtir. Fakat elde edilen bu kuyruk akiminin
tamaminin ERG akimindan ibaret olmadigi, kismen de, tam bloklanmamis diisiik esik
degerlikli potasyum akimi ve yiiksek esik degerlikli karisik katyon kanali akimlarinin
varligi muhtemeldir. Bu akimlarin hem kontrol yBOS soliisyonunda, hem de E-4031
kontrol yBOS soliisyonunda alinan kayitlarda benzer genliklerde olacagi beklenmektedir.
Iki soliisyon arasinda tek farkin ikinci soliisyonda bulunan E-4031 toksinin bulunmasidur.
Dolayisiyla E-4031 (10 uM) eklendiginde spesifik olarak ERG kanallarinin bloke olmasi
beklenilir. Boylece E-4031 oncesi alinan kayitlardan E-4031 uygulanmasi sonrasi elde

edilen kayitlar ¢ikartildiginda ERG kuyruk akimin izole edildigi diigtiniilmektedir.

4.2.1. ERG kanallarmmn voltaj bagimh kararh durum (steady state) aktivasyon
Kinetigi

ERG kanallarinin akim kinetiklerini ve biyofiziksel 6zelliklerini ortaya koyabilmek i¢in
Sekil 45°de verilen aktivasyon protokolii uygulandi. Bu protokole gore hiicrelerin zar
potansiyelleri 100 ms siire ile -80 mV’a sabitlendi. Daha sonra -110 mV’a indirildi ve bu
seviyede 400 ms bekletildikten sonra yaklasik olarak 5 saniyelik siire boyunca -90 mV
ile -10 mV arasinda 10’ar mV’luk artiglar yapacak sekilde voltaj adimlar uygulandi. Daha
sonra -110 mV’a indirildi ve 1 sn bu seviyede tutuldu. Burada olusan kuyruk (tail)

akimlar incelendi.
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4.2.1.1. Yildiz tipi hiicrelerin voltaj bagimh aktivasyon Kinetigi

Yildiz tipi néronlari ERG akimlari spesifik ERG kanal blokdrii olan E-4031 kullanilarak
Sekil 45 Ad’de verilmis olan protokol ile izole edilmistir. Sekil 45 Aa traseleri “kontrol
yBOS” soliisyonu ile perfiize edilen hiicreden alinan, Ab traseleri ise “E-4031 igeren
kontrol yBOS” soliisyon perfiize edilirken alinan trase 6rnekleridir. Aa traselerinden Ab
traseleri ¢ikarildigi zaman E-4031 tarafindan bloklanan ve E-4031 duyarli ERG kanal
akimlarin1 gosteren Ac traseleri elde edilmis olur. Seklin sag tarafinda ise daha iyi
goriilmesi ve anlasilmasi i¢in kuyruk akimlarmin biiyiikk 6lgekli gosterilmis hali

verilmigtir.

Kontrol yBOS

Aa i

T

E-4031 Kontrol yBOS S
Ab e i r =

Ac E-4031 duyarli akim

Ad

1 |

-110r

0 2000 4000 6000
Zaman (ms)

Sekil 45. Yildiz hiicrelerinin voltaj bagimli aktivasyon kayitlari. Kararli-durum
aktivasyon grafigini elde etmek i¢in kullanilan voltaj protokolii. Kirmizi renkli kesikli

cizgilerle sinirlandirilmis alanda olusan kuyruk akimlari incelendi

Sekil 46°da yildiz hiicrelerinden alinan kuyruk akimi kayitlarinda her bir hiicrenin
aktivasyon egrisi normalize edildikten sonra ortalama degerleri bulunarak tek bir egri elde
edilmistir. Daha sonra Boltzman fonksiyonu ile uyarlanarak (fit edilerek), ERG kanallarin
yar1 aktivasyon voltaj degeri (Vo) ve egrinin egim derecesi (k faktdr) degerleri bulundu.
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Buna gore Vos degeri -50,48+1,45 ve egrinin egimi (slope = k Faktor) 7,53+0,95 olarak
belirlenmistir (n=4). Bu egri incelendiginde yildiz tipi ndronlarda ERG kanal akim

aktivasyonunun -70 mV’dan daha depolarize degerlerde gerceklestigi belirlenmistir.

1,0 H

Vos = -50,48 mV

Normalize akim (nA)

0,0+

Vm (mV)

Sekil 46. Y1ldiz hiicrelerinin kararli durum aktivasyon egrisi.

4.2.1.2. Cal tipi hiicrelerin voltaj bagimh aktivasyon kinetikleri

Cal1 tipi noronlarin ERG akimlari spesifik ERG kanal blokdrii olan E-4031 kullanilarak
Sekil 47 Ad’de verilmis olan protokol kullanilarak izole edilmistir. Sekil 47 Aa grafiginde
kontrol soliisyonu ile perfiize edilen hiicreden alinan, Ab grafiginde ilag solusyonu
varliginda alinan kayit 6rnekleridir. Aa grafiginden ab grafigi ¢ikarildigi zaman E-4031
tarafindan bloklanan ve ERG kanal akimlarimi gosteren Ac grafigi elde edilmistir.
Grafigin sag tarafindaki traselerde ise daha iyi goriilmesi ve anlasilmasi i¢in kuyruk

akimlarinin biiytik 6lgekli gosterilmis hali verilmistir.
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Sekil 47. Cal1 hiicrelerinin voltaj bagiml aktivasyon kayitlar

Cali hiicrelerinden alinan kayitlardan kararli durum egrisi kullanilarak akim/voltaj
egrileri olusturulmustur. Alinan kuyruk akimi kayitlarinda her bir hiicrenin aktivasyon
egrisi normalize edildikten sonra ortalama degerleri bulunarak tek bir egri elde edilmistir.
Daha sonra Boltzman fonksiyonu ile uyarlanarak (fit edilerek), ERG kanallarin yari
aktivasyon voltaj degeri (Vos) ve egrinin egim derecesi (k faktor) degerleri bulundu.
Boltzman fonksiyonu ile fit yapildiginda Vos degeri -49,5 +1,23 ve egrinin egimi (k
faktor) 7,51+1,33 olarak Ol¢iilmiistiir (n=3) (Sekil 48). Bu egri incelendiginde ¢ali tipi
noronlarda ERG kanal akimi aktivasyonunun -70 mV dan daha depolarize degerlerde

gergeklestigi belirlenmisgtir.
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Sekil 48. Cal1 hiicrelerinin kararli durum aktivasyon egrisi

4.2.1.3. Ahtapot tipi hiicrelerin voltaj bagimh aktivasyon kinetikleri

Ahtapot tipi néronlarda Sekil 49°da Aa grafiginde kontrol soliisyonu ile perfiize edilen
hiicreden alman, Ab grafiginde bilesiminde ila¢ solusyonu varliginda alinan kayit
ornekleridir. Aa grafiginden ab grafigi ¢ikarildig1 zaman E-4031 tarafindan bloklanan ve
ERG kanal akimlarini gosteren Ac grafigi elde edilmistir. Grafigin sag tarafindaki traseler

ise daha iyi goriilmesi ve anlasilmasi igin kuyruk akimlarinm biiyiik 6lgekli gosterilmis

hali verilmistir.

74



Aa f\~‘Ko-mrol yBOS @ g
T ——— - — 4 i
= :
\ilo_%l Kontrol yBOS

Ab o —— —p

— \

Ac

E-4031 duyarli akim i :;—— NS -
§ gt

Oj C —

Ad ' <

.go; 40 ms
-110-

0
Zaman (ms)

Sekil 49. Ahtapot tipi hiicrelerinin voltaj bagimli aktivasyon kayitlar

Sekil 50°de ahtapot hiicrelerinden alinan kayitlardan akim/voltaj egrileri olusturulmustur.
kararli durum egrisi kullanilarak akim/voltaj egrileri olusturulmustur. Alinan kuyruk
akimi kayitlarinda her bir hiicrenin aktivasyon egrisi normalize edildikten sonra ortalama
degerleri bulunarak tek bir egri elde edilmistir. Daha sonra Boltzman fonksiyonu ile
uyarlanarak (fit edilerek), ERG kanallarin yar1 aktivasyon voltaj degeri (Vos) ve egrinin
egim derecesi (k faktor) degerleri bulundu. Boltzman fonksiyonu ile fit yapildiginda Vos
degeri -50.72+0,32 ve egrinin egimi (k faktor) 6,04+ 0,23 olarak ol¢iilmiistiir (n=3). Bu
egri incelendiginde ahtapot tipi néronlarda ERG kanal akimi aktivasyonunun -60 mV dan

daha depolarize degerlerde gerceklestigi belirlenmistir.
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Sekil 50. Ahtapot hiicrelerinin kararli durum aktivasyon egrisi

4.2.2. ERG kanallarimin voltaj bagimh kararh durum (steady state) inaktivasyon
Kinetigi

ERG kanallarinin voltaj bagimli inaktivasyon kinetiklerini ve biyofiziksel 6zelliklerini
ortaya koyabilmek i¢in Sekil 51 Ad’de verilen inaktivasyon protokolii uygulandi. Bu
protokole gore hiicrelerin zar potansiyelleri 100 ms siire ile -80 mV’a sabitlendi. Daha
sonra 0 mV’a ¢ikarildi. Bu seviyede 4 saniye bekletildikten sonra, 6nce -120 mV’tan
baslayarak -120 mV ile 0 mV arasinda 15 mV’luk basamaklar seklindeki artislarla 2
saniye siire ile farkli potansiyellerde tutuldu. -120 mV voltaj degerinde tim ERG
kanallarinin inaktivasyondan hizli bir sekilde kurtularak (recovery), deaktivasyon tail
akimlarinin olugsmasi beklenir. Dolayisiyla deaktivasyon tail akiminin genligi maksimum
diizeyde gergeklesir. Buna karsin 0 mV voltaj degerinde tutuldugunda ise, inaktif
durumda olan ERG kanallariin hig biri inaktivasyondan kurtulamayacak (recovery) ve
bu nedenle de deaktivasyon kuyruk akiminin genliginin sifir diizeyinde olmasi beklenir.
Bu nedenle kararli durum (steady state) inaktivasyon kinetigi boyle bir protokol ile elde

edilen tail akimlariin genligi analiz ederek ¢alisild.
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4.2.2.1. Yildiz tipi hiicrelerin voltaj bagimh inaktivasyon kinetikleri

Y1ldiz tipi noronlarin ERG akimlari spesifik ERG kanal blokorii olan E-4031 kullanilarak
Sekil 51 Ad’de verilmis olan inaktivasyon protokolii ile izole edilmistir. Sekil 52°de Aa
grafiginde kontrol soliisyonu ile perfiize edilen hiicreden alinan, Ab grafiginde ilag
bulunan solusyon varliginda alinan kayit ornekleridir. Aa grafiginden ab grafigi
cikarilldig1 zaman E-4031 tarafindan bloklanan ve ERG kanal akimlarini gosteren Ac
grafigi elde edilmistir. Grafigin sag tarafindaki traselerde ise daha iyi goriilmesi ve

anlasilmasi i¢in kuyruk akimlarinin biiytik 6l¢ekli gosterilmis hali verilmistir.

40 ms

Kontrol yBOS :
Aa = —
| E-4031 Kontrol yBOS . :
Ab .!I #ﬂ
Ac E-4031 duyarl akim g
Ad o 4 sn El ________ _iz =n

-a0 .l E . i -80

Sekil 51. Yildiz tipi hiicrelerinin voltaj bagimli inaktivasyon kayitlari. inaktivasyon
protokolii. kirmizi renkli kesikli ¢izgilerle sinirlandirilmig alanda olusan kuyruk akimlari

incelendi.
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Yildiz hiicrelerinden alinan kayitlardan kararli durum egrisi kullanilarak akim/voltaj
egrileri olugturulmustur. Alinan kuyruk akimi kayitlarinda her bir hiicrenin aktivasyon
egrisi normalize edildikten sonra ortalama degerleri bulunarak tek bir egri elde edilmistir.
Daha sonra Boltzman fonksiyonu ile uyarlanarak (fit edilerek), ERG kanallarin yari
inaktivasyon voltaj degeri (Vos) ve egrinin egim derecesi (k faktor) degerleri bulundu.
Y1ldiz tipi noronlarda Boltzman fonksiyonu ile fit yapildiginda Vosdegeri -71,7+1,34 ve
egrinin egimi (k faktor) 9,21+0,71 olarak 6l¢tilmiistiir (n=4) (Sekil 52).
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Sekil 52. Yildiz hiicrelerinin kararli durum inaktivasyon egrisi

Yildiz tipi hiicrelerin deaktivasyon kinetikleri Sekil 52 Ad’de verilen protokol
kullanilarak belirlendi. ERG duyarli kuyruk akimlarinin pik degerlerinden azalarak sabit
degere inen komponenti bir veya iki eksponensiyel fonksiyon ile uyarlandi (fit edildi).
-120 ile -100 mV arasindaki potansiyeller iki eksponensiyal fonksiyon ile, -100 ile -60
mV arasindaki potansiyeller ise bir eksponensiyal ile en uyumlu olarak uyarland1 (fit
edildi). Zar potansiyeli -120 mV’ da iken zaman sabiti; 19 ms, -75 mV’da iken 189 ms
olarak Olclilmiistiir. Buna gore istirahat potansiyeli negatif degerlere dogru gittikce

deaktivasyon hizinin arttigi goriilmektedir (Sekil 53).
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Sekil 53. Yildiz hiicresinin deaktivasyon kinetigi (® Tyavas, ® Thiz; Semi-logaritmik tablo)

4.2.2.2. Cal tipi hiicrelerin voltaj bagimh inaktivasyon kinetikleri

Cali1 tipi noronlarda Sekil 54 Aa grafiginde kontrol soliisyonu ile perfiize edilen hiicreden
alman, Ab grafiginde ilag bulunan solusyon varliginda alinan kayit 6rnekleridir. Aa
grafiginden ab grafigi ¢ikarildigi zaman E-4031 tarafindan bloklanan ve ERG kanal
akimlarin1 gosteren Ac grafigi elde edilmistir. Grafigin sag tarafindaki traseler ise daha
1yl gorlilmesi ve anlagilmasi i¢cin kuyruk akimlarinin biiylik 6lgekli gdsterilmis hali

verilmistir.
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Sekil 54. Cal1 tipi hiicrelerinin voltaj bagimli inaktivasyon kayitlari

Cali hiicrelerinden alinan kayitlardan kararli durum egrisi kullanilarak akim/voltaj
egrileri olugturulmustur. Alinan kuyruk akimi kayitlarinda her bir hiicrenin aktivasyon
egrisi normalize edildikten sonra ortalama degerleri bulunarak tek bir egri elde edilmistir.
Daha sonra Boltzman fonksiyonu ile uyarlanarak (fit edilerek), ERG kanallarin yari
inaktivasyon voltaj degeri (Vo) ve egrinin egim derecesi (k faktor) degerleri bulundu.
Boltzman fonksiyonu ile fit yapildiginda Vos degeri -78,80+0,43 ve egrinin egimi (k
faktor) 10,85+ 0,26 olarak olgiilmiistiir (n=3) (Sekil 55).

1,0 4

Vo5 --78,8 mV

Normalize akim (nA)

0,0

T : T : . T g
-120  -100  -80 -60 -40 -20 0 20
Vm (mV)

Sekil 55. Cal1 hiicrelerinin kararli durum inaktivasyon egrisi
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Ayni protokol kullanilarak gali tipi hiicrelerin deaktivasyon kinetikleri belirlendi. -120 ile
-100 mV arasindaki potansiyeller double eksponensiyal ile, -100 ile -60 mV arasindaki
potansiyeller single eksponensiyal ile en uyumlu olarak fit edilmistir. Zar potansiyeli -
120 mV’ da zaman sabiti; 26 ms, -80 mV’da 158 ms olarak Ol¢lilmiistiir. Buna gore
istirahat potansiyeli negatif degerlere dogru gittikge deaktivasyon hizinin arttigi tespit
edilmistir (Sekil 56).
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Sekil 56. Cal1 hiicresinin deaktivasyon kinetigi (® Tyavas, ® Thizi; Semi-logaritmik tablo)

4.2.2.3. Ahtapot tipi hiicrelerin voltaj bagimh inaktivasyon kinetikleri

Cal1 tipi noronlarda Sekil 57°de Aa grafiginde kontrol soliisyonu ile perfiize edilen
hiicreden alinan, Ab grafiginde bilesiminde ilag bulunan solusyon varliginda alinan kayit
ornekleridir. Aa grafiginden ab grafigi ¢ikarildig1 zaman E-4031 tarafindan bloklanan ve
ERG kanal akimlarin1 gosteren Ac grafigi elde edilmistir. Grafigin sag tarafindaki traseler
ise daha iyi goriilmesi ve anlasilmasi i¢in kuyruk akimlarinin biiyiik 6lgekli gdsterilmis

hali verilmistir.
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Sekil 57. Ahtapot tipi hiicrelerinin voltaj bagimli inaktivasyon kayitlar

Sekil 58°de ahtapot hiicrelerinden alinan kayitlardan kararli durum egrisi kullanilarak
akim/voltaj egrileri olugturulmustur. Alinan kuyruk akimi kayitlarinda her bir hiicrenin
aktivasyon egrisi normalize edildikten sonra ortalama degerleri bulunarak tek bir egri elde
edilmistir. Daha sonra Boltzman fonksiyonu ile uyarlanarak (fit edilerek), ERG kanallarin
yart inaktivasyon voltaj degeri (Vos) ve egrinin egim derecesi (k faktor) degerleri
bulundu. Boltzman fonksiyonu ile fit yapildiginda Vos degeri -74,344+0,46 ve egrinin
egimi (k faktor) 7,89+0,32 olarak l¢tilmiistiir (n=3) (Sekil 58).
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Sekil 58. Ahtapot hiicrelerinin kararli durum inaktivasyon egrisi

Ayni protokol kullanilarak ahtapot tipi hiicrelerin deaktivasyon kinetikleri belirlendi. Zar
potansiyeli -120 mV’ da zaman sabiti; 17 ms, -80 mV’da 196 ms olarak Ol¢lilmiistiir.
Buna gore tipki ¢ali hiicrelerinde oldugu gibi ahtapot hiicrelerinde de istirahat potansiyeli

negatif degerlere dogru gittikge deaktivasyon hizinin arttig1 tespit edilmistir (Sekil 59).
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Sekil 59. Ahtapot hiicresinin deaktivasyon kinetigi
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Tablo 2: VKC hiicrelerinin voltaj bagiml aktivasyon ve inaktivasyon Kinetikleri

Yildiz tipi hiicre Cal tipi hiicre Ahtapot tipi hiicre
Vos:S.hata | k faktér -S. Vos:S.hata | k faktor:S.hata Vo,5+S. hata k faktor +S.
hata hata
Aktivasyon -50.48+1,45 7,53+0,95 -49,5 +1,23 7,51£1,33 -50.72+0,32 6,04+ 0,23
Kinetikleri (n=4) (n=3) (n=3)
inaktivasyon -71,7+1,34 9,214+0,71 -78.80+0,43 10,8+ 0,26 -74,34+0,46 7,89+0,32
kinetikleri (n=4) (n=3) (n=3)
Tablo 3: VKC hiicrelerinin voltaj bagimh deaktivasyon Kinetikleri
Yildiz tipi hiicre Cal tipi hiicre Ahtapot tipi hiicre
Thizh (ms) £ Tyavas (ms) Thizh (ms) = Tyavas (ms) Thizh (ms)+ | Tyavas (ms)
S.hata + S.hata S.hata + S.hata S.hata + S.hata
120 mV 19+2,61 140 £ 11,4 26+3,12 128.10,64 17 +3,69 3
105 mV 414342 216+ 14,7 64+5,16 212.14,42 27+ 4,42 )
90 mV 63+5,75 - 91+7,42 - 43+ 6,67 3
75 mV 104 + 8,69 - 158 £11,75 - 189 + 12,42 _
60 mV 189 + 12,62 - 216 = 14,36 - 217+16,6 .
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5. TARTISMA VE SONUC

Tez kapsaminda yapilan bu calismada, postnatal 14-17 giinlikk fare ventral kohlear
¢ekirdek noronlarinda, ERG kanal akimlarinin farmakolojik ve biyofiziksel 6zellikleri ile
olas1 fonksiyonlar1 arastirilmistir. Bu c¢alisma, Kkohlear g¢ekirdek dokusunda ERG
kanallarinin varligi ve burada karakterize edilen néronlarda uyarilabilirlik esik degeri ve
aksiyon potansiyeli sekli iizerine etkilerinin arastirildigi ilk ¢alismadir.

Daha Once yapilan arastirmalarda ERG kanallar1 kapsamli olarak kalpte ¢alisilmustir.
Kalp ventrikiiler hiicrelerinde, kanali kodlayan gende olugsan mutasyonlar sonucu, kanalin
fonksiyon bozukluguna bagli olarak ortaya g¢ikan kalbin ileti sistemi bozukluklari
tanimlanmustir (4, 124, 136).

ERG kanallari, kardiyak aksiyon potansiyelinin repolarizasyon fazi siiresinin ve kardiyak
ventrikiiler ritmin belirlenmesinde fonksiyonel olarak 6nemli rol oynarlar (1). Kardiyak
aksiyon potansiyelinin plato fazi siiresince aktive olan iki farkli outward (disariya ¢ikan)
potasyum akimi bulunmaktadir. Bunlardan birisi hizli aktive olan Ikr akimi, digeri ise
yavag aktive olan Iks akimidir. Ikr, aksiyon potansiyelinin plato fazi siiresince kiiciik
outward (disariya ¢ikan) bir akim olup, plato olusumuna katkida bulunur. Bu Ikr akimi,
aslinda tipik olarak “inward rectifier” (igeriye giren) tabiatindadir ve ERG kanallar
tarafindan modiile edildigi bildirilmistir (122). Repolarizasyon fazinin dinlenim
potansiyeline yaklasan kisimlarinda ERG kanallar1 karakteristik kinetik 6zelliklerinden
dolay1, “outward” (disariya ¢ikan) nitelikte bir akimin olugsmasina yol acarak aksiyon
potansiyeline katkida bulunurlar. Yani ERG akimlari, klasik kardiyak inward rektifier
kanallarinin aktivasyonu ile birlikte, aksiyon potansiyelini hizli bir sekilde repolarize
ederler. Bauer ve Schwarz (1999), kedi ventrikiiler miyosit hiicrelerinde yaptiklari
calismalarda ticlincli siif antiaritmik bir ila¢ olan selektif ERG kanal blokori WAY-
123,398’in repolarizasyon fazini etkilemesi suretiyle aksiyon potansiyelinin siiresini
yaklagsik olarak 80-100 ms uzattigin1 gostermislerdir. Bu kayitlarda repolarizasyon siiresi
haricinde aksiyon potansiyelinin hi¢bir komponenti ERG kanal blokorlerinden
etkilenmemistir.

Bu caligmalarda spesifik ERG kanal antagonistlerinin kardiyak ventrikiiler hiicrelerde
diger higbir parametreyi degistirmeksizin aksiyon potansiyelinin siiresini uzatmasi, bu
kanallarin kardiyak aksiyon potansiyeli siiresini belirleyen akimlar arasinda yer aldigini

gostermektedir.
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ERG kanallar1 sinirli diizeyde néron ve néroblastoma hiicrelerinde de ¢alisilmistir. Kanal
ilk olarak 1994’te hipokampiis bdlgesinde calisildiktan sonra eriskin ve neonatal
serebellar purkinje hiicrelerinde, medyal vestibular c¢ekirdek noéronlarinda, trapezoid
cismin medyal ¢ekirdeginde ve serotonerjik néronlarda yapilan ¢alismalar mevcuttur (3,
6, 14, 122, 150-154)

Hiicrelerin intrinsik ozellikleri

Noronlarmn intrinsik zar ozellikleri, sinaptik inputlara yanit olarak olusan sinaptik
potansiyellerin ve aksiyon potansiyeli atesleme deseninin olusumundan 6nemli derecede
sorumludur. Bu ¢alismada istirahat zar potansiyeli, input direnci, zar kapasitansi, zaman
sabiti, AP yar yiikseklik genisligi ve atesleme deseni gibi kohlear ¢ekirdek néronlarinin

pasif ve aktif zar 6zellikleri degerlendirilmistir.

Herbir parametre i¢in galismadan elde edilen ortalama veriler literatiirde kohlear ¢ekirdek
noronlartyla ilgili olarak yapilan asagidaki caligmalarla tutarliliklar gostermektedir.

Kisaca 6zetlemek gerekirse;

Istirahat zar potansiyeli, yildiz tipi néronlarin verileri Fujino ve Oertel (2001), ¢al1 tipi
hiicrelerinin verileri McGinley ve Oertel (2006) ve ahtapot tipi noronlarin verileri ve
Oertel (2000)’in ¢aligmalarindaki ortalama degerler ile uyumlu bulunmustur.

Input direnci degerleri, y1ldiz tipi ndronlarin ortalama degerleri, Fujino ve Oertel (2001),
cali1 tipi néronlar Cao ve arkadaslar1 (2007) ve ahtapot tipi ndronlar Bal ve Oertel (2000)’
in buldugu degerlerle uyumludur.

Zaman sabiti degerleri, Cali tipi noronlar Cao ve arkadaslar1 (2007) ve ahtapot tipi
noronlar Bal ve Oertel (2000)’in buldugu degerlerle benzerlik gostermektedir.
Kapasitans degerleri, yildiz tipi ve ¢ali tipi noronlar i¢in Oertel ve Wu (1983), ahtapot
tipi noronlar i¢in Ferragamo ve Oertel (2001)’in degerleri ile tutarli bulunmustur.
Aksiyon potansiyeli genlikleri, yildiz tipi néronlar igin Oertel (1983), ahtapot ve ¢al1 tipi
hiicreler i¢in Bal ve Oertel (2000) parelellik gostermektedir.

Aksiyon potansiyeli yart yiikseklik genisligi, y1ldiz tipi noronlar i¢in Bal ve Baydas’in
(2009) sonuglariyla tutarli bulunmustur.

Bu verilerin literatiirle uyumlu olmasi, elektrofizyolojik kayitlarin stabilitesini gdstermesi

acisindan 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Eger yama pipeti yapismast (seal-miihiir)
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zay1f olmus olsaydi veya noron hasarli olsaydi, elde edilen istirahat potansiyelinin daha

pozitif degerlerde olmasi, input direncinin daha diisiik olmasi, zaman sabitinin kisalmasi

beklenirdi.

Akim kenetleme calismalar:

ERG kanal blokérlerinin hiicrelerin input direnci iizerine etkileri

ERG kanal blokorii olarak hem terfenadinin hem de E4031’in her {i¢ hiicre tipinde de
kontrol durumlarina gore input direncini artirdig1 belirlenmistir (Sekil 35, 36, 41). Bu
durum bir takim iyon kanallarin bu spesifik blokorler tarafindan kapanmasi anlamina
gelmektedir. Bir néronun input direnci zar tizerinde agik olarak bulunan iyon kanallarinin
miktari ile iliskilidir. Disiik input direncine sahip olan noronlar yiiksek kondiiktansa
sahiptir ve bu durum zar iizerinde bulunan ¢ok sayida iyon kanalinin agik oldugu
anlamia gelmektedir. Yiiksek input direncine sahip noronlar ise diisiik bir kondiiktansa
sahiptir ve bu durum zar iizerinde bulunan ¢ogu iyon kanalinin kapali oldugunu gosterir.
Gerek terfenadin gerekse E-4031’in selektif olarak giiglii bir sekilde ERG kanallarini
spesifik olarak blokladigi daha onceki c¢alismalarda gosterilmistir (12). Bu blokorler
varliginda kontrol durumlarina gore input direnglerinin yiikselmesi, ERG kanallarinin
kohlear ¢ekirdek noéronlarinda var oldugu anlamina gelmektedir. Noronlarin input
direncinin artmasi nedeniyle, 7au (7)=C x Rinput denklemine gore zaman sabiti de
artmustir. Kapasitans, hiicrelerin yiizey alani ile iligkili oldugundan ve ERG kanal
blokorlerinin bu parametreyi degistiremeyeceginden dolay1 input direncinin artmasi
zaman sabiti degerlerini de arttirmustir. Bu durum néronlarda sinaptik potansiyellerin ve

aksiyon potansiyellerin yavas gelismesi anlamina gelecektir (89).

ERG kanal blokérlerinin istirahat zar potansiyeli iizerine etkisi

Yapilan bu ¢alismada ventral kohlear ¢ekirdekte bulunan her ii¢ hiicre tipinde de ERG
kanallarinin hem terfenadin hem de E-4031 ile spesifik olarak bloke olmasi neticesinde
istirahat zar potansiyelinde hafif sekilde depolarizasyon meydana geldigi tespit edilmistir.
Bu depolarizasyon miktari; yildiz tipi ndronlarda yaklagik 0,30 mV, ¢ali tipi ndronlarda
0,80 mV ve ahtapot tipi noronlarda ise 0,20 mV’a kadardir. Fakat bu depolarize edici
etkiler istatistiksel olarak anlamli diizeyde bulunmamustir. Pessia ve ark. (2008) medyal
vestibular ¢ekirdek ndronlarinda, Hardman ve Forsythe (2009) trapezoid cismin medyal
¢ekirdek noronlarinda, Sacco ve ark. (2003) ile Niculescu ve ark. (2013) serebellar

purkinje noronlarinda yaptiklart ¢alismalarda; ¢alismanin yapildigi hiicrelerde ERG
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kanallarinin spesifik blokorlerle inhibe edilmesi ile hiicrelerin yaklasik olarak ortalama
0,30-2,50 mV deger araliginda depolarize olduklarini fakat bu etkinin istatistiksel olarak
anlamli bulunmadigini rapor etmislerdir. Bu yoniiyle ¢alismamiz ilgili ¢alismalarla
benzerlik gostermektedir. Her ne kadar istatistiksel olarak anlamli olmasa da Bauer ve
Schwarz’in da (2004) rapor ettigi iizere, hem bizim ve hem de beynin diger bolgelerinde
yapilmis olan s6z konusu yukaridaki caligmalarda ERG kanallarinin bloklanmasi
neticesinde istirahat zar potansiyelinin depolarize oldugu goriilmiistir. Bu durum ERG
kanallarinin istirahat zar potansiyeline sinirli diizeyde de olsa katki sagladigi yoniinde (bu
katki ERG akimlarinin hiicreyi hiperpolarize edici tabiatta oldugu) bir izlenim

birakmustir.

ERG kanal blokorlerinin aksiyon potansiyeli frekansi iizerine etkisi

Yildiz tipi noronlarda hem E-4031 hem de terfenadin ile ERG kanallarinin inhibe
edilmesi neticesinde aksiyon potansiyeli frekansinda artis gozlenmistir. Yildiz tipi
noronlar, “tonik™ (sustain) atesleme desenine sahip olan, diizenli araliklarla aksiyon
potansiyeli olusturabilen hiicrelerdir. Diger taraftan, ¢ali tipi ve ahtapot tipi néronlar ise
onset atesleme desenine sahip olan hiicreler olup, tek bir aksiyon potansiyeli olustururlar
(Agar ve ark. 1996). Dolayisiyla onset atesleme desenine sahip bu noron tiplerinde, ERG
kanal antagonistlerinin uygulanmasi ile olusan aksiyon potansiyel sayisi beklenildigi gibi
degismedi. Fakat bu antagonistlerin varliginda hiicrelerin atesleme yapabilmek igin
agsmalar1 gereken esik degere daha diisiik akimlar ile ulastig1 gozlenmistir. Yildiz tipi
noronlarda atesleme esik degerinin diismesinin, aksiyon potansiyeli frekansinin
artmasinin muhtemel sebeplerinden birisi oldugu diistiniilmektedir. ERG kanal blokorii
varliginda esik degerin diismesi hiicrenin uyarilabilirligini kolaylagtirarak aksiyon
potansiyeli frekansinin artmasina neden olacaktir. Benzer bir mekanizmayla yildiz tipi
noronlarda ERG kanal blokorlerinin etkisiyle spontan aktivitenin artmasi, bu kanallarin

hiicre uyarilabilirligi iizerine olan etkisinin bir gostergesi olabilir.

Pessia ve ark. (2008), medyal vestibular ¢ekirdek noronlar1 tizerinde ERG kanallari ile
ilgili yaptiklar1 calismada bu kanallarin noronal hiicrelerde 6zellikle atesleme frekansi
tizerine etkili olduklarini, hiicre aktivitesine bagli olarak aksiyon potansiyelinin seklini
degistirmeksizin atesleme frekansininin desarj diizeni ilizerine ve kontroliine katki
sagladiklarin1 gostermislerdir. Aksiyon potansiyeli siiresince ERG kanallarinin yavas

aktivasyon, hizli inaktivasyon kinetiklerinden dolayr ERG kanal akimlarinin aksiyon
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potansiyeli {izerine etkisinin minimal diizeyde oldugu diistiniilmektedir. Ancak yavas
deaktivasyon kinetiklerinin bir sonucu olarak aksiyon potansiyelinin frekansi {izerine
etkisi oldugu pek ¢ok ¢alismada rapor edilmistir (3, 6, 13, 14, 150-153, 155).

Yine Hardman ve Forsythe (2009), trapezoid cisim mediyal ¢ekirdegindeki noronlarda
ERG kanallar1 tizerine yaptiklar1 ¢alisma sonucunda elde ettikleri verilerde, ERG kanal
blokdrlerinin aksiyon potansiyeli frekansini net bir bigimde arttirdigini gostermislerdir.
S6z konusu arastirmacilar aksiyon potansiyel frekansini sinirlandiran ERG kanallarinin
agirlikli olarak ERG-3 alttipinden olustugunu dolayisiyla da total ERG akimlarina bu
noronlarda en ¢cok ERG3 alttipinin katkis1 oldugunu rapor etmislerdir (12).

ERG kanal blokorlerinin aksiyon potansiyeli sekli iizerine etkisi

ERG kanal blokorleri, aksiyon potansiyeli seklinde bir degisiklige yol agmamustir. Fakat
gerek hiicreye akim verildigi andan aksiyon potansiyeli olusuncaya kadar gegen
depolarizasyon Oncesi donemde, gerekse de aksiyon potansiyelinin “after
hiperpolarizasyon” komponenti doneminde daha depolarize potansiyellere sahip oldugu
gozlenmistir. Bu durum ilk aksiyon potansiyeli ile sonrakiler kiyaslandiginda, sonraki
aksiyon potansiyellerinin daha ¢abuk esik degere ulastig1 anlamina gelmektedir. ilk
aksiyon potansiyelinin olusmasi i¢in gecen latens siiresinin etkilenmemesiyle birlikte

aksiyon potansiyeli frekansinin artmasi bu hipotez desteklemektedir.

Kohlear ¢ekirdegin yildiz hiicre tipinde aksiyon potansiyellerin repolarizasyonunun
normalde istirahat zar potansiyeli seviyesinden daha negatif degerlere indigi
goriilmektedir. Burada bahsedilen istirahat zar potansiyeli seviyesinden daha negatif
degerlere indigi kisim, afterhiperpolarizasyon (AHP) olarak tanimlanir. Her iki ERG
kanal antagonistleri uygulandiginda, aksiyon potansiyellerinin AHP komponentlerinin
azaldig1 goriilmektedir. AHP’nin ERG kanal blokorleri tarafindan kiigiilmesi, ERG

kanallarinin AHP olusumuna katkida bulundugu seklinde yorumlanabilir.

Her ii¢ hiicre tipinde de ERG kanal blokoérlerinin ilk aksiyon potansiyelinin
repolarizasyon fazini etkilemedigi belirlendi. ERG kanallarinin bloklanmas1 neticesinde
aksiyon potansiyelinin yar1 yiikseklik genisliginin kontrol durumlarina gore uzadigi tespit
edilmistir. Ancak bu uzama istatistiksel olarak anlamli diizeyde degildir (p>0,05). AP yar1
yukseklik genislik degerinin 6l¢iildiigli seviyede degisiklik olmamasina karsin, bu
seviyeden daha negatif degerlerde, yani istirahat zar potansiyeline daha yakin seviyelerde
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aksiyon potansiyelinin seklinin degistigi ve repolarizasyon fazinin kismi olarak uzadigi
tespit edilmistir. Bu durum ERG kanal akimlarinin, repolarizasyon fazinin son
donemlerine katkida bulunduklarini gostermektedir. Bu etki ERG kanallarinin yavas
kinetige sahip olmalarinin bir sonucudur. Repolarizasyon fazi ilerledikge, acilan kanal
yogunlugunun artmasi neticesinde etki repolarizasyonun son donemlerinde
goriilmektedir. Bu durum 2003 yilinda Sacco ve ark., 2013 yilinda Niculescu ve ark.
tarafindan yapilan ¢aligmalarda da belirtildigi gibi ERG kanallarinin AP repolarizasyon
fazina katkida bulunabilmesi i¢in oncesinde aksiyon potansiyelinin pik degeri ile
depolarize olmas1 gerekliliginden kaynaklanmaktadir. Hatta bundan sonra da maksimal
ERG akimi igin repolarizasyon fazinda outward kuyruk akimimin olusmasi gereklidir.
Yani ERG kanallarinin agilmasi i¢in dncesinde bir depolarizasyon dalgasina gereksinim
duymas1 ve maksimal etkisinin depolarizasyonla indiiklenmesi gerekliliginden otiirii
aksiyon potansiyelinin diisme fazindan itibaren etki edecegi diistiniilmektedir. Bu nedenle
aksiyon potansiyelinin yarilanma zamaninin uzamasi beklenilen bir durumdur. Bahsi
gecen calismalar, serebellar purkinje hiicrelerinde yapilmistir. Tonik tarzda aksiyon
potansiyeli olusturan bu noéronlarda ERG akimlarmin, aksiyon potansiyelinin
repolarizasyon fazina katkisinin mekanizmasimi acgiklarken, arastirmacilar ERG
akimlarinin repolarizasyon dalgasina etkisinin olabilmesi i¢cin ERG kanallarinin yeterli
sayida ve tekrarlayici tarzda atesleme desarji yapmasi gerektigini ve bu sekilde kanaldan
gegen akimlarin artmasi gerekliligini ifade etmislerdir (14). Boylece tekrarlayici sekilde
kanallarin agilmasiyla birlikte kanaldan gegen akimlar aksiyon potansiyelleri olusumuyla
artarak birikecek ve atesleme frekansi tizerine etkilerini yavas deaktivasyon kinetiklerinin

bir sonucu olarak gecikmis bir sekilde gostereceklerdir.

Sacco ve ark. (2003) serebellar neonatal immatiir purkinje hiicrelerinde yaptiklari
calismada; ERG kanallarinin bloklanmasinin, ilk aksiyon potansiyeli siiresi tizerine bir
etkisinin olmadigini fakat daha sonraki aksiyon potansiyellerinin siiresinin arttigini (5,1
ms’den 6,3 ms’e) rapor etmislerdir. Fakat olgun sereballar purkinje hiicrelerinde bu denli
bir artisin gozlenmedigi not disiilmistiir. Bunun muhtemel sebebi, neonatal purkinje
hiicrelerinde, olgun purkinje hiicrelerine gore aksiyon potansiyeli ortalama siiresinini
yaklasik olarak 4 kat daha uzun olmasidir (immatiir purkinje hiicrelerinde ortalama
aksiyon potansiyeli siiresi 2,5 ms, olgun purkinje hiicrelerinde 0,7 ms). Hemen hemen
kohlear ¢ekirdek noronlarinda da ortalama aksiyon potansiyeli siiresinin olgun serebellar

purkinje hiicresindeki aksiyon potansiyeli siiresine yakin degerlerde oldugu goriilmiistiir.
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Bundan dolay1 ERG kanallarinin aksiyon potansiyeli yarilanma zamani tizerindeki etkisi,
aksiyon potansiyeli siiresinin kisa olmasindan dolay1 dikkat cekici diizeyde degildir.
Ciinkii yukarida da bahsedildigi tizere ERG kanallarimin depolarizasyon dalgasi ile
indiiklenerek agilmasi ve kanallarin tedrici olarak artan oranda aktivasyonuyla birlikte de
biriken akimlar neticesinde maksimal etkisinin gostermesi gibi bir 6zelligi vardir. ERG
kanallarinin kalpte ventrikiiler miyosit hiicrelerinde aksiyon potansiyeli {izerine de ayni
etkiyi gosterdigi daha onceki ¢alismalarda rapor edilmistir (4, 123, 136, 154, 156). ERG
kanallarinin etkisinin en iyi kalp ventrikiiler hiicrelerinde gostermesinin temel nedeninin
bu 6zelligi oldugu diistiniilmektedir. Ciinkii kardiyak ventrikiiler hiicrelerde aksiyon
potansiyeli siiresi yaklasik olarak 250-300 ms’dir. Kanallar tam olarak aktivasyonunu
saglamasi i¢in gerekli zamani gordiigiinden etkileri en iyi bu hiicrelerde agiklanmis hatta
cok ciddi ileti sistemi bozukluklari, kalp kas1 kasilim giicii yeteneginde bozukluklar gibi

fonksiyon bozuklugu tespitleri en iyi yine bu hiicrelerde aciklanmistir.

Voltaj kenetleme ¢alismalar:

ERG akimlarimmn izolasyonu

Kohlear c¢ekirdek noéronlarinda ERG kanallarinin  voltaj bagimli  biyofiziksel
Ozelliklerinin karakterize edilmesi i¢in ERG akimlariin izolasyonu gerekmektedir. Bu
izolasyon iki sekilde yapilabilir. ilk olarak hiicrenin sahip oldugu diger tiim iyon kanal
akimlar1 tamamen bloklandiginda geriye sadece ERG kanal akimlarinin kalmasi beklenir.
Fakat diger iyon kanallarmin tamamen bloklanabilmesi igin kullanilacak olan
antagonistlerin konsantrasyonlari, kismen ERG kanallarin1 da blokladigi igin geriye
oOl¢iilebilir diizeyde ERG akimi1 kaydedilememistir. Bu nedenle, bu izolasyon yonteminin
uygun olmadig1 sonucuna varilnstir. ikinci yontem olarak ise, ERG akimlarmin toplam
hiicre akimlari i¢inden segici bir sekilde bloklanarak izole edilmesidir. Calismamizda iki
yaklasimin kombinasyonu kullanilmistir. SOyle ki, diger iyon kanallarini biiyiik oranda
bloke etmek i¢in bu iyon kanallariin blokdrleri diisiik dozlarda kullanilmigtir. Bu amagla
Ikpr akimi 1 mM TEA ile, la akimi 1 mM 4-AP ile, Th akimi ise 2 mM Cs*? ile
bloklanmistir. Bu ¢alismada yBOS soliisyonunda K* iyon konsantrasyonu 40 mM’a
yiikseltilince potasyum ig¢in elektrokimyasal konsantrasyon gradyanti azalacagindan
([K*]o=4,2 mM yerine [K*]o=40 mM kullanilmis; [K*]i=110 mM) outward yonlii olan
Ikor ve la akimlarin genligi daha da azalmistir. Ayrica ekstraselliler yBOS

soliisyonundan kalsiyum iyonu tamamen ¢ikarilarak Ca ile aktive olan potasyum akimlari

91



da (Ik(ca) inhibe edilmistir. Daha sonra ikinci yaklagim ile E-4031 eklenerek ERG akimi

spesifik olarak bloklanmis ve bloklanan akim izole ERG akimi olarak kullanilmistir.

Yapilan voltaj kenetleme c¢alismalarinda inward rektifiyer olarak bilinen ERG
kanallarindan geg¢en akim, ekstraselliiler K* iyonu konsantrasyonu ile dogrudan iligkilidir.
Bu sebeple ERG kanal akimlarini arttirmak ve voltaj bagimli aktivasyon ve inaktivasyon
kinetiklerini daha iyi analiz edebilmek i¢in yBOS’ta K™ iyon konsantrasyonu 40 mM
seviyesine yiikseltilmistir. Bu sekilde ERG kuyruk akimlarinin genliginin biiyidiigi
rapor edilmistir (132). Ciinkii yBOS igerisindeki K* konsantrasyonu ([K*]o) 4,2 mM iken
potasyum iyonu i¢in Nerst denklemine gore denge potansiyeli -83,4 mV olarak, K* iyon
konsantrasyonu 40 mM seviyesine yiikseltildiginde ise -25,4 mV olarak hesaplanmstir.
Dolayisiyla istirahat zar potansiyeline yakin voltajlarda ERG kanallarindan hiicre i¢ine
giren ERG akimui i¢in konsantrasyon gradyani artacagindan ERG kuyruk akim genligi de
artmus olacaktir (12-14).

Literatiirde ERG kanallarinin “inward” tabiatta oldugu ifade edilmekle birlikte, aksiyon
potansiyelinin repolarizasyon komponentine Katkisinin, “outward” K* kanallarinin
katkisina benzer sekilde oldugu bir¢ok ¢aligsma tarafindan rapor edilmistir (3, 5, 118, 122).
Esasinda burada bir anlam kargasasi olusmaktadir. Pek ¢ok ¢alismada kanalin inward
yonlii calisan bir kanal oldugu ifade edilmesine karsin, biyofiziksel oOzelliklerini
aciklamak i¢in ¢alisma igerisinde verilen pekcok sekilde ve trasede (bu ¢alismanin genel
bilgiler kisminda oldugu gibi) kanalin akim yonii outward olarak verilmektedir. Sinirh
sayida calisilmasinin sebebi belki de inward tabiatinda oldugu bilinen bu kanalin ¢alisma
sonuglarinda aksi veriler elde edilmesidir. Neticede kanal hem potasyum kanal ailesi
tiyelerine hem de bilinen pek c¢ok diger iyon kanallarma gore farklt mekanizmalarla
calismaktadir. Deneylerimiz sonucunda ERG kanallarinin bilinen tiim iyon kanallarindan
farkli olarak iki yonlii ¢alistigini diisiinmekteyiz. Soyle ki; Potasyum icin Nerst
denklemine gore denge potansiyelinden daha negatif voltajlarda ERG kanallar1 “inward”
seklinde calisirken, daha pozitif potansiyellerde ise “outward” seklinde calismaktadir.
Normal ekstraselliiler soliisyon i¢in K* konsantrasyonu ([K™]o) 4 mM oldugundan,
potasyum iyonu icin Nerst denklemine gére denge potansiyeli yaklasik olarak -83 mV
olarak hesaplanmustir. Yukarida anlatildigi gibi ([K*]o) konsantrasyonu 40 mM’ a
yiikseltildiginde K* iyonu i¢gin Nerst denge potansiyeli daha pozitif degerlere kaymistir

(yaklasik olarak -25 mV diizeylerine). Bu sartlarda outward bir akim igin elektrokimyasal
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gradyantin da etkisiyle kuyruk akiminin genligi artmistir. Kuyruk akiminin genliginin
ckstraselliler K* konsantrasyonun artmasi neticesinde biiyiimesi literatiirde ERG
kanallart ile ilgili yapilan pek ¢ok caligma tarafindan rapor edilmistir. Ayrica akim
kenetleme caligmlarinda da goriildiigii iizere, kanalin bloklanmasi neticesinde zar
potansiyelinin depolarize olmasi, aksiyon potansiyeli frekansinin artmasi gibi etkiler bu

kanaln fizyolojik sartlarda “outward” tabiatinda islev yaptigin1 gostermektedir.

ERG kanallarinin aktivasyon Kinetikleri

Voltaj kenetleme ¢alismalar1 neticesinde kohlear ¢gekirdekte bulunan tig hiicre tipinde de
ERG kanallarinin aktivasyon esik degerinin istirahat zar potansiyeline yakin degerlerde
oldugu goriilmiistiir. Kararli-durum aktivasyon egrileri incelendiginde, ERG kanallarinin
kuyruk akiminin; yildiz tipi néronlarin istirahat zar potansiyelinde (-65,2mV) %27’si, ¢ali
tipi noronlarin istirahat zar potansiyelinde (-60,7 mV) %24’ ve ahtapot tipi ndronlarin
istirahat zar potansiyelinde (-61,1 mV) %32’si aktive olmus durumda oldugu
goriilmiistiir. Yani her {i¢ hiicre tipinde de ERG kanallariin istirahat zar potansiyeline
gore daha pozitif degerlerde daha yiiksek oranlarda aktive olduklar1 tespit edilmistir.
Fakat bu aktivasyon, depolarizasyonu miiteakiben gerceklesecektir. Bu depolarizasyon,
in vivo sartlarda fizyolojik olarak EPSP durumunda olabilecegi gibi spontan olarak

gelisebilen aksiyon potansiyelleri sirasinda da gergeklesebilir.

Kararli durum aktivasyon egrisine gore yildiz tipi noronlarda Vos degeri -50,5 ve k faktor
7,5 olarak, ¢ali tipi noronlarda Vos -49,5 ve k faktor 7,5 olarak, ahtapot tipi néronlarda
ise Vo5 -50,7 ve k faktor 6,0 olarak belirlenmistir. Bu durum kanallarin yaklasik olarak
-50 mV civarlarinda %350 oraninda aktivasyonlarim1 tamamladiklar1 anlamina
gelmektedir. Niculescu ve ark. (2013) serebellar purkinje hiicrelerinde yaptiklari
caligmalarda ERG kanallarinin aktivasyon degerinin Vos= -44,1 mV seviyelerinde
Olgtiiklerini rapor etmislerdir. Hardman ve Forsythe (2009) TCMC néronlarinda yapmis
olduklar1 ¢aligmalarda, postnatal 12 ve 25 giinliik farelerde voltaj bagimli aktivasyon
kinetigi analizlerinde Vos degerlerini sirasiyla -58 ve -56 mV seviyelerinde oldugunu
rapor etmiglerdir. Yasa bagimli olarak Vos degerlerinde benzerlik s6z konusu olsa da asil
carpici farkin egrinin egim degerlerinde goriildiigii not diigiilmiistiir. 12 giinliik farelerde
egrinin k faktorii 3,28 iken 25 giinliik farelerde bu deger 8,61’ e yiikselmistir. Sacco ve
ark. (2003) yilinda yaptiklar1 ¢alismada purkinje hiicrelerinde Vos degerini -50,7 mV

seviyelerinde bulduklarmi rapor etmislerdir. Kohlear ¢ekirdek ndronlarinda ERG
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kanallarinin aktivasyon degerlerinin serebellar purkinje hiicrelerinde ve TCMC

noronlarindaki hiicrelerde aktivasyon degerlerine yakin oldugu tespit edilmistir.

Kohlear ¢ekirdekte elde edilen verilerin, Sacco ve ark. (2003) ile Niculescu ve ark. (2013)
yaptig1 c¢alismalarda oldugu gibi Ca igcermeyen yBOS kullanilarak elde edildiginin
vurgulanmas1 gerekmektedir. Buna karsin, Hardman ve Forsythe (2009)’in yaptigi
calismada ise 0,5 mM kalsiyum kloriir kullanilmistir. Hardman ve Forsythe (2009)’1n
yaptig1 ¢alismada rapor edilen k faktdr yani aktivasyon egrisinin egimi, bu ¢alismada ve
yukarda bahsedilen diger ¢alismalarda elde edilen degerlerden ¢ok daha diisiik oldugu

goriilmiistiir. Bu da yBOS sivisi igerisinde bulunan kalsiyuma bagli olabilir.

ERG kanallarmin inaktivasyon kinetikleri

Kararli-durum inaktivasyon egrileri incelendiginde, ERG kanallarinin kuyruk akiminin;
yildiz tipi noronlarin istirahat zar potansiyelinde (-65,2 mV) %40°1, ¢al1 tipi ndronlarin
istirahat zar potansiyelinde (-60,7 mV) %32’si ve ahtapot tipi néronlarin istirahat zar
potansiyelinde (-61,1 mV) %34’1i inaktivasyondan kurtulmus (recovery) durumda oldugu
anlasilmaktadir. Hiicrelerin voltaj bagimhi kararli durum inaktivasyon egrisi
incelendiginde yildiz tipi noronlarda Vos -71,7 ve k faktér 9,21 olarak, c¢ali tipi
noronlarda Vos= -78,80 ve k faktor 10,8 olarak, ahtapot tipi noronlarda ise Vos -78,34
ve k faktor 7,89 olarak belirlenmistir.

Sacco ve ark. (2003) purkinje hiicrelerinde yaptiklar1 ¢alismada Vos degerini -70 mV
olarak, heterolog ekpresyon ¢alismalarinda ise Shoeb ve ark. (2003) daha depolarize
degerlerde (-36 mV), Shi ve ark. (1997) ile Smith ve ark. (1996) ise daha negatif
degerlerde (sirasiyla -102 mV ve -90 mV) bulmuslardir. Hardman ve Forsythe (2009)
TCMC noronlarinda yapmis olduklar1 ¢alismalarda postnatal 12 ve 25 giinliik farelerde
voltaj bagimli inaktivasyon kinetigi analizlerinde Vos degerlerini sirasiyla; -76,17 ve
-70,77 olarak bulduklarini rapor etmislerdir. Yapilan tiim caligmalarda inaktivasyon
egrilerinin egimi k= 10-20 mV arasinda degisen degerlerde bulunmustur. Ornegin
Hardman ve Forsythe (2009) TCMC néronlarinda 17 mV olarak bulmustur. Bu deger
bizim ¢alismamizda daha diisiik (9-10 mV) bulunmustur. Bunun muhtemel nedeninin

bizim ¢aligmalarimizda yBOS’ un kalsiyum igermemesinden kaynaklanabilir.

ERG kanallarinin deaktivasyon kinetikleri

Her ii¢ hiicre grubunda da deaktivasyon kinetikleri, kuyruk akimlarindan elde edilmistir.
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Deaktivasyon kinetikleri y1ldiz tipi noronlar i¢in -120 mV’da; 19 ms, -60 mV’da; 189 ms
olarak, cal1 tipi néronlar i¢in -120 mV’da; 26 ms, -60 mV’da; 216 ms olarak, ahtapot tipi
noronlar i¢in -120 mV’da; 17 ms, -60 mV’da; 217 ms olarak 6l¢ililmiistiir. Elde edilen bu
verilere gore hiicrelerde zar potansiyeli negatif degerlere dogru gidildik¢e deaktivasyon
kinetiginin de hizlandig tespit edilmistir. Bu durumda kuyruk akimi fonksiyonel olarak
hiicre zar potansiyelinin negatifligi nispetinde hizli bir sekilde sifirlanacaktir. Dolayisiyla
aksiyon potansiyel repolarizasyon fazina katkis1 da daha sinirli olacaktir. Hiicre kuyruk
akimlarinin zaman sabitleri -60 ile -100 mV arasindaki potansiyellerde en uyumlu olarak
tek (single) eksponensiyal fonksiyonu ile fit edilirken, -100 ile -120 mV arasindaki
potansiyellerde c¢ift eksponensiyal ile fit edilmistir. Ohya ve ark. (2002) ¢alismasiyla
kiyaslandiginda c¢alismamizda elde edilen deaktivasyon zaman sabitlerinin daha hizl
(kiigiik) oldugu goriilecektir. Bu da ERG kanallarinin agirlikli olarak ERG-3 alt tipinden
kurulu olduguna isaret etmektedir, ¢iinkii ERG-3 alt tipinin deaktivasyon kinetiginin ERG
kanal alttipleri arasinda en hizli (kiigiik) oldugu bildirilmistir (157).

Genel degerlendirme

Akim kenetleme ¢aligmalar1 neticesinde ERG kanallari, istirahat zar potansiyellerinde
kismi olarak acik bir durumda bulunur. Zar potansiyeli depolarize olmaya basladiginda,
bu depolarizasyon dalgasina yanit olarak kanalin aktivasyon kapisi yavasca agilir. Buna
karsin o kadar hizli inaktive olur ki aksiyon potansiyelinin pik yaptig1 degerlerde ¢cok az
bir outward akim meydana gelir. Ancak hiicre repolarize olurken, 6zellikle AP’nin
repolarizasyon ve AHP komponenti sirasinda, kanal ¢ok hizli bir sekilde inaktivasyondan
kurtulur (recovery). Inaktivasyondan kurtulma hizi, deaktivasyon hizina oranla ¢ok
biiyiikk oldugu i¢in zar potansiyelinin repolarize oldugu degerlerde kanaldan ¢ok biiyiik
miktarlarda akim gecer. Yani kanal, K* iyonu i¢in denge potansiyelinden daha
hiperpolarize zar potansiyellerinde inward bir akim olustursa da, aslinda daha depolarize
degerlerde “outward rectifier” bir kanal gibi rol oynar. Ancak klasik inward rektifier
kanallarin aksine ERG kanallarinin agilmasi i¢in mutlaka depolarizasyonla

indiiklenmeleri gerekir.

Sonug ve Oneriler
Bu calismada kohlear ¢ekirdek noronlarinda ERG kanallarinin elektrofizyolojik olarak
karakterizasyonu yapilmistir. Her {i¢ hiicre grubunda ERG kanallarinin spesifik blokorleri

kullanilarak istirahat zar potansiyeli, input direnci, atesleme deseni, aksiyon potansiyeli
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sekli, aksiyon potansiyeli yar1 yiiksekligi genisligi, latens siiresi, atesleme frekansi ve esik
deger ile spontan aktivite {lizerine olas1 etkileri akim kenetleme metodu kullanilarak
incelenmistir. Calismalarimiz sonucunda kontrol gruplarina goére ERG kanal
blokdrlerinin kullanildigi test gruplarinda bazi parametrelerde istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar bulundugu tespit edilmistir. Kohlear ¢ekirdek hiicrelerinden elde edilen bu
verilerin daha 6nce beynin baska bolgelerinde ERG kanali ile ilgili olarak yapilan
calismalarda elde edilen sonuglara benzerligi dikkat ¢ekmektedir. Elde edilen bu veriler
neticesinde ERG kanallarinin kohlear ¢ekirdek néronlarinda;

1- Spesifik blokorlerle bloklanmasi ile her ii¢ hiicre grubunda input direncinin
artmasi neticesinde bu hiicrelerde ERG kanallarinin varligina,

2- ERG akimlarinin bloklanmasi sonucunda hiicrede hafif sekilde depolarizasyon
meydana gelmesinden dolay1 ERG kanallarinin fizyolojik sartlar altinda, hiicreyi
hiperpolarize edici bir etki ile istirahat zar potansiyeline katkida bulunduguna ve
istirahat zar potansiyelininin dengede kalmasina yardimci olduguna,

3- Yildiz tipi noronlarda ERG kanallar1 bloklaninca aksiyon potansiyeli frekansi
artmasindan dolay1 fizyolojik sartlar altinda atesleme frekansini sinirlandirdigina,

4- Cali ve ahtapot tipi noronlarda kontrol durumlarina gore ERG kanallari
bloklaninca hiicrenin atesleme yapabilmesi i¢in gerekli akim miktarini diistirdiigii
ve buradan hareketle hiicre uyarilabilirligini zorlastirdigi ve bu yiizden esik
degerin belirlenmesine katkida bulunduguna, (ERG kanallarinin bloklanmasinin
yildiz tipi noronlarda da uyarilabilirlik esik degerini diistirdiigiinii unutmamak
gerekir, fakat yildiz tipi noronlarin kii¢iik zar potansiyeli degisimlerine olduk¢a
hassas olmas1 ve aniden ¢ok hizli bir sekilde atesleme yapmasi nedeniyle grafi
verilmemistir.)

5- Spontan olarak aktif olan yildiz tipi néronlarda ERG kanallarinin bloklanmasinin
spontan aktiviteyi arttirdigi, dolayisiyla ERG kanallarinin normalde hiicreyi
susturdugu,

6- Aksiyon potansiyelinin seklini degistirmedigi fakat siiresini etkileyerek 6zellikle
repolarizasyon fazinin sekillenmesine katki sagladigi ve aksiyon potansiyeli
siiresinin belirlenmesine etki ettigi sonuglarina varilmistir. Ayrica;

7- Voltaj kenetleme calismalarinda ERG kanal akimlar1 izole edilerek kohlear
¢ekirdek noronlarinda ilk defa gosterilmistir. Bu ¢alismalar neticesinde; ERG
kanallarinin ndronlarin istirahat dinlenim potansiyellerinde aktif oldugu ve bu

sekilde istirahat membran potansiyelinin olusmasina katki sagladigi sonucuna
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varilmistir. Ayrica kanallarin literatiirde yer alan diger ¢alismalarda da oldugu
gibi depolarizasyonla indiiklenerek aktiflendigi goriilmiistiir.

8- Kohlear gekirdek hiicrelerinde ERG kanallarinin deaktivasyon kinetiklerinin
istirahat zar potansiyelinin hiperpolarizasyonu nispetinde hizlandig1 goriilmiistiir.

9- Yama kenectleme c¢alismalari neticesinde ERG kanallarinin istirahat zar
potansiyellerinde agik oldugu, hiicrenin depolarize olmasiyla birlikte
aktivasyonun biiylidiigli ve sonugta kanaldan outward bir akimin gegtigi
gosteriilmistir. Buna ilaveten tam tersi durumda istirahat zar potansiyelinden daha
negatif degerlere gidildik¢e inward bir akim tabiatina sahip oldugu kanisina

varilmis ve ilk defa spekiile edilmistir.

Daha once gerek kalpte gerekse diger uyarilabilir hiicrelerde yapilan ¢alismalarda ERG
kanallarinin  fizyolojik rollerinin tanimlanmis olmasina ragmen bu akimlarin
yogunlugunun kohlear ¢ekirdek noronlarinda oldukga diisikk oldugu ve istirahat zar
potansiyeli seviyelerinde minimal etki gosterdigi diisiiniilmektedir. Tiim bu veriler
151g¢inda her ne kadar ERG kanallarinin kohlear ¢ekirdek noronlarinda elektrofizyolojik
olarak tespit edildigini séylemek miimkiin olsa da; kanalin hem protein hem de gen
diizeyinde varhigin1 gostermek iizere immunohistokimyasal c¢alismalardan ve PCR
caligmalarindan yararlanilmasi gerekmektedir. Ayrica kanalin her bir hiicre tipindeki
uzaysal lokalizasyonlar1 (somatik mi? aksonik mi? yoksa dentritik mi?), ERG alttipi
kanallarinin (ERG1, ERG2 ve ERG3) ifade edilme dereceleri ve total ERG akimlarina ne
oranda katkida bulunduklarinin agiga ¢ikarilmasi icin ileri goriintiileme teknikleriyle

(konfokal goriintiileme) desteklenmesi gerekmektedir.
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BASVURU BILGILERI Arastirmanin Baslig | Kohlear gekirdek noronlarinda ERG kanallarinin
Application Information Research Title elektrofizyolojik olarak incelenmesi
Bagvuru Tarihi 06.01.2016
Application Date
Protokol no 3
Protocol no
KARAR BILGILERI Karar No: 3 Decision No: 3 =
Decision X Kabul (Accepted) [ Red (Not Accepted)
Arg . Gor. Caner YILDIRIM'in yiirlitiicist oldugu ve yukarida basvuru bilgileri
verilen arastirma basvuru dosyasi ve ilgili belgeler arastirmanin gerekce amac,
yaklasim ve yéntemleri dikkate alinarak incelenmis, gergeklestirilmesinde etik
olarak sakinca bulunmadigina toplantiya katilan Gyelerin oy birligi ile karar
verilmistir.
Yaritica Ars. Gor. Caner YILDIRIM
Coordinator Fizyoloji Anabilim Dalt
ETiK KURUL BILGILERI
CALISMA ESASI [ GAZIANTEP UNIVERSITESI HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU YONERGESI
Unvani/Adi/Soyadi Kurumu iliski Katihm imza
Prof. Dr. A. Tuncay Demiryiirek | GAUN Tip Fakiiltesi - - : “M/{A
(Baskan) Tibbi Farmakoloji AD. Ll
Yrd. Dog. Dr. Davut Sinan Kaplan GAUN Tip Fakiiltesi H £
(Baskan Yardimcisi) Fizyoloji AD.
Prof. Dr. Behget Al GAUN Tip Fakiiltesi H £ [
(Uye) Acil Tip AD.
Dog. Dr. ibrahim Halil Kilig GAUN Fen Edebiyat F.
(Oye) Biyoloji 3 . C'\‘WM Z
Dog.Dr. Mehmet Kahraman GAUN Fen Edebiyat F. = A N
(Uye) Kimya H E /(/IM l/;\;L
Y.'fd' Dog. Dr. Ebru Deniz Karsl GAUN Dis Hekimligi F. H £ %
(Uye) Cene Cerrahisi AD. |
Yrd. Dog. Dr. Berna Kaya Ugur GAUN Tip Fakiiltesi H E - 4 Sg,, e =
(Uye) Anestezi ve Reanimasyon AD WM
Ogr Gor. Ahmet Sarper Bozkurt GAUN Teknik Bilimler MYO H £ §7 —
(Uye) Bitkisel ve Hayvansal Uretim
V.t_ateriner Hekim Celal Ozséyler Gaziantep Blyiiksehir H £
(Uye) Belediyesi Hayvanat Bahcesi
Tekniker Ahmet Ozkul Serbest, Dernek Uyesi [%/\
P H E
(Uye)

E: Evet, H: Hayir
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OZGECMIS

Caner YILDIRIM 1989 yilinda KiLIS’te dogdu. Ilkogretim ve lise &grenimini
Gaziantep’te tamamladiktan sonra 2006 yilinda Atatiirk Universitesi Veteriner
Fakiiltesine yerlesti. 2012 yilinda yiiksek lisans derecesiyle bu fakiilteden mezun
olduktan sonra aym yil i¢inde Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim
Dali’nda doktora egitimine basladi. Halen ayni kiirsiide Arastirma Gorevlisi olarak

hizmet etmektedir.
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